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FERREIRA, Luciana Von Hohendorff. Avaliacdo do efeito do sistema de plantio e da
fertilizacio nitrogenada na contaminac¢ido de milho por fumonisinas e de adsorvente
inorganico e organico para aflatoxina B;. 2010. 110. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios toxicos de ocorréncia natural que contaminam uma
ampla variedade de produtos agricolas e causam prejuizos econdmicos, além de riscos a saude
humana e animal. A prevengdo por meio do manejo do solo na pré-colheita constitui o melhor
método para controlar a contaminagdo por micotoxinas, porém, quando ocorre a contaminagao, os
riscos associados as toxinas devem ser controlados por meio de procedimentos na pos-colheita.
Nesse estudo foi avaliada a contaminagdo fungica natural e a contaminagdo por fumonisinas em
60 amostras de milho recém-colhido da regido Norte do Parand (safra 2008), sob diferentes
sistemas de plantio (direto e convencional) e sucessdao de culturas (aveia e pousio) no inverno € o
efeito da aplicagdo de fertilizante nitrogenado (0; 22,5; 45,0; 67,5 ¢ 90,0 Kg/ha) sobre a
contaminac¢do por fumonisinas, além da eficacia da mistura de adsorventes na propor¢ao de 50%
de aluminosilicato de sodio e célcio hidratado (HSCAS) e 50% de parede celular de levedura na
adsor¢do de AFB; in vitro por meio de planejamentos estatisticos 2* e 2° composto central para
analisar os efeitos das variaveis experimentais em conjunto. Em relagdo a contaminagao fungica,
Penicillium spp. foi o género prevalente, sendo detectado em 95 % das amostras, seguido de
Fusarium spp. (78,33%) e Aspergillus spp. (10%). As concentracdes de fumonisinas variaram de
0,26 a 3,84 pg/g, sendo as maiores médias detectadas nos sistemas de plantio convencional em
sucessdo a pousio e direto em sucessdo a aveia, porém nao diferiram significativamente dos
demais sistemas de plantio pelo Teste de Tukey (p < 0,05). As médias da atividade de agua dos
graos de milho variaram de 0,53 a 0,63, sendo que no sistema de plantio direto em sucessdo a
aveia as amostras apresentaram a maior média de a,, (0,63). A menor concentragdo média de
fumonisinas foi detectada em milho cultivado na parcela que recebeu 67,5 Kg/ha de nitrogénio,
porém nado houve diferenca significativa com os demais tratamentos pelo Teste de Tukey (p <
0,05). Nos testes de adsor¢do de AFB, in vitro, o modelo do planejamento estatistico 2*
apresentou uma perda na visualizagdo devido a variagdo experimental entre as variaveis, seguindo
a diregdo do ponto maximo, sendo realizado um planejamento estatistico 2°, apresentando modelo
quadratico estatisticamente significativo sem falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, com a
concentragdo de toxina como Unica variavel significativa. Ocorreu maior adsor¢do de AFB; em
pH 7 (25 ng/mg ) e pH 5 (20 ng/mg). Em pH 3,64 houve adsor¢do de 10 ng/mg, sendo necessario
um aumento na concentragdo de toxina para uma maior adsor¢do, evidenciando que nas
condi¢des in vitro a mistura de adsorventes mostrou-se eficaz, apresentando boa adsor¢do na faixa
de pH entre 5 e 7. Considerando os elevados prejuizos econdomicos € os riscos a saide humana e
animal, os resultados desse estudo evidenciam a crescente preocupacdo com a qualidade de
alimentos e ragdes, tornando imprescindivel o controle de micotoxinas na pré e pds-colheita de
produtos agricolas a fim de minimizar a contaminagao.

Palavras-chave: Micotoxinas. Milho. Sistemas de plantio e sucessao de culturas. Adsorventes.
Planejamento estatistico.



FERREIRA, Luciana Von Hohendorff. Evaluation of effect of planting system and
nitrogen fertilization on corn contamination by fumonisins and organic and inorganic
adsorbents for aflatoxin B;. 2010. 110. Dissertagcdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Mycotoxins are naturally occurring toxic secondary metabolites which contaminate a wide
variety of agricultural products and cause serious economic losses in addition to risks to
human and animal health. Prevention through pre-harvest management is the best method for
controlling mycotoxin contamination, however, when contamination occurs, the risks
associated with toxins should be controlled by post-harvest procedures. In this study the
natural fungal contamination and fumonisin levels in 60 samples of freshly harvested corn
from the northern region of Parand State (2008 crop) under different planting systems
(conventional and no-tillage) and crop successions (oats and fallow) in winter and the effect
of nitrogen fertilizer application (0, 22.5, 45.0, 67.5 and 90.0 Kg ha') on fumonisin
contamination were evaluated. In addition, the effectiveness of the adsorbent mixtures (50%
hydrated sodium calcium aluminosilicate — HSCAS + 50% yeast cell wall) in vitro adsorption
of AFB, was analyzed by means of experimental designs 2* and 2’ central composite in order
to examine the effects of experimental variables together. Concerning the fungal
contamination, Penicillium sp. was the prevalent genera, being detected in 95% of the
samples, followed by Fusarium sp. (78.33%) and Aspergillus sp. (10%). Fumonisin levels
ranged from 0.26 to 3.84 pg g, and conventional till corn followed by fallow and no-till corn
followed by oats showed the highest mean fumonisin levels, but there was no significant
difference from the other planting systems by the Tukey test (p < 0.05). Water activity levels
of corn ranged from 0.53 to 0.63, and no-till corn followed by oats showed the highest mean
aw (0.63). The lowest fumonisin level was detected in corn grown in the plot treated with 67.5
Kg ha ' nitrogen, but there was no significant difference from all the others by the Tukey test
(p < 0.05). In the in vitro adsorption tests of AFB, the 2* experimental design model showed
a loss in the visualization due to the experimental variation among variables, following the
direction of the maximum point. Then, 2° central composite experimental design was carried
out, which was statistically significant, with the quadratic model without lack of fit at 95%
confidence having the toxin level as the only significant variable. AFB; showed the highest
adsorption (25 and 20 ng mg') at pH 7 and 5, respectively. At pH 3.64 there was an
adsorption of 10 ng mg™', requiring an increase in the toxin level for further adsorption. These
results indicated that the adsorbent mixture was effective with a good adsorption at pH range
between 5 and 7. Taking into account the high economic losses and risks to human and animal
health, there is an increasing concern about the quality of foods and feeds and its essential
control of mycotoxins in agricultural products at pre- and post-harvest steps in order to
minimize contamination.

Keywords: Mycotoxins. Corn. Cropping systems and crop successions. Adsorbents.
Experimental design.
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos de ocorréncia natural,
produzidas por fungos que contaminam ampla variedade de produtos agricolas, como milho,
nozes, améndoas, amendoim e frutas. A contaminacdo pode ocorrer no campo, durante o
desenvolvimento de culturas vegetais, na pds-colheita, nas etapas de transporte e
armazenagem, quando os fungos encontram condi¢des de temperatura e umidade propicias
para produgdo dessas toxinas.

As micotoxinas sao produzidas por fungos filamentosos de diferentes
espécies, principalmente dos géneros Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp.,
Claviceps spp. e Alternaria spp. Compreendem um grupo de diferentes compostos quimicos
com efeitos citotoxicos, carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e estrogénicos. As
micotoxinas mais frequentes sdo aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos (desoxinivalenol,
nivalenol, toxina T-2), zearalenona ¢ fumonisinas.

Além dos riscos a satde humana e animal, a ocorréncia de micotoxinas
implica em prejuizos econdmicos, uma vez que micotoxicoses em animais destinados ao
comércio e abate como frangos e suinos, comprometem o desenvolvimento, resultando em
perdas de produtividade. Deve-se ressaltar que muitos paises importadores possuem
legislagdes rigidas para o limite maximo de micotoxinas permitido para determinados
alimentos, constituindo barreiras para o comércio de produtos agricolas e derivados.

Considerando a frequéncia de contaminagdo de milho por fungos
toxigénicos e micotoxinas, torna-se necessaria a busca por alternativas que garantam a
produtividade e qualidade do produto. Dentre essas alternativas o emprego de praticas
agricolas adequadas e o constante monitoramento da cadeia produtiva do milho sdo
fundamentais a fim de minimizar os riscos a saide humana e animal.

O Brasil ¢ o 3° maior produtor mundial de milho com 4,9 % da producao,
superado apenas pelos Estados Unidos e China que respondem por 40,2 % e 19,2 % da
produgdo, respectivamente. Dados da CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) no
periodo entre 1993 até 2006 comprovam os rendimentos da cultura para o pais, mostrando um
aumento na produtividade de 930 Kg/ha e na produgao de 13 milhdes de toneladas. O Estado
do Parand ¢ o maior produtor, sendo responsavel por 24,4% da producao nacional.

A prevencgao por meio do manejo do solo na pré-colheita constitui o melhor

método para controlar a contaminacao por micotoxinas, porém, quando ocorre contaminagao,
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os riscos associados as toxinas devem ser controlados por meio de procedimentos na pos-
colheita, caso o produto seja utilizado na alimentacdo humana ou animal. De maneira ideal, os
riscos associados a contaminagdo por micotoxinas devem ser minimizados por um sistema de
gestdo integrada em todas as fases da producao, isto €, pré-colheita, colheita e processamento
pos-colheita.

O sistema de plantio direto vem se consolidando como uma das praticas
eficazes para melhorar a sustentabilidade dos recursos naturais na agricultura. Nesse sistema o
solo ndo ¢ revolvido, mas protegido por residuos vegetais de culturas anteriores, onde as
sementes sdo colocadas em sulcos ou covas com largura e profundidade adequada para sua
cobertura e contato com o solo. O seu emprego em substituicdo ao sistema de plantio
convencional apresenta vantagens, como eliminacdo de operagdes de gradagem, aracado,
escarificacdo, aumento da fertilidade do solo, redugdo do uso de fertilizantes e das perdas por
erosao. Também favorece o aumento da diversidade da biota do solo, conferida pela prote¢ao
dos residuos vegetais.

Um grande nimero de métodos fisicos, quimicos e bioldgicos de
detoxicacdo de micotoxinas foi estudado, mas esses métodos tém sido empregados com
sucesso limitado. Uma das abordagens mais encorajadoras para resolver o problema ¢ o uso
de materiais adsorventes nao-nutritivos na dieta para reduzir a absor¢do gastrointestinal de
micotoxinas.

Os adsorventes s3o estudados particularmente em relacdo a eficacia,
especificidade e mecanismo do processo de adsor¢ao. A eficacia da ligagdo das micotoxinas €
dependente da estrutura cristalina e propriedades fisicas do adsorvente, bem como das
propriedades fisicas e quimicas das micotoxinas. Os adsorventes devem ser efetivos contra
uma ampla gama de micotoxinas, econOmicos, utilizar tecnologia acessivel, gerar produtos
atoxicos, nao afetar a palatabilidade e as propriedades nutricionais do alimento, ndo devendo
possuir nenhuma afinidade por pigmentos, promotores de crescimento, vitaminas, minerais €
aminodcidos.

Considerando os elevados prejuizos econdmicos € os riscos a saide humana
e animal, existe uma crescente preocupacao com a qualidade de alimentos e ragdes, portanto
torna-se imprescindivel o controle de micotoxinas na pré e pds-colheita de produtos agricolas

a fim de minimizar a contaminacao.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do sistema de plantio e da fertilizacdo nitrogenada na

contaminagdo de milho por fumonisinas, assim como a adsor¢do de aflatoxina B, in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a microbiota fungica em milho cultivado sob os sistemas de
plantio direto e convencional em sucessdo a aveia e a pousio e
diferentes doses de fertilizante nitrogenado;

e Determinar as concentracoes de fumonisinas B; ¢ B, em milho sob
sistemas de plantio direto e convencional em sucessdo a aveia e a
pousio e diferentes doses de fertilizante nitrogenado;

e Avaliar a eficiéncia da mistura de adsorventes (50% de parede celular
de levedura e 50% de aluminosilicato de sdédio e célcio hidratado) na
remo¢dao de aflatoxina B; in vitro em diferentes concentracdes de
toxina, pH, tempo de interagdo da toxina com o adsorvente e

porcentagem de adsorvente utilizando planejamento estatistico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MILHO

Consumido pelos povos americanos desde o ano 5000 a.C., o milho tem
sido a alimentag@o basica de varias civilizagcdes importantes ao longo dos séculos. Os Maias,
Astecas e Incas reverenciavam o cereal na arte e religido e grande parte de suas atividades
diarias eram ligadas ao seu cultivo. Com a descoberta da América e as grandes navegacdes do
século XVI, a cultura do milho se expandiu para outras partes do mundo. Hoje € cultivado e
consumido em todos os continentes ¢ sua produgdo s6 perde para a do trigo ¢ do arroz.
Encontram-se, hoje, aproximadamente 150 espécies de milho, com grande diversidade de cor
e formato dos graos (ABIMILHO, 2006).

No Brasil, o cultivo de milho tem sido realizado desde antes do
descobrimento. Os indios, principalmente os guaranis, utilizavam o cereal como o principal
ingrediente de sua dieta. Com a chegada dos portugueses, o consumo aumentou € novos
produtos a base de milho foram incorporados aos hdbitos alimentares dos brasileiros
(ABIMILHO, 2006).

A partir da segunda metade do século XX, o desenvolvimento de espécies
hibridas aumentou a produtividade e a qualidade do milho. No Brasil, esta ¢ uma cultura que
ocupa extensas areas. Dentre as principais regides produtoras estdo o noroeste e sudoeste do
Parana, Triangulo Mineiro, oeste de S@o Paulo e Vale do Taquari e Rio Grande do Sul
(ABIMILHO, 2006).

Dentro da classificagdo botanica, o milho pertence a ordem Gramineae,
familia Poaceae, sub-familia Panicoideae, género Zea, espécie mays. O milho passou a ser
Zea mays L. spp., uma vez que no México existe uma espécie selvagem chamada teosinte,
com nome cientifico Zea mays, com suas subespécies diferenciadas do milho, como Zea mays
spp. mexicana, Zea mays perennis, dentre outros. Ao referir-se ao milho, ¢ essencial e
obrigatério que se mencione o nome do cientista (Zea mays Linné) (PATERNIANI e

CAMPOS, 1999).
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Os componentes basicos de um grao de milho sao (Figura 1):

. Pericarpo;
. Endosperma;
° Pelicula ou casca;
. Embrido;
o Pedunculo.
{Engosperma)
(Amida) {Amido o

Giiten)

-

Pelicula
o Flbras

s

Ganma

Figura 1 — Esquema dos componentes basicos de um grao de milho.
Fonte: Abimilho (2006).

Cerca de 15% da producdo nacional de milho destina-se ao consumo
humano, seja em sua forma natural ou como subproduto em paes e farinhas e de maneira
indireta na composicao de outros produtos. Na alimentacdo animal, aproximadamente 65% ¢
destinado a producao de racdo (ABIMILHO, 2006).

A baixa produtividade e qualidade dos graos podem estar relacionadas com
a contaminagdo por microrganismos, condi¢des climaticas e as praticas agricolas inadequadas
(PEREIRA, 1995). As praticas agricolas podem influenciar na incidéncia e gravidade das
doencas do milho. Diferengas quanto as exigéncias nutricionais da cultura, tipo de cobertura
do solo e os restos culturais sdo fatores que favorecem a populacdo de patdgenos antes da

semeadura do milho (NAZARENO, 1981).
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3.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos de ocorréncia natural
produzidas por fungos filamentosos como Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.,
Claviceps spp. e Alternaria spp., durante as etapas de pré-colheita, transporte e
armazenamento de alimentos (HUSSEIN e BRASEL, 2001; SWEENEY ¢ DOBSON, 1998;
STOEV, HALD e MANTLE, 1998).

O termo micotoxina é uma combinagdo da palavra grega ‘mykes’,
significando fungo, e da palavra latina ‘toxicum’, significando toxico (TURNER,
SUBRAHMANYAM, PILETSKY, 2009). Surgiu em 1962, como resultado de uma crise
veterinaria incomum proximo a Londres, Inglaterra, em que aproximadamente 100 mil
filhotes de peru morreram (FORGACS e CARLL, 1962; BENNETT e KLICH, 2003).
Quando esse misterioso mal foi relacionado a torta de amendoim contaminada com
metabolitos secundarios de Aspergillus flavus (aflatoxinas), sensibilizou os cientistas da
possibilidade de outros metabolitos ocultos de fungos poderem causar mortandade. Assim, a
categoria micotoxina foi estendida para incluir um nimero de toxinas fungicas previamente
conhecidas (como ergotaminas), alguns compostos originalmente isolados como antibidticos
(patulina), e um numero de novos metabolitos secundarios revelados em triagens com o
objetivo de descobrir micotoxinas (como a ocratoxina A) (MAGGON, GUPTA E
VENKITASUBRAMANIAN, 1977).

A presenca de micotoxinas na alimentagdo humana e animal tem sido
observada desde o surgimento da produgdo agricola intensiva. O ergotismo ¢ citado no Velho
Testamento da Biblia e analisando-se os registros de alguns episddios de doengas e Obitos ao
longo da Histoéria, desde os tempos medievais na Europa até a época da colonizag¢do inglesa
na América do Norte, pode-se verificar que alguns foram causados pela presenca de
micotoxinas nos alimentos (MILLER, 1995).

A contaminacdo dos produtos vegetais ocorre pelos esporos do fungo,
presentes no ambiente, sobretudo no solo, durante os procedimentos de colheita e secagem. A
utilizacao de praticas agricolas inadequadas, que prolongam o contato dos produtos com o
solo, as lesdes na superficie dos graos provocadas por insetos, o armazenamento inadequado
em locais umidos e sem ventilagdo, sdo apontados como as principais causas que favorecem a

contaminag¢do e o desenvolvimento de fungos toxigénicos (CHU, 1991).
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De acordo com Pitt e Hocking (1997), os principais fatores que afetam o
crescimento de fungos em alimentos sao a disponibilidade de 4gua livre (atividade de agua), o
efeito de solutos especificos, a concentracdo de ions hidrogénio (pH), a temperatura de
processamento e estocagem, a atmosfera de armazenamento, a consisténcia do alimento, as
caracteristicas nutricionais e o efeito dos conservantes. Esses fatores ndo atuam isoladamente
sobre os microrganismos, ¢ sim de forma combinada, o que resulta em sinergismo (PITT e
HOCKING, 1997).

Os fungos toxigénicos sdo conhecidos por produzirem metabdlitos
secundarios, entretanto, nem todos os fungos s3o toxigénicos ¢ nem todos os metabolitos
secundarios de fungos sao toxicos (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

As micotoxinas incluem compostos quimicamente heterogéneos de baixa
massa molecular (SWEENEY e DOBSON, 1998; BENNETT e KLICH, 2003), que
desencadeiam efeitos toxicos em vertebrados e invertebrados (BENNETT e KLICH, 2003).
As de maior ocorréncia sao aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos (desoxinivalenol, nivalenol

e toxina T-2), zearalenona e fumonisinas (Figura 2) (HUWIG et al., 2001).
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Figura 2 — Estruturas quimicas das micotoxinas de maior ocorréncia.
Fonte: Sweeney e Dobson (1998).
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As micotoxinas sao de dificil definicdo e classificacdo. Devido as suas
diversas estruturas quimicas e origens biossintéticas, seus inumeros efeitos biologicos, e sua
producdo por um vasto niimero de diferentes espécies de fungos, os esquemas de classificagao
tendem a refletir a formagdo do profissional responsavel pela categorizagdo. Os clinicos
frequentemente as organizam pelo 6rgdo que afetam. Assim, as micotoxinas podem ser
classificadas como hepatotoxinas, nefrotoxinas, neurotoxinas, imunotoxinas, € assim por
diante. Os biologistas celulares incluiram-nas em grupos genéricos como teratogénicas,
mutagénicas, carcinogénicas, e alergénicas. Os quimicos organicos tém procurado classifica-
las por suas estruturas quimicas (lactonas, cumarinas); bioquimicos de acordo com suas
origens biossintéticas (policetidas, derivados de aminoacidos, etc); médicos pelas doengas que
elas causam (fogo de Santo Antonio, estaquibotriotoxicose), ¢ micologistas pelos fungos que
as produzem (toxinas de Aspergillus, toxinas de Penicillium). Nenhuma dessas classificacdes
¢ plenamente satisfatoria (VAN EGMOND e SCHOTHORST, 2007).

De acordo com as estimativas da “Food and Agriculture Organization”
(FAO), aproximadamente 25% da produgdo alimentar mundial estd contaminada com, pelo
menos, uma micotoxina (STOEV, HALD e MANTLE, 1998; HUSSEIN ¢ BRASEL, 2001).

Em nivel mundial, a contamina¢do de alimentos com micotoxinas ¢ um
problema significativo (HUSSEIN e BRASEL, 2001). Regulamentagdes relativas as
micotoxinas tém sido estabelecidas em muitos paises a fim de proteger o consumidor dos
efeitos nocivos desses compostos. Diferentes fatores influenciam no processo do
estabelecimento de limites para micotoxinas, incluindo fatores cientificos como a
disponibilidade de dados toxicologicos e dados relativos a ocorréncia, conhecimento
detalhado sobre as possibilidades de amostragem e andlise, além de questdes socio-
econdmicas. Até o final dos anos 1990, o estabelecimento de regulamentagdes para
micotoxinas foi principalmente uma questao nacional. Gradualmente, diversas comunidades
econdmicas, como EU (Unido Européia), MERCOSUL (Mercado Comum do Sul), Australia
e Nova Zelandia harmonizaram suas regulamentacdes para micotoxinas, anulando, assim, as
regulamentag¢des nacionais existentes.

No final de 2003, aproximadamente 100 paises (correspondendo a cerca de
85% dos habitantes do mundo) possuiam regulamentacdo especifica ou orientagdes detalhadas
para micotoxinas em alimentos. As regulamentacdes foram relacionadas as aflatoxinas (B,
B, G, G, e M), tricotecenos (desoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, toxina T-2 e toxina HT-
2), fumonisinas (B, B; e B3), 4acido agarico, ergotaminas, ocratoxina A, patulina, fomopsinas,

esterigmatocistina e zearalenona. As regulamentagdes atuais estdo cada vez mais baseadas em
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pareceres cientificos, como FAO/ WHO “Joint Expert Committee on Food Additives of the
United Nations” (JECFA) e “European Food Safety Authority” (EFSA) (VAN EGMOND e
SCHOTHORST, 2007).

3.3 FUMONISINAS

Fumonisinas constituem uma classe de micotoxinas produzidas
principalmente por Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (F. moniliforme Sheldon, fase
teleomorfica Gibberella moniliformis Wineland), principal contaminante de milho e derivados
em toda parte do mundo (SAMSON e REENEN-HOEKSTRA, 1988; RHEEDER,
MARASAS e VISMER, 2002; WANG et al., 2008). F. proliferatum, F. nygamai e Alternaria
alternata sp. lycopersici sao também produtores de fumonisinas (RHEEDER, MARASAS e
VISMER, 2002).

Pelo menos 28 analogos foram caracterizados e classificados em quatro
principais grupos, as séries de fumonisinas A, B, C e P. Na série B existem os analogos mais
abundantes, sendo a fumonisina B; (FB;) o constituinte mais toxico ¢ de maior ocorréncia,
respondendo por aproximadamente 70% do total de fumonisinas encontradas naturalmente
(RHEEDER, MARASAS e VISMER, 2002; WANG et al., 2008), enquanto FB, ¢ FB;
respondem por cerca de 15 a 25% e 3 a 8%, respectivamente (Figura 3) (RHEEDER,
MARASAS e VISMER, 2002).

A estrutura quimica bdasica das fumonisinas sdo diésteres de propano-1,2,3-
acido tricarboxilico e um pentaidroxieicosano contendo um grupo amino primario
(BEZUIDENHOUT et al., 1988). Apresentam estrutura similar a esfingosina, que formam os
esfingolipidios (SWEENEY ¢ DOBSON, 1998).

As fumonisinas sdo sintetizadas por meio da condensagdo do aminoacido
alanina a um precursor derivado de acetato (Figura 4). Grupos metila da cadeia ramificada sao
adicionados aos carbonos 12 ¢ 16 por uma S-adenosil metionina transferase. A ordem e o
numero de etapas subsequentes na via metabolica envolvem a oxigenacdo e posterior
esterificacdo dos derivados acetato, que sdo ainda desconhecidos (SWEENEY e DOBSON,
1998).

Podem afetar os animais de diferentes formas pela interferéncia com o

metabolismo dos esfingolipidios. Causam leucoencefalomalacia em equinos e coelhos,
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edemas pulmonares e hidrotordx em suinos, efeitos hepatotdxicos e carcinogénicos e apoptose
em figado de ratos (SHETTY e BHAT, 1998; BENNETT e KLICH, 2003; KUMAR, BASU ¢
RAJENDRAN, 2008). Em humanos, ha uma provavel associacdo com cancer esofagico e
foram classificadas pelo “International Agency of Research on Cancer” (IARC) (1993) como
carcinogenos do grupo 2B (RHEEDER, MARASAS ¢ VISMER, 2002; BENNETT e KLICH,
2003; KUMAR, BASU e RAJENDRAN, 2008).

CH; OR CH, OH TTEH
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Figura 3 — Estrutura quimica das fumonisinas B;, B, e Bs.
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Figura 4 — Via metabdlica para a biossintese de fumonisinas.
Fonte: Sweeney e Dobson (1998).
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3.4 SISTEMAS DE PLANTIO E FERTILIZACAO NITROGENADA

Os diferentes sistemas de cultivo (Figuras 5 e 6) promovem diferentes graus
de mobilizagdo do solo, causando alteragdo nas propriedades fisicas e quimicas que afetam os
microrganismos do solo, como bactérias, fungos e actinomicetos. Dessa forma, o sistema de
plantio convencional (SPC), diferente do sistema de plantio direto (SPD), caracteriza-se por
uma mobilizagdo e incorporacdo total dos residuos no solo, deixando sua superficie
desprotegida até o estabelecimento da proxima cultura, refletindo em alteragdes qualitativas e
quantitativas na populagcdo de microrganismos (OLIVEIRA et al., 2002).

No Brasil, o plantio direto € o sistema frequentemente utilizado em cultivos
de milho, principalmente na “safrinha”, devido a maior exploragdo da area agricola. O sistema
convencional ¢ ainda predominante entre pequenos produtores, embora seja crescente a

adog¢do do plantio direto (CONAB, 2009).

Figura 5 — A esquerda: plantio convencional com sucessdo a aveia. A direita: plantio
direto com sucessdo a aveia.
Fonte: Moreno (2008).
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Figura 6 — A esquerda: plantio direto com sucessio a pousio. A direita: plantio
convencional com sucessao a pousio.
Fonte: Moreno (2008).

Considerado como um dos maiores avangos da agricultura brasileira, o SPD
foi introduzido no Sul do Brasil no inicio da década de 1970 (COSTA e XAUD, 2007), tendo
como objetivo principal o controle da erosio hidrica. E considerado um sistema
conservacionista do solo, no qual a introdu¢do da semente é realizada em sulco ou cova sob
solo ndo revolvido (DERPSCH, 1984).

O sistema de plantio direto tem sido uma das melhores alternativas para a
manuten¢do da sustentabilidade dos recursos naturais na utilizagdo agricola dos solos. Ao se
adotar o SPD, perdem-se menos solo, 4gua e nutrientes por erosdo em relacdo ao SPC, em
virtude da nao-desagregacdo do solo e da manuten¢do de cobertura vegetal e palha na sua
superficie. Por apresentar beneficio ambiental amplo, ¢ possivel que o SPD seja a
contribui¢do mais importante que a agricultura esta realizando em termos de preservagao
ambiental, pois, ndo havendo remog¢ao de particulas, hda menor perda de fertilizantes e
agroquimicos, resultando em menor polui¢ao das aguas superficiais (OLIVEIRA et al., 2002).

O SPD, associado a sistemas de culturas com elevado aporte de residuos,
favorece o acimulo de grande quantidade de carbono organico (CO) no solo, tornando-o um

importante dreno de CO, da atmosfera e contribuindo para a mitiga¢ao dos efeitos desse gas



28

no aquecimento global, denominado efeito estufa. Os estoques de CO dos solos em SPD sao
maiores que em SPC e, em alguns casos, maiores que os de solos sob vegetagdo natural,
dependendo do aporte de residuos vegetais do sistema de cultura utilizado (OLIVEIRA et al.,
2002).

Adicionalmente, a rotagdo de culturas envolvendo plantas leguminosas ¢
frequentemente descrita como benéfica para o solo, fornecendo nitrogénio e fonte de carbono
para a microbiota do solo de culturas posteriores, € minimizando a erosdo (DRURY et al.,
2004).

Quando a safra ¢ colhida, os residuos permanecem no campo e fornecem
ambiente propicio a sobrevivéncia de esporos de fungos e subsequente contaminagdo da
proxima safra. O manejo adequado dos residuos de culturas evita esse problema. A rotagdo
adequada pode, portanto, prevenir a contaminacdo por micotoxinas (LOPEZ-GARCIA,
PARK e PHILLIPS, 1999). Assim, o sistema de semeadura e sucessdo de culturas apresenta
grande importancia no controle fitossanitario da cultura do milho.

Me¢étodos de produgdo e conservagdo capazes de combater a deterioragdao por
fungos e producdo de micotoxinas sdo de grande interesse devido a utiliza¢do intensiva da
cultura de milho. Um desses métodos ¢ o suprimento de quantidades adequadas de minerais,
tanto macro e micronutrientes, para o adequado desenvolvimento da planta e para a protecao
contra fungos. Contudo, a deficiéncia ou o excesso de nutrientes essenciais pode influenciar
na incidéncia de doengas causadas por fungos, bem como na produ¢do de micotoxinas em
graos (MUZILLI, 1981b).

A produtividade do milho pode ser correlacionada com a disponibilidade de
nitrogénio, sendo esse componente de vérias moléculas de proteinas, enzimas, coenzimas,
acidos nucléicos e citocromos. E uma cultura exigente desse elemento e a sua falta leva a
deficiéncia nas folhas, reducdo do tamanho das espigas e espessura dos colmos, levando ao
quebramento da planta, enquanto seu excesso provoca crescimento vegetativo da planta,
tornando as folhas mais expostas a patégenos e a parede celular mais fina e vulneravel a
penetragdo de fungos (MUZILLI, 1981b). A adubagdo com fertilizantes nitrogenados aumenta
a produtividade dos graos de milho, assim como a matéria seca da parte aérea da planta,
conforme o aumento das doses (ARAUJO, FERREIRA ¢ CRUZ, 2004).

Blandino, Reyneri e Vanara (2008) avaliaram a influéncia de diferentes
doses (100, 200, 300 e 400 Kg/ha) e fontes de nitrogénio (uréia e fertilizante de liberagao
lenta) na ocorréncia de micotoxinas em safras de 2000, 2001 e 2002. Os resultados

demonstraram que mais de 80% da contaminagdo por fumonisinas ocorreu em situacdes de
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deficiéncia de nitrogénio. Entretanto, doses muito elevadas de fertilizante nitrogenado
também favoreceram a contaminagao por fumonisinas. Portanto, uma aplicacao balanceada de
fertilizante nitrogenado seria a melhor solugdo para prevenir a contaminag¢do de graos de
milho por fumonisinas.

Hassegawa ef al. (2008) analisaram os efeitos da aplicagcdo de diferentes
doses de nitrogénio (0, 50 e 100 kg/ha), zinco (0, 0,5 e 1,0 kg/ha) e boro (0 e 0,5 kg/ha) na
contaminac¢do flingica e na producdo de fumonisinas em amostras de milho da safra de 2000.
Sob as condi¢gdes do experimento, um aumento na concentragdo de zinco resultou em um
aumento da frequéncia relativa de F. verticillioides e producao de FB,, porém levou a uma
diminui¢do na frequéncia relativa de Penicillium spp. A combinagdo de nitrogénio (100
kg/ha) com zinco (0 e 1,0 kg/ha) e boro (0 e 0,5 kg/ha) resultou na reducdo das concentragdes
de FB; e FB,. Portanto, existe a necessidade da utilizacdo cuidadosa dos macronutrientes e,
especialmente, de micronutrientes, ndo s6 para aumentar a produtividade do milho, mas como
uma medida de controle de fungos € micotoxinas.

Dessa maneira, o suprimento adequado de nutrientes em culturas de milho
deve fornecer boa produtividade e ao mesmo tempo diminuir o risco de contaminagdo por
micotoxinas. Entretanto, a quantidade de fertilizante nitrogenado que deve ser aplicado com
esse objetivo ndo ¢ facil de definir, uma vez que tanto a produtividade, quanto a contaminagao
por micotoxinas podem ser também influenciadas por outros fatores e técnicas de cultivo,
como época de plantio, densidade de plantas, hibridos utilizados, microclima, interagdo com
outros nutrientes (BLANDINO, REYNERI e VANARA, 2008).

A fertilizacdao nitrogenada, em geral, mostra-se como um fator de extrema
importincia para a contaminacao por fumonisinas em graos de milho, podendo ser utilizada
para diminuir os riscos de contaminagdo por micotoxinas. Ressalta-se, no entanto, que além
da concentracdo, a fonte de nitrogénio parece estar correlacionada a produ¢do de micotoxinas
em milho, e deve ser também explorada a fim de minimizar a ocorréncia dessas toxinas e dos
fungos que as produzem, proporcionando maior seguranca alimentar (BLANDINO,

REYNERI e VANARA, 2008; HASSEGAWA et al., 2008).
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3.5 AFLATOXINAS

As aflatoxinas, grupo de micotoxinas mais estudado (mais de 5000
publicagdes) (RAMOS ¢ HERNANDEZ, 1997), constituem um grupo de metabdlitos
heterociclicos (COLE e COX, 1981), derivados de bisfuranocumarinas polissubstituidas
(GOTO, WICKLOW e ITO, 1996; RAMOS ¢ HERNANDEZ, 1997; BENNETT e KLICH,
2003; SHI et al., 2006). Sao produzidas pela via das policetidas por muitas cepas de
Aspergillus flavus Link e A. parasiticus Speare (RAMOS ¢ HERNANDEZ, 1997; BENNETT
e KLICH, 2003). A. bombycis, A. ochraceoroseus, A. nomius € A. tamarii sdo também
espécies produtoras de aflatoxinas, mas encontrados em menor freqiiéncia (GOTO,
WICKLOW e ITO, 1996).

A incidéncia de aflatoxinas ¢ relativamente maior em paises de clima
tropical ou subtropical, onde a temperatura e a umidade sdo favoraveis para o crescimento de
fungos (MOSS, 1996).

Muitos substratos sdo suscetiveis a contamina¢do por fungos toxigénicos
produtores de aflatoxinas, tendo sido detectadas em diversos géneros alimenticios de muitas
partes do mundo, mas a maior contaminagdo ocorre em milho, amendoim e castanhas. Sao,
atualmente, consideradas como um dos mais perigosos contaminantes de alimentos (LOPEZ-
GARCIA, PARK e PHILLIPS, 1999; BENNETT e KLICH, 2003).

Ao menos 18 aflatoxinas diferentes foram identificadas, incluindo AFB;,
Ba, Gi, G2, Baa, Goa, My, My, Py, Qy, aflatoxicol A, B e D;, das quais somente as quatro
primeiras ocorrem naturalmente (Figura 7); as outras sdo produtos metabolicos de origem
animal ou microbiano (ALY, ABDEL-GALIL e ABDEL-WAHHARB, 2004). AFB, (Figura 8)
¢ a mais potente substincia carcinogénica (SQUIRE, 1981), sendo classificada pelo IARC
como carcinégeno do grupo 1 (IARC, 1993).
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Aflatoxinas produzidas
naturalmente por

Aspergillus
PArdasiticiis

Derivados em leite

Figura 7 — Estruturas quimicas das aflatoxinas By, B,, G, G, M| e M,.
Fonte: Adaptado de Jaynes; Zartman e Hudnall (2007).

Figura 8 — Estrutura quimica e modelo molecular da aflatoxina B;.
Fonte: Phillips (1999).

3.5.1 Via de Biossintese

A via de biossintese de aflatoxinas (Figura 9) tem sido descrita em muitos

estudos (SWEENEY e DOBSON, 1998). Primeiramente, acetato e malonil-CoA sao
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convertidos a hexanoil pela acido graxo sintase, que posteriormente ¢ transformado a acido
norsolorinico decacetida pela policetida sintase, o primeiro precursor estavel na biossintese de
aflatoxinas. A policetida sofre entdo aproximadamente 12 a 17 transformagdes enzimaticas,
por meio de uma série de vias intermediarias, incluindo averantina, 5’-hidroxiaverantina,
averufanina, averufina, 1’-hidroxiversicolorona, versiconal acetato, versiconal e veriscolorina
B. A via entdo divide-se para formar AFB; e AFGj, que contém anéis diidrobisfurano e sao
produzidos a partir de dimetilesterigmatocistina (DMST), e AFB, e AFG,, que contém anéis
tetraidrobisfurano e sdo produzidos a partir de diidrodimetilesterigmatocistina (DHDMST)
(MAGGON, GUPTA e VENKITASUBRAMANIAN, 1977; YABE et al., 1998; SWEENEY
e DOBSON, 1998).
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3.5.2 Caracteristicas Fisicas ¢ Quimicas

As aflatoxinas sdo compostos de natureza cristalina, com coloragdo amarelo
claro a incolor, pouco soluveis em agua (10-30 pg/mL), moderadamente soluveis em
solventes organicos polares, como cloroféormio e metanol, e particularmente em dimetil
sulfoxido (COLE e COX, 1981). Sao termoestaveis (IARC, 2002), instaveis na presenca de
agentes oxidantes e em pH extremos (< 3, > 10) e sdo degradadas na presenga de solugdes
fortemente alcalinas, como amonia e hipoclorito de sédio (WOGAN, 1966; IARC, 2002).

A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimicas das
aflatoxinas de maior importancia.

AFB;, AFB,, AFG, e AFG, sdo distinguidos por suas propriedades
fluorescentes sob luz ultravioleta e, por isso, sdo representadas pelas letras B (blue — azul) e G
(green — verde). Os indices 1 e 2 referem-se as suas mobilidades cromatograficas (BENNETT

e KLICH, 2003).

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas das principais aflatoxinas.

Aflatoxina Formula Massa Temperatura Emissio de
quimica molecular de fusio (°C) fluorescéncia
(nm) e cor™
ATFB) C17H1204 312 269 425-azul
ATFB2 C17H1404 314 286-289 47 5-azul
AFG Ci17H1207 328 244246 450-wverde
AFGz C17H1407 330 237-240 450-verde
ATFNG Ci17H1207 328 299 425-wioleta
arulada
AFM:z C17H1407 330 293 425-violeta

* Fluorescéncia sob luz ultravioleta.
Fonte: Adaptado de Wogan (1966).

Os principais efeitos biologicos das aflatoxinas sdo carcinogenicidade,
imonossupressao, mutagenicidade e teratogenicidade (BETINA, 1989). O 6rgao alvo
principal da toxicidade e carcinogenicidade em seres humanos e animais ¢ o figado, onde
ocorre a metaboliza¢do da toxina pelo citocromo P450, formando um metabolito altamente
reativo, AFB;- 8,9- epoxido (NEAL et al., 1998; GIRAY et al., 2007). Os efeitos metabdlicos

das aflatoxinas incluem inibi¢dao da sintese de DNA, RNA e proteinas, redugdo da atividade
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de diversas enzimas, supressao do metabolismo da glicose; inibicao da sintese de lipidios,
incluindo o de fosfolipidios, acidos graxos livres, triglicerideos e colesterol e seus ésteres
(BETINA, 1989).

Face ao perigo que constitui a presenca de aflatoxinas em alimentos
destinados ao consumo humano e animal, torna-se necessario estabelecer os seus limites
maximos permitidos. A defini¢do de uma dose sem efeito cancerigeno a partir dos dados
obtidos desde ha muito em animais ¢ dificil. Tem havido uma grande evolucdo no que se
refere aos teores de aflatoxina admissiveis em produtos para alimentacdo humana e animal.
Esses limites tém diminuido na razdo direta do aumento da sensibilidade dos métodos de
analise e do conhecimento dos efeitos das aflatoxinas nos organismos. O estabelecimento
desses limites ¢ de maior importidncia, na medida em que vai criar dificuldades de
comercializa¢do de produtos contaminados acima de determinado limite (AMADO, 1999).

Cada pais estabelece os niveis maximos tolerados de aflatoxinas, sendo que
na Tabela 2 estdo apresentados os valores admissiveis de ingestao no Brasil, Unido Européia e
Japao.

De acordo com a legislagdo brasileira, o Ministério da Saude, na Resolucao
RDC n°. 274, da ANVISA, de 15 de outubro de 2002, publicado no Diario Oficial da Unido,
de 16 de outubro de 2002, estabelece o limite maximo permitido de 20 pg/kg para a somatdria
de aflatoxinas (B;+B,*+G+G;) em graos de milho inteiro, partido, amassado, moido, farinhas

e sémolas (ANVISA, 2007).

Tabela 2 — Limites maximos tolerados para aflatoxinas em alguns paises.

W alores admissiveis de ingestio de Aflatoxinas

Brasil Tnido Europdia Japio

AFB,y Humano 30 uglkgl= 2 ngkg 10 ng'kg

B ngkg?*

S ugkg®*

2 uglegt*

Aunimal 10 ugilcg 1000 nglcx

AF Total Humano 20 neleg 4 nglcs
15 pngilg?=
10 ngkg?=
4 ugkgt™
Animal 50 nm'kg S50 umlkg

% Aflatoxinas B, + G,

2% Para amendoim a ser submetido & selecdo ou outro tratamento fisico.

3* Para nozes e frutas secas a serem submetidas a sele¢do ou outro tratamento fisico.

** Para cereais e produtos processados para consumo direto ou como ingrediente para alimentos
AF Total: somatoério das aflatoxinas B, + B, + G; + G,.

Fonte: Disponivel em: <www.micotoxinas.com.br> Acesso em 11 Margo 2010.
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3.6 CONTROLE DE MICOTOXINAS

Devido a comprovada natureza toxica das micotoxinas, existe a necessidade
de prevenir a contamina¢ao de alimentos por fungos toxigénicos e controlar o crescimento
fingico mediante a manipulacio do microambiente em que se encontra o alimento
(MALLMANN et al., 2006). Métodos de controle sdo utilizados para que a redugdo da
concentragdo de micotoxinas esteja em niveis seguros, ou a utilizacio de produtos de
degradagdo ndo toxicos, sem que esses processos promovam a diminui¢do do valor nutritivo
dos alimentos descontaminados (MALLMANN et al., 2006; WATTS et al., 2003).

Os métodos para controle de micotoxinas podem ser classificados em duas

categorias principais (MALLMANN et al., 2006):

e Prevenc¢do da contaminagdo e do crescimento fiingico;

e Detoxificagdo dos compostos toxicos produzidos por fungos.

A contaminagdo por micotoxinas requer um controle efetivo e estratégias
integradas. A fim de evitar perdas causadas por contaminacdo com micotoxinas, muitas
estratégias tém sido investigadas (RAMOS e HERNANDEZ, 1997; KUBENA et al., 1998;
JOUANY, YIANNIKOURIS e BERTIN, 2005). O crescimento do fungo e a produgdo de
micotoxinas podem ser controlados no campo empregando-se praticas agricolas apropriadas,
como sementes de qualidade isentas de fungos, impedindo o ataque de insetos e a
enfermidade de plantas. A utilizagdo de hibridos resistentes a fungos ou danos, tanto
mecanico quanto causado por insetos, também representam uma excelente possibilidade de
reducdo da contaminagao fingica.

Durante o processo de colheita, deve-se evitar o dano mecanico, que esta
invariavelmente associado a uma rapida invasdo de fungos. Outros fatores no processo de
colheita sdo a limpeza dos cereais, pois os residuos que ficam aderidos ou misturados
normalmente s3o portadores de espécies fingicas toxigénicas, e a implantacdo de boas
praticas de armazenamento e boas condigdes ambientais que impegcam a contaminagao
fuangica (HUWIG et al., 2001; CAST, 2003; JOUANY, YIANNIKOURIS e BERTIN, 2005;
MALLMANN et al., 2006).
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3.7 METODOS DE DESCONTAMINACAO

Inimeras estratégias, que incluem métodos fisicos, quimicos e bioldgicos,
tais como separacdo fisica, inativagdo térmica, irradiacdo 7y, degradacdo microbiana e
tratamento com uma variedade de substincias quimicas, tém sido utilizadas para a
detoxificagdo ou inativacdo de micotoxinas em alimentos contaminados (KUBENA et al.,
1998; LEDOUX et al., 1999; IBRAHIM, SHAREEF ¢ AL-JOUBORY, 2000; EL-NEZAMI
et al, 2004; YE, LV e ZHOU, 2009), contudo, muitos desses métodos sdo impraticaveis ou
potencialmente inseguros devido a formacgao de residuos toxicos ou alteracao do conteudo de
nutrientes, sabor ou odor do produto (KUBENA ef al., 1998).

Os métodos bioldgicos incluem processos de fermentagdo com
microrganismos; as conversdes, contudo, sdo geralmente lentas e incompletas (SWEENEY e
DOBSON, 1998; BATA ¢ LASZTITY, 1999). Algumas micotoxinas podem ser degradadas
por meio de substancias quimicas, como o 0zOnio ou amoénia, porém, podem deteriorar e
deixar residuos no alimento (HUWIG et al., 2001).

Uma das estratégias promissoras para solucionar o problema de
contaminagdo de racdes com micotoxinas ¢ baseada na utilizacdo de materiais adsorventes
nao-nutritivos, limitando, assim, sua absor¢do no trato gastrointestinal dos animais (RAMOS
¢ HERNANDEZ, 1996; GRANT e PHILLIPS, 1998; HUWIG et al., 2001; YIANNIKOURIS
et al., 2003; SHI et al., 2006).

Conhecidos como adsorventes de micotoxina ou agentes ligantes, os
aditivos especiais para ra¢ao constituem a abordagem mais comumente utilizada para prevenir
e tratar micotoxicoses em animais. Acredita-se que os agentes se ligam a micotoxina,

impedindo que sejam absorvidas, sendo excretados pelas fezes.

3.7.1 Utilizagao de Adsorventes

O nivel efetivo de inclusdo dos adsorventes de micotoxina na dieta
dependera da capacidade de ligacao do adsorvente a micotoxina e do grau de contaminagao da
racdo em questdo. O sistema ideal para detoxificar as ragdes animais deve levar em

consideracdo ndo somente a reducdo de micotoxinas, mas também que a substancia
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empregada ndo libere produtos de degradagdo toxicos nem reduza o valor nutritivo dos
alimentos tratados. Com o crescente problema da contaminacao por micotoxinas, a adi¢ao de
compostos adsorventes nutricionalmente inertes na dieta tem sido uma importante ferramenta
(MALLMANN et al., 2006).

Do ponto de vista técnico, os resultados de avaliagdes in vitro e in vivo sao
considerados para que um produto seja selecionado como adsorvente de micotoxinas.
Contudo, para que um produto seja liberado para comercializagdo no Brasil, este deve ser
devidamente registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Segundo Ramos e Hernandez (1996), um bom adsorvente deve possuir alta
afinidade pela micotoxina, resultando na formagao de um complexo estavel com baixo risco
de dissociagao.

As principais caracteristicas de um adsorvente devem ser (LOPEZ-

GARCIA, PARK e PHILLIPS, 1999; MALLMANN et al., 2006):

e Taxa de inclusdo baixa e efetiva;

e Estabilidade em uma ampla faixa de pH (isto é necessario para que a
micotoxina permane¢a ligada ao adsorvente em todo o trato
gastrointestinal e seja excretada);

e Alta afinidade para adsorver baixas concentracdes de micotoxinas;

e Alta capacidade para adsorver altas concentracdes de micotoxinas;

e Capacidade de agir rapidamente antes que a micotoxina possa ser
absorvida pela corrente sanguinea;

e O alimento ou ragdo animal deve permanecer com seu valor nutricional
e palatabilidade;

e As propriedades fisicas das matérias-primas nao devem sofrer
alteragoes significativas;

e Deve ser economicamente viavel (o custo de descontaminagao deve ser

inferior ao valor do produto contaminado).

A eficécia da ligagdo de micotoxinas ¢ dependente da estrutura cristalina e
das propriedades fisicas do adsorvente, bem como das propriedades fisicas e quimicas das
micotoxinas (FILIPPIDIS et al, 1996). As propriedades fisicas das micotoxinas, como

polaridade, solubilidade, tamanho, forma, e no caso de compostos ionizaveis, distribuicao de
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carga e constantes de dissociacdo, desempenham um papel significativo nos processos de
adsorcao (HUWIG et al, 2001). Devido as micotoxinas serem compostos organicos
complexos contendo diferentes grupos funcionais (IARC, 1993), sua adsor¢dao pode variar

com o pH da solugdo (HUWIG et al., 2001).

3.7.2 Tipos de Adsorventes

Os adsorventes podem ser inorganicos ou organicos, dependendo de sua
estrutura fisica, isto ¢, a carga total e a distribuigdo de cargas. Os adsorventes inorganicos
mais usados (Tabela 3) sdo zeolitas, bentonitas, argilas, aluminosilicato de sédio e calcio
hidratado (HSCAS), montimorilonita, terra diatomacea, clinoptilolita e sepiolita (PHILLIPS
et al., 1988; RAMOS e HERNANDEZ, 1996; HUWIG et al., 2001; PAPAIOANNOU et al.,
2005). Os organicos (Tabela 4) incluem extrato de parede celular de levedura, levedura,
colestiramina e crospovidona (BATA e LASZTITY, 1999; RAMOS ¢ HERNANDEZ, 1996;
AVANTAGGIATO, HAVENAAR e VISCONTI, 2003).

Tabela 3 — Adsorc¢do in vitro de micotoxinas por diferentes adsorventes inorganicos.

Capacidade de
Adsorventes | Micotoxinas Referéncias
adsorcao (mg/g)
Carvio ativado AFLA 10,0 DECKER e CORBY, 1980.
Carvio ativado AFLA/FUM 120/11,0 GALVANO et al., 1997.
HSCAS AFLA 86,0 PHILLIPS et al., 1988.
Montimorilonita AFLA 1,9 RAMOS ¢ HERNANDEZ, 1996.
Filosilicatos, AFLA/OTA/
0,03-0,44 SCHALL et al., 2000.
Bentonita ZEA
Montimorilonita 0,19
Bentonita 0,11
ZEA RAMOS et al., 1996.
Sepiolita 0,07
Trisilicato de Mg 0,02

AFLA = Aflatoxina FUM = Fumonisina OTA = Ocratoxina A ZEA = zearalenona
Fonte: Adaptado de HUWIG et al., 2001.
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Tabela 4 — Adsorcao in vitro de micotoxinas por diferentes adsorventes organicos.

Capacidade de
Adsorventes Micotoxinas Referéncias
adsorc¢io (mg/g)
Levedura OTA 1,2-8,6 BAUER, 1994.
Extrato de
parede celular .
ZEA 2,7 VOLKL e KARLOVSKY, 1998.
de levedura
(Mycosorb™)
Extrato de
AFLA/OTA/ 0,2-1,9
parede celular HOWES e NEWMAN, 2000.
ZEA/TRI
modificada
Colestiramina >0,3
_ ZEA RAMOS et al., 1996.
Crospovidona 0,3

AFLA = Aflatoxina TRI = Tricotecenos OTA = Ocratoxina A ZEA = zearalenona
Fonte: Adaptado de HUWIG et al., 2001.

Os aluminosilicatos (zedlitas naturais, clinoptilolita e bentonitas naturais,

montimorilonita) s3o os adsorventes mais usados (PAPAIOANNOU et al., 2005).

Existem disponiveis no mercado diferentes tipos de adsorventes,

inorganicos e organicos, cada qual com sua especificidade (LOPEZ-GARCIA, PARK e
PHILLIPS, 1999; MALLMANN et al., 2006). Abaixo sdo citados alguns:

TOXISORB® ¢ um produto organicamente ativado baseado em HSCAS
natural, com destacada capacidade de adsorcdo para micotoxinas
polares e nao polares, testado in vitro e in vivo. Concentragao de toxina:
aflatoxina B;, ocratoxina, toxina T-2: 300 ppb. Desoxinivalenol,
fumonisina B;: 1500 ppb.

BIONIT® ¢ um HSCAS natural, com destacada capacidade de adsorgdo
de aflatoxinas, testado in vitro e in vivo.

MYCO-AD" é uma argila dipolar que pode adsorver toxina T-2, que é
uma micotoxina dipolar, in vitro e in vivo.

MYCOSORB®™ ¢ um adsorvente de micotoxinas a base de B-(1,3)-D-

glucanas modificadas

por esterificagdo de grupamentos. Esses

carboidratos fibrosos sdo resistentes a degradacdo pelos sistemas
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enzimaticos no trato digestivo do animal. Esse glucano ¢ um material
altamente organizado, composto por mondmeros de glicose que formam
longas cadeias, com comprimento médio de 1.500 unidades de glicose.
Adsorve rapidamente zearalenona em contraste com produtos a base de
argila; a adsor¢do ocorre nos primeiros 30 minutos. Tem 85% de

capacidade total de adsor¢ao sobre fumonisinas (DAWSON, 2002).

3.7.2.1 Aluminosilicatos (zeolitas, HSCAS, argilas)

A maioria dos estudos relacionados com a redugdo das micotoxicoses por
meio de adsorventes estd focado na utilizacdo de aluminosilicatos, principalmente zedlitas,
HSCAS (Figura 10) e aluminosilicato contendo argilas, todos consistindo de aluminatos,
silicatos e alguns ions alterdveis, principalmente ions de metais alcalinos e alcalino-terrosos.
Argilas minerais sdo camadas de silicatos com férmula quimica comum [812052']xy (Figura
11), como caolin, Al4(OH)sSi,0s. Zeoblitas sao compostas por tetraedros de SiO4 e AlO4 como
blocos fundamentais de constru¢ao com o atomo de metal no centro de cada tetraedro sendo
semelhantes a peneiras moleculares. HSCAS contém ions célcio e prétons, que sdo trocados
naturalmente por ions soédio que ocorrem naturalmente. E um tipo de montimorilonita
pertencente aos filosilicatos, que sdo compostos de camadas de aluminio e silicio ligados em

arranjos 1:1 ou 2:1 (HUWIG et al., 2001).

Figura 10 — Esquema ilustrando a hipdtese de adsor¢do de aflatoxina B; por HSCAS por meio de
ligagdes de hidrogénio.
Fonte: Disponivel em: < www.pathport.vbi.vt.edu>. Acesso em 03 Abril 2010.
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Figura 11 — Estrutura das camadas de silicatos com formula quimica comum [Si2052']Xy das argilas
minerais
Fonte: Disponivel em: <http://www.mycoad.com/eng_5 15.htm>. Acesso em 03 Abril 2010.

A aplicabilidade dos aluminosilicatos na adsor¢ao de micotoxinas tem sido
estudada por mais de 20 anos (RAMOZ e HERNANDEZ, 1997; HUWIG et al., 2001).
Muitos autores t€ém analisado as capacidades de ligagdo in vitro de diferentes adsorventes que
sdo representantes da principal classe quimica de aluminas, silicas e aluminosilicatos. HSCAS
foi selecionado para ensaios in vivo relativos a prevencdo de aflatoxicose em frangos e
demonstrou possuir alta afinidade por aflatoxina B;, formando um complexo estavel a
temperaturas de 25 e 37°C, na faixa de pH de 2 — 10, e em uma série de solventes. O
mecanismo de ligagdo baseia-se na formag¢dao de um complexo pelo sistema B-carbonil da
aflatoxina com ions aluminio. Assim, HSCAS pode ser usado como ‘uma esponja inorganica’

para aflatoxinas no trato gastrointestinal de animais (HUWIG et al., 2001).

3.7.2.2 Levedura e extrato de levedura

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae ¢ constituida principalmente

de polissacarideos (80 a 90%), que compdem de 15 a 30% do peso seco de toda a célula. A
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resisténcia mecanica da parede celular ¢ devida a uma camada interna composta de B-D-
glucanas, que consiste em um complexo B-(1,3)-D-glucanas com alto grau de polimerizagao,
ramificado com cadeias lineares laterais B-(1,6)-D-glucanas com baixo grau de polimerizacao

(Figura 12) (JOUANY, YIANNIKOURIS e BERTIN, 2005).
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Figura 12 — Esquema da organizacdo quimica da parede celular de Saccharomyces cerevisiae
Fonte: Adaptado de Jouany, Yiannikouris e Bertin (2005).

A estrutura tridimensional das B-D-glucanas ¢ formada de espirais aleatorios
ou conformagdes mais organizadas de varias cadeias de simples hélice, que estdo agrupadas
densamente em forma de tripla hélice e estabilizadas por ligacdes de hidrogénio inter ou intra-
moleculares. Esta camada interna est4 firmemente ligada & membrana plasmatica por meio de
cadeias lineares de quitina compostas de cerca de noventa unidades de N-acetilglucosamina.
A quitina desempenha um papel significativo na insolubilidade da estrutura global e no
empacotamento das f-D-glucanas, que influencia na plasticidade da parede celular. A camada
externa da parede celular ¢ composta de manoproteinas, que realizam fungdes de trocas com o

meio externo. As mananas (cerca de 150 unidades de D-manose) sdo ligadas as -D-glucanas.
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Essa estrutura ¢ altamente dinamica e pode variar de acordo com a cepa da levedura, visto que
aproximadamente 1200 genes conduzem a sintese desses componentes da parede celular.
Condigdes de cultivo incluindo pH, temperatura, taxa de oxigenagdo, natureza do meio, e
concentragdo ou natureza da fonte de carbono regulam pronunciadamente a quantidade e
propriedades estruturais das B-D-glucanas, mananas e quitina na parede celular (JOUANY,
YIANNIKOURIS e BERTIN, 2005).

Estudos tém indicado que a parede celular de Saccharomyces cerevisiae
pode ser adicionada a alimentos e racdo contaminados, ligando-se as micotoxinas
(YIANNIKOURIS et al., 2003).

Jouany, Yiannikouris e Bertin (2005), por meio de modelos matematicos e
técnicas de modelagem molecular, verificaram que a geometria da molécula da AFB, permite
facilmente a entrada nas estruturas helicoidais das B-D-glucanas. O anel aromatico, os grupos
lactona e cetona da AFB, formam ligagdes polares ou eletronicas com as unidades de glucose
na simples hélice das B-D-glucanas, que mantém a toxina ligada as glucanas (JOUANY,
YIANNIKOURIS e BERTIN, 2005). Ligagoes de hidrogénio e de van der Waals tém sido
evidenciadas nos complexos glucanas-micotoxinas e sdo estdveis nas condi¢des de pH ao

longo do trato digestivo (YIANNIKOURIS et al., 2004).

3.8 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE MICOTOXINAS

O procedimento para analise de micotoxinas geralmente consiste de trés
etapas: (a) amostragem; (b) preparo da amostra; (c) analise (WHITAKER, 2003).

O fato de a maioria das micotoxinas serem toxicas em pequenas
concentragdes requer métodos sensiveis e confiaveis para sua detec¢do. Devido a variedade de
estruturas desses compostos, ndo ¢ possivel utilizar uma técnica padrao para detectar todas as
micotoxinas, cada uma ird requerer um método diferente. A aplicacdo de solugdes mais
simples, menos dispendiosas e eficazes para a detecgdo de micotoxinas ¢ cada vez mais
necessaria devido a importancia, toxicidade e exigéncias da legislagdo para os limites
maximos permitidos (TURNER, SUBRAHMANYAM e PILETSKY, 2009).

Para um controle e monitoramento eficientes dos alimentos suscetiveis a
contaminagdo, os laboratorios devem dispor de técnicas analiticas com sensibilidade,

especificidade, rapidez e facilidade de uso, além de exatidao e precisdo. Entretanto, a
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obtenc¢do de resultados exatos para micotoxinas ndo constitui uma tarefa facil. Existem varios
fatores que dificultam esse tipo de analise, como a distribui¢do nao uniforme das micotoxinas
nos lotes contaminados, as baixas concentragdes (da ordem de partes por bilhdo), métodos de
extragdo e limpeza adequados. Esses passos sdo essenciais para o sucesso do protocolo,
embora sejam demorados e afetem a escolha final do procedimento de deteccdo (SABINO,
1995).

Os métodos existentes para determinagdo de micotoxinas baseiam-se em
medidas fisicas ou caracteristicas quimicas das mesmas, como absor¢do na regido do
ultravioleta, fluorescéncia ou mudang¢a de cor quando ocorre reagdo quimica (SABINO,
1995).

Os procedimentos analiticos para determinagdo de micotoxinas tém sido
aprimorados continuamente. Os métodos cromatograficos sdo muito aplicados, incluindo
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) com detecgdo por
captura de elétrons ou massas, e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector
UV, de fluorescéncia e acoplado a espectrometro de massas.

A CLAE ¢ um método bastante seletivo e sensivel que permite a separagado e
identificacdo de substancias presentes na amostra. A identificagdo pode ser feita comparando-
se o tempo ou volume de retencao de um padrdao com o da amostra (BINDER, 2007).

Existem também métodos imunoldgicos para detec¢do e quantificacdo de
micotoxinas como ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”). Os ensaios com kits
ELISA sdo favorecidos pelo pequeno volume de amostra usado e menos procedimentos de
extracdo e pré-limpeza, comparado a métodos convencionais, como CLAE e CCD. Embora os
anticorpos geralmente apresentem alta especificidade e sensibilidade, compostos com
grupamentos quimicos similares podem também interagir com os anticorpos. Esse chamado
efeito matriz ou interferéncia da matriz comumente ocorre no ELISA, resultando em
concentragdes de micotoxina sub ou superestimados nas amostras (ZHENG, RICHARD e
BINDER, 2006).

A tecnologia do ELISA baseia-se na capacidade de um anticorpo especifico
distinguir a estrutura tridimensional de uma micotoxina especifica. O ELISA competitivo
direto ¢ comumente usado na analise de micotoxinas (CHU, 1996). Uma placa de
microtitulagdo convencional de ELISA requer um equilibrio de reacdo anticorpo — antigeno
que exige um tempo de incubagdo de cerca de 1-2 horas. Atualmente, muitos kits de ELISA
comerciais disponiveis para detec¢do de micotoxinas estdo baseados na fase cinética da

ligacdo anticorpo — antigeno, o que reduz o tempo de incubag¢do para minutos. Embora a



45

reducdo do tempo de incubagdo possa levar a alguma perda de sensibilidade do ensaio, o kit
pode fornecer resultados precisos e reprodutiveis. Na Figura 13 estd ilustrado o principio do

ELISA competitivo direto (ZHENG, RICHARD e BINDER, 2006).

O Conjugadoenzima-micotoxina
@® Micotoxina
T Anticorpo anti-micotoxina
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Figura 13 — Principio do ELISA competitivo para analise de micotoxinas: (a) a amostra ¢ misturada
ao conjugado; (b) a mistura ¢ adicionada ao anticorpo revestido; (c) as micotoxinas sdao
ligadas ao anticorpo na primeira incubagao; (d) os materiais ndo ligados sdo lavados na
etapa de lavagem; (e) substrato ¢ adicionado para o desenvolvimento de cor; (f) ¢
adicionada solucdo para interromper a reagdo enzimatica

Fonte: Adaptado de Zheng, Richard E Binder (2006).

M¢étodos comumente usados para purificagdo empregam colunas
cromatograficas, extracao liquido-liquido, colunas de extragdo em fase solida (“Solid Phase
Extraction” — SPE) e colunas de imunoafinidade. A principal vantagem no uso de colunas de
imunoafinidade ¢ que a purificacdo ¢ altamente especifica por meio da interagdo anticorpo -
micotoxina, resultando em interferéncia minima na cromatografia, permitindo baixos limites

de deteccao (BINDER, 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PADROES E REAGENTES

Aflatoxina B cristalina foi adquirida da Acros Organics®, com padrio de
pureza 99,9%.

Fumonisinas B; e B, foram adquiridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA).

Todos os reagentes usados foram de grau analitico, com exce¢ao do metanol
e acetonitrila (grau HPLC).

O adsorvente para micotoxinas, composto de uma mistura na propor¢ao de
50 % de aluminosilicato de sodio e calcio hidratado (HSCAS) e 50% de parede celular de

levedura, foi cedido pela SLO Agropecuaria e Biotecnologia Ltda.

4.2 AMOSTRAS DE MILHO

4.2.1 Sistema de Plantio e Sucessdo de Cultura

O hibrido de milho Pioneer 30F53 foi cultivado na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina (latossolo vermelho) semeando cinco sementes/ metro
linear. As unidades experimentais constituiram-se de quatro linhas de 5m e espacamento de
0,90m entre linhas, totalizando 20 parcelas para cada sistema de plantio. Foram avaliados os
sistemas de plantio direto e convencional em sucessdo a aveia e pousio no inverno na safra
2008. Também foram avaliados os efeitos da aplica¢ao de diferentes doses de nitrogénio (N)
(0; 22,5; 45,0; 67,5 € 90,0 Kg/ha) correspondente a 0, 25, 50, 75 e 100% da dose de nitrogénio
em cobertura (DNC), usando-se uréia como fertilizante. A amostragem foi realizada através

da coleta de 10 espigas de milho por parcela, conforme mostrado na Figura 14.
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Plantio do hibride Pieneer 30F33 —) ( 5 sementes por metro linear — 4
Fazenda Escola da UEL linhas de 5m, espagamento de 0,90m
(latossolo vermelho) entre linhas, total de 20 parcelas por
sistemna de plantio

Aplicacio de fertilizante nitrogenado —

uréia - 0: 22.5: 45.0: 67.5 ¢ 90,0 ke'ha, Avaliacio dos sistemas de plantio direto

¢ convencional &m sucessdo a avela e

correspondente a 0, 25, 30, 73 e 100% . j
da DNC pousio — safra 2008
Armazenamento a -20 °C ] Coleta de 10 espigas de milho por
parcela

Debulhamento manual e W
homogeneizagio J
T - = - &k T -\l
rituracio (30 “mesh™) J

[ Armazenamento a -20 °C ]

Figura 14 — Delineamento experimental para avaliagdo do efeito do sistema de plantio e da
fertiliza¢@o nitrogenada na contaminag@o de milho por fumonisinas.

4.2.2 Analise da Microbiota Fungica

Uma aliquota de duzentos gramas de milho foi triturada até granulometria
de 50 “mesh” e homogeneizada. Uma aliquota de 10 g de milho triturado foi homogeneizada
em 90 mL de dgua peptonada estéril 0,1% (v/v) e submetida a diluigdes seriadas em tubos
contendo 9,0 mL do mesmo diluente até fator 10°. Uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi
transferida para placas de Petri (em duplicata) contendo agar batata dextrosado (BDA - pH

4,0) adicionados de 50 pg/mL de cloranfenicol e incubados a 25 °C por 6 dias, procedendo-se
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a contagem e identifica¢dao dos géneros de acordo com os métodos preconizados por Nelson et

al. (1983), Singh et al. (1991) e Samson et al. (1995), conforme demonstrado na Figura 15.

‘ 60 amostras 1

(PDP) (PCP)

15 amostras
(PDA)

[ 15 amostras ] [ 15 amostras ‘ [ 15 amostras ]

‘ Contagem de bolores e leveduras ]

‘ 10.g de milho ]

[ 00 ml agua peptonada 0,1% (v/v) J

[ Diluicio seriada ‘

G dias, 25°C

l Identificagio de géneros J

Figura 15 — Fluxograma da contagem de bolores e leveduras
PDA: plantio direto em sucessdo a aveia no inverno

PCA: plantio convencional em sucessdo a aveia no inverno

PDP: plantio direto em sucessdo a pousio no inverno

PCP: plantio convencional em sucessdo a pousio no inverno
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4.3 ANALISE DE FUMONISINAS

4.3.1 Extragao de Fumonisinas

Para extracdo de fumonisinas, uma aliquota de 10 g de milho triturado foi
adicionada a 30 mL de metanol:agua (3:1, v/v), mantida em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguida de agitacdo a 150 r.p.m. por 30 minutos. A suspensdo foi
centrifugada a 4500 x g por 10 minutos e o sobrenadante (1 mL) foi submetido a pré-limpeza
em minicoluna de troca anidnica Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda), previamente
acondicionada com 6 mL de metanol:agua (3:1, v/v) seguida de 3 mL de metanol, sendo as
fumonisinas eluidas com 10 mL de acido acético 0,5% em metanol. O eluato foi seco a 45 °C,
o residuo dissolvido em 800 pL de metanol:agua (3:1, v/v), a seguir fracionado em aliquotas
de 200 pL e novamente secos sob fluxo de gas N, a 45 °C, procedendo-se ao
acondicionamento em freezer (-20 °C) para posterior analise de fumonisinas, de acordo com a

representacdo esquematica da Figura 16.

4.3.2 Determinacao de Fumonisinas

As fumonisinas B; e B, foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, segundo o método de Shephard et al. (1990), modificado por Ueno et al. (1993)
(Figura 17). A aliquota de 200 pL seca sob fluxo de nitrogénio gasoso foi redissolvida em
acetonitrila:agua (1:1, v/v) e submetida a derivatizacdo com 200 puL de o-ftaldialdeido (OPA)
(40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de sédio a 0,IM e 50 puL de 2-
mercaptoetanol), injetado dentro de 1 minuto em cromatografo liquido de alta eficiéncia —
CLAE (sistema isocratico de fase reversa) consistindo de uma bomba Shimadzu LC-10AT,
detector de fluorescéncia Shimadzu RF-10A XL e coluna Luna C-18 (250 x 4,6 mm,
Phenomenex). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram de 335 nm e 450 nm,
respectivamente. A fase movel consistiu de CH;OH:NaH;PO4 0,1 mol/L (80:20, v/v) ajustada
para pH 3,3 com 4acido orto-fosforico. O fluxo foi de 1 mL/min e temperatura de forno

constante a 25 °C.



[ 10.g de milho
| 30 mL de metanel:agua (3:1 v/%) |

| 10 min. (temperatura ambiente) I

[ 30 min (agitagio — 150 rp.m) ]

| 10 miin. (centrifugacio — 4.500 x ) |

Prelimpeza (Sep-Pak gogell plus QMA — Waters)

[ 3 mL metanocl ]

|
| 3 mL de metancl:agua (3:1 w/v) |
|
| 1oL sobrenadante) |
|

| 6 mlL de metanol:agna (3:1 w/%) I

[ 3 mL metanol ]

[ 10mL de petancliacido acético 0.5% |

[ Secagem — nitrogénio gasoso a 43 °C J

|
| Ressuspersio em800 uL metanelagua (3:1.v/v) |

[ 600 pL (estogue) | | 200 pL |
| |

[ Secagem — nitrogénio gasoso a 43 °C |

[ Acondicionamento (-20 *C) |

Figura 16 — Fluxograma da extracéo de fumonisinas.
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[ Amostra (acondicionada a — 20 *C) ]

[ Resmuspensio em 100 pL geetonitrila;agua (1:1,v/v) l

[ 50 uL (anilise) l

[ 200 pL OPA (derivatizagdo) l

[ Injecio — CLAE l

Fase Movel - CH;OH: NaH,PO,4 Coluna C18
0.1 mol/L (80:20, v/v) (Fase reversa - sistema isocratico)

Detector de fluorescéncia
Excitagdo 335 nm
Emissio 450 nm

Figura 17 — Fluxograma da determina¢do de fumonisinas.

4.3.3 Determinagéo da Atividade de Agua

A atividade de agua dos grdos de milho triturados (50 mesh) foi
determinada utilizando o equipamento Aqualab CX-2 (Decagon Devices Inc., Pullman,

Washington).

4.3.4 Analise Estatistica

As diferencas entre as médias da contagem de Fusarium spp. € Penicillium

spp., da concentracao de fumonisinas e da atividade de agua entre os diferentes sistemas de
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plantio foram avaliadas estatisticamente utilizando ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (p <
0,05). A correlagdo entre atividade de agua, contagem de Fusarium spp., Penicillium spp. e
concentragdo de fumonisinas foi analisada pelo Teste de correlacdo de Pearson (p < 0,05). As

analises estatisticas foram realizadas utilizando software Statistica 6.0 (Stat Soft, Inc.).

4.4 ANALISE DE AFLATOXINA B,

4.4.1 Delineamento Experimental para a Adsorcao de Aflatoxina B, in vitro

Para a triagem das varidveis foram realizados ensaios seguindo um
planejamento estatistico 2* com quadruplicata no ponto central, resultando em 20
experimentos. Apds a andlise dos resultados, foi realizado outro conjunto de experimentos
para a otimizagio dos resultados seguindo um planejamento estatistico 2° composto central
com triplicata no ponto central, resultando em 17 experimentos.

As varidveis estudadas foram tempo de interacdo da toxina com o
adsorvente (30, 60 e 90 minutos), porcentagem de adsorvente (0,2, 1,1 e 2%), concentragdo de
toxina (50, 75 e 100 ng/mL) e pH (3, 5 e 7) para o planejamento estatistico 2*. Para o
planejamento estatistico 2°, as condigdes foram tempo de interagio da toxina com o
adsorvente (20, 40 e 60 minutos), concentragao de toxina (50, 100 e 150 ng/mL) e pH (5,7 ¢
9), com quantidade de adsorvente fixa em 0,2%.

Os valores de pH foram selecionados a fim de determinar o efeito desse
parametro sobre a adsor¢do de aflatoxinas na faixa encontrada no trato gastrointestinal de
ruminantes € animais monogastricos.

O planejamento estatistico possibilita caracterizar um sistema sob a
influéncia de diferentes fatores. E uma estratégia experimental baseada na variacdo conjunta

de fatores operacionais.



53

4.4.4.1 Planejamento estatistico 2*

Na Tabela 5 estdo apresentados os niveis do planejamento estatistico 2* com
quadruplicata no ponto central com as varidveis codificadas e decodificadas para avaliar o
efeito da concentragdo da toxina, do pH, do tempo de interagdao da toxina com o adsorvente e
da porcentagem de adsorvente sobre a adsor¢do de AFB; por 50% de HSCAS e 50% de

parede celular de levedura.

Tabela 5 — Niveis do planejamento estatistico 2* com quadruplicata no ponto central com as
varidveis codificadas e decodificadas para avaliar o efeito da concentracdo de
AFB;, do pH, do tempo de interacio de AFB; com o adsorvente e da
porcentagem de adsorvente sobre a adsor¢do de AFB; por 50% de HSCAS e
50% de parede celular de levedura.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Experimentos Xi X, X3 X4 pH Tempo Adsorvente AFB,
(min.) (%) (ng/mL)
1 -1 -1 -1 -1 3 30 0,20 50
2 1 -1 -1 -1 7 30 0,20 50
3 -1 1 -1 -1 3 90 0,20 50
4 1 1 -1 -1 7 90 0,20 50
5 -1 -1 1 -1 3 30 2 50
6 1 -1 1 -1 7 30 2 50
7 -1 1 1 -1 3 90 2 50
8 1 1 1 -1 7 90 2 50
9 -1 -1 -1 1 3 30 0,20 100
10 1 -1 -1 1 7 30 0,20 100
11 -1 1 -1 1 3 90 0,20 100
12 1 1 -1 1 7 90 0,20 100
13 -1 -1 1 1 3 30 2 100
14 1 -1 1 1 7 30 2 100
15 -1 1 1 1 3 90 2 100
16 1 1 1 1 7 90 2 100
17 0 0 0 0 5 60 1,10 75
18 0 0 0 0 5 60 1,10 75
19 0 0 0 0 5 60 1,10 75
20 0 0 0 0 5 60 1,10 75
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4.4.4.2 Planejamento estatistico 2°

Na Tabela 6 estdo apresentados os niveis do planejamento estatistico 2°
composto central com triplicata no ponto central com as variaveis codificadas e decodificadas
para avaliar o efeito do pH, do tempo de interagdo de AFB; com o adsorvente e¢ da

concentracao de AFB;.

Tabela 6 — Niveis do planejamento estatistico 2° composto central com triplicata no ponto
central com as variaveis codificadas e decodificadas para avaliar o efeito do pH,
do tempo de interacdo de AFB; com o adsorvente e da concentracdo de AFB,,
com porcentagem de adsorvente fixa em 0,2%.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Experimentos X X, X; pH Tempo AFB;
(min.) (ng/mL)

1 -1 -1 -1 5 20 50

2 1 -1 -1 9 20 50

3 -1 1 -1 5 60 50

4 1 1 -1 9 60 50

5 -1 -1 1 5 20 150
6 1 -1 1 9 20 150
7 -1 1 1 5 60 150
8 1 1 1 9 60 150
9 0 0 0 7 40 100
10 0 0 0 7 40 100
11 0 0 0 7 40 100
12 -1,68 0 0 3,64 40 100
13 1,68 0 0 10,36 40 100
14 0 -1,68 0 7 6,4 100
15 0 1,68 0 7 73,6 100
16 0 0 -1,68 7 40 16

17 0 0 1,68 7 40 184
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4.4.2 Ensaios de Adsor¢ao de AFB, in vitro

Aliquotas de adsorvente em po (10, 55 e 100 mg) correspondentes a 0,2, 1,1
e 2% (m/v) foram adicionadas a tubos tipo Falcon de 50 mL contendo 4,5 mL de tampao
fosfato 0,1 mol/L (pH 3, 5 ¢ 7) e 0,5 mL de padrao de AFB; em metanol (50, 75 ¢ 100
ng/mL). Os tubos foram agitados a 250 r.p.m. por 30, 60 e 90 minutos e centrifugados a 4000
x g, por 10 minutos a 25 °C. Controles (sem adsorvente) foram preparados simultaneamente e
AFB, foi analisada no sobrenadante.

ApOs a analise dos resultados, foi realizado outro conjunto de experimentos
seguindo um planejamento estatistico 2° composto central com triplicata no ponto central.

A quantidade de 10 mg adsorvente em po, correspondente a 0,2% (m/v), foi
adicionada a tubos tipo Falcon de 50 mL, 4,5 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L (pH 5,7 ¢ 9)e
0,5 mL de padrao de AFB; em metanol (50, 100 e 150 ng/mL). Os tubos foram agitados a 250
r.p.m. por 20, 40 e 60 minutos e centrifugados a 4000 x g, por 10 minutos a 25 °C. Controles

(sem adsorvente) foram preparados simultaneamente ¢ AFB; foi analisada no sobrenadante.

4.4.3 Extra¢ao de AFB;

A extracdo de AFB, foi realizada segundo o método descrito por Soares e
Rodriguez-Amaya (1989) (Figura 18). A uma aliquota de 4,0 mL do sobrenadante dos testes
de adsorcdo, foram acrescidos 21,6 mL de metanol (CH3OH) e 2,4 mL de cloreto de potassio
(KCl) 4%, seguido de homogeneizacao em shaker por 5 minutos e filtragdo em papel de filtro
Whatman n° 1. Uma aliquota de 14,0 mL do filtrado foi retirada e adicionada de 14,0 mL de
sulfato cuprico (CuSO4) 10% e cerca de 10 g de celite. Apés homogeneizagao, o material foi
filtrado em papel de filtro Whatman n° 1 e 14,0 mL do filtrado adicionados de 14,0 mL de
agua destilada. A este, foram acrescentados 2,0 mL de cloroférmio, para o processo de
particdo. O conteudo foi agitado por 3 minutos e ap6és 5 minutos de decantagdo, foram
coletados 1,5 mL, acrescentados mais 2,0 mL de cloroférmio a solugdo e agitados por mais 3
minutos, decantados por 5 minutos e coletados mais 1,5 mL. As duas fra¢cdes de cloroformio

foram reunidas, passadas através de filtro de 0,45 pm (Millex, Millipore® Durapore) e
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evaporadas sob fluxo de nitrogénio em banho-maria a 45 °C. As amostras foram estocadas a -

20 °C até serem analisadas.

4.0 mL sobrenadante

l 21,6 mL metanol
[ 24mLKCl 4%
[ Homogeneizagio por 5 min.

14,0 mL filrado + 14,0 mL Cu$0y4 10 % + 10 g celite

| Homogeneizacio | Filtracdo em papel de filtro Whatman n® 1 I

[ 14 0 mL filrado + 14,0 mL agua + 2.0 mL cloroférmio ]

e ]

[ Secagem — Nz ¢ banho-maria a 45 °C ]

[ Acondicionamento (-20 °C) ]

Figura 18 — Extracdo de aflatoxina B;.

4.4.4 Determinagao de AFB,

As aliquotas de 3,0 mL, secas sob fluxo de N, em banho-maria a 45 °C

foram submetidas a derivatizagdo, segundo o método de Miyamoto, Hamada e Kawamura
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(2008) (Figura 19), pela adi¢ao de 100 pL de acido trifluoroacético (TFA), agitadas por 30
segundos, sonicadas por 5 minutos e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, na
auséncia de luz. TFA foi adicionado as solu¢des-padrao de AFs nas mesmas condi¢des. Apos
o periodo de incubagdo das amostras, foram adicionados 900 uL de metanol:dgua (55:45, v/v)
e a solugdo foi agitada por 15 segundos, segundo o método de Blandino, Reyneri e Vanara
(2008), sendo uma aliquota de 20 pL da amostra injetados no cromatografo liquido de alta

eficiéncia.

[ Amuostra (acondicionada a — 20 °C) }

Derivatizagio pré-coluna com 100 pl. TFA e 900 pl.
metanol:aoua (3545, v/v)

[ 20 pL {injecio) J
il

Fase Movel - metanol:agua (55:45, v/v)

Deetector de fluorescéncia
Y gxcitacdo: 360 nm
Aoemissio: 435 nm

Figura 19 — Determinacao de aflatoxinas.

O sistema cromatografico consistiu de um equipamento Shimadzu (Kyoto,

Japan) SCL-10AVP equipado com uma bomba LC-10AT, um injetor Rheodyne modelo 77251
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e um detector de fluorescéncia RF-10A XL (comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 360
nm e 435 nm, respectivamente), com sistema isocratico de fase reversa. A separacao foi realizada
em coluna Luna C-18 Phenomenex (250 x 4,6 mm de didmetro interno, 5 pum, Scharlau,
Barcelona, Spain). A fase movel consistiu de metanol:agua (55:45, v/v) bombeada a um fluxo de
1 mL/min e a temperatura do forno constante a 25 °C.

A quantidade de AFB, adsorvida foi estimada pela quantidade remanescente no

sobrenadante apos os testes de adsor¢ao in vitro.

4.4.5 Analise Estatistica

Foi aplicada analise de varidncia ANOVA ao nivel de 95% de confianca e

metodologia de superficie de resposta (MSR) por meio do software Statistica 6.0 (Stat Soft, Inc.).

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DOS ADSORVENTES

Para a microscopia de varredura, as amostras de adsorventes secas foram
montadas em cilindros de metal (sfub), recobertas com uma camada de 25 nm de ouro (BALTEC
SDC 050 Sputter Coater) e elétron-micrografadas em microscopio eletronico de varredura FEI
Quanta 200, no Laboratério de Microscopia Eletronica e Microandlise da Universidade Estadual

de Londrina.

4.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO

Para a espectroscopia de absor¢do no infravermelho, 0,15 g de cada amostra
liofilizada de adsorvente (antes e apos a adsor¢cdo de AFB;) foi homogeneizada com 0,15 g de
brometo de potassio (KBr), sendo submetidos a compactagdo e analise em espectrofotometro de
infravermelho com transformada de Fourier Shimadzu FTIR-8300, no Departamento de Quimica

da Universidade Estadual de Londrina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram redigidos sob forma de artigos cientificos a
serem submetidos para publicagdo, os quais se encontram listados abaixo.

O Artigo A foi redigido de acordo com as normas do periddico Crop
Science.

O Artigo B foi redigido de acordo com as normas do periddico International

Journal of Poultry Science.
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ARTIGO A

EFEITO DO SISTEMA DE PLANTIO E DA FERTILIZACAO NITROGENADA NA
CONTAMINACAO DE MILHO POR FUMONISINAS
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EFEITO DO SISTEMA DE PLANTIO E DA FERTILIZACAO NITROGENADA NA
CONTAMINACAO DE MILHO POR FUMONISINAS

Resumo

Nesse estudo foram avaliadas a contaminagdo fungica natural e a contaminagdo por
fumonisinas em 60 amostras de milho recém-colhido da regido Norte do Parané (safra 2008),
sob diferentes sistemas de plantio (direto e convencional) e sucessdo de culturas (aveia e
pousio) no inverno. Além disso, o efeito da aplicagdo de fertilizante nitrogenado (0; 22,5;
45,0; 67,5 e 90,0 Kg/ha) sobre a contaminagdo por fumonisinas foi também avaliado.
Penicillium spp. foi o género prevalente, sendo detectado em 95% das amostras, seguido de
Fusarium spp. (78,33%) e Aspergillus spp. (10%). As concentracdes de fumonisinas variaram
de 0,26 a 3,84 pg/g, sendo as maiores médias detectadas nos sistemas de plantio convencional
em sucessdo a pousio e direto em sucessdo a aveia, porém nao diferiram significativamente
dos demais sistemas de plantio pelo Teste de Tukey (p < 0,05). As médias da atividade de
agua dos graos de milho variaram de 0,53 a 0,63, sendo que no sistema de plantio direto em
sucessao a aveia as amostras apresentaram a maior média de ay, (0,63). A menor concentracao
média de fumonisinas foi detectada em milho cultivado na parcela que recebeu 67,5 Kg/ha de
nitrogénio, porém nao houve diferenca significativa com os demais tratamentos pelo Teste de
Tukey (p < 0,05). Os resultados desse estudo ressaltam a importancia das praticas agricolas
adequadas sobre a prevencdo e redugdo da incidéncia de doengas causadas por fungos bem
como na producao de fumonisinas em graos.

Palavras-chave: Milho. Fumonisinas. Sistemas de plantio. Sucessao de culturas.

O Brasil, com uma produc¢ao anual de 51,1 milhdes de toneladas, ¢ o
terceiro maior produtor de milho do mundo e o Estado do Parana ¢€ responsavel por 26,5% da
producdo nacional (CONAB, 2009).

Graos de milho podem ser contaminados por uma variedade de espécies de
fungos toxigénicos. A alta incidéncia de contamina¢do de milho por Fusarium verticillioides
(Sacc.) Niremberg (F. moniliforme Sheldon) ¢ motivo de preocupagdao em todo o mundo
desde a descoberta das fumonisinas (Miller, 1994).

Pelo menos 28 analogos foram caracterizados e classificados em quatro
principais grupos, fumonisinas das séries A, B, C e P, sendo as fumonisinas B; (FB;) e B,
(FB;) as de maior frequéncia em milho e derivados (Thiel ef al., 1991). FB; € o constituinte
mais toxico e de maior ocorréncia, respondendo por aproximadamente 70% do total de
fumonisinas encontradas naturalmente (Rheeder et al., 2002; Wang et al., 2008).

As fumonisinas causam leucoencefalomaldcia em equinos, edema pulmonar

e hidrotorax em suinos, efeitos hepatotoxicos e carcinogénicos e apoptose em figado de ratos
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(Shetty e Bhat, 1998; Bennett e Klich, 2003; Kumar et al., 2008). Em seres humanos, had uma
provavel associacdo com cancer esofagico e foram classificadas pelo IARC (1993) como
carcinogenos do grupo 2B (Rheeder et al., 2002; Bennett e Klich, 2003; Kumar ef al., 2008).

Virios pesquisadores tém relatado alta incidéncia de contaminacdo por
fumonisinas em milho e derivados nos estados brasileiros (Moreno et al., 2009; Hassegawa et
al., 2008; Bittencourt et al., 2005). Moreno ef al. (2009) detectaram fumonisinas em 100 %
das amostras de milho recém-colhido da safra 2003 da regido Norte do Parana (n = 150), onde
estudos prévios demonstraram a maior contaminagdo por fumonisinas em milho dessa regiao
(Hirooka et al., 1996; Ono et al., 2004, 2006; Silva et al., 2008).

A melhor estratégia para o controle eficaz da contaminacao por fumonisinas
¢ a prevencao da infeccdo por F. verticillioides e da producdo de fumonisinas no campo e
durante o armazenamento de graos.

As principais estratégias para o controle fitossanitario do milho envolvem o
uso de pesticidas e da aplicacdo de praticas agricolas, como plantio direto e rotagao de
culturas. Essa ultima afeta as caracteristicas quimicas e biologicas do solo e, portanto, a
microbiota do cereal (Rothrock, 1992).

No Brasil, o milho ¢ produzido por meio dos sistemas de plantio
convencional e direto. O plantio direto ¢ o sistema mais frequentemente utilizado,
principalmente nas grandes areas. O sistema convencional ¢ ainda predominante entre
pequenos produtores, embora seja crescente a adogdo do plantio direto (CONAB, 2009). O
sistema de plantio direto reduz a perda de solo, d4gua e nutrientes por erosdo em relagdo ao
sistema de cultivo convencional, em virtude da nao-desagregagao do solo e da manutencgdo de
cobertura vegetal e palha na sua superficie (Oliveira et al., 2002; Beare et al., 1997).
Adicionalmente, a rotagdo de culturas envolvendo plantas leguminosas ¢ frequentemente
descrita como benéfica para o solo, fornecendo nitrogénio e¢ fonte de carbono para a
microbiota do solo de culturas posteriores, € minimizando a erosao (Drury ef al., 2004).

O nitrogénio ¢ um macronutriente que desempenha importante papel na
nutricdo e resisténcia das plantas e a produtividade do milho pode ser correlacionada com a
disponibilidade desse mineral (Muzilli, 1981). Uma aplicagdo balanceada de fertilizante
nitrogenado aliada ao manejo e praticas agricolas adequadas seria a melhor solucao para
prevenir a contaminacdo de grdos de milho por fumonisinas (Blandino et al., 2008). O
fornecimento de doses adequadas de nutrientes para a cultura do milho ¢ fundamental para o
desenvolvimento da planta, uma vez que a deficiéncia ou excesso de nutrientes essenciais

podem influenciar na incidéncia de doengas causadas por fungos bem como na produgao de
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micotoxinas em graos (Hassegawa et al., 2008). Considerando a importancia econdmica e
nutricional do milho ¢ o nimero limitado de trabalhos no Brasil enfocando as praticas
agricolas e a contaminacao de graos por micotoxinas, o objetivo do presente estudo foi avaliar
a influéncia de diferentes sistemas de plantio, sucessdo de culturas e fertilizagdo nitrogenada

na contaminagao de milho por fungos e fumonisinas.

MATERIAL E METODOS

Padrées e Reagentes

Fumonisinas B; e B, foram adquiridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA).
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, com exce¢dao do

metanol e acetonitrila (grau HPLC).

Sistema de Plantio e Sucessao de Cultura

O hibrido de milho Pioneer 30F53 foi cultivado na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina (latossolo vermelho) semeando cinco sementes/ metro
linear. As unidades experimentais constituiram-se de quatro linhas de 5 m e espagamento de
0,90 m entre linhas, totalizando 20 parcelas para cada sistema de plantio. Foram avaliados os
sistemas de plantio direto e convencional em sucessdao a aveia € pousio no inverno na safra
2008. Também foram avaliados os efeitos da aplicacdo de diferentes doses de nitrogénio (N)
(0; 22,5; 45,0; 67,5 € 90,0 Kg/ha) correspondente a 0, 25, 50, 75 e 100% da dose de nitrogénio
em cobertura (DNC), usando-se uréia como fertilizante. A amostragem foi realizada através

da coleta de 10 espigas de milho por parcela, homogeneizadas, totalizando 1,5 Kg.

Analise da Microbiota Fingica

Uma aliquota de duzentos gramas de milho foi triturada até granulometria
de 50 “mesh” e homogeneizada. Uma aliquota de 10 g de milho triturado foi homogeneizada
em 90 mL de agua peptonada estéril 0,1% (v/v) e submetida a dilui¢des seriadas em tubos
contendo 9,0 mL do mesmo diluente até fator 10°. Uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi

transferida para placas de Petri (em duplicata) contendo agar batata dextrosado (BDA - pH
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4,0) adicionados de 50 pug/mL de cloranfenicol e incubados a 25 °C por 6 dias, procedendo-se
a contagem e identifica¢do dos géneros de acordo com os métodos preconizados por Nelson et

al. (1983), Singh et al. (1991) e Samson et al. (1995).

Extracao de Fumonisinas

Para extracdo de fumonisinas, uma aliquota de 10 g de milho triturado foi
adicionada a 30 mL de metanol:agua (3:1, v/v), mantida em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguida de agitacdo a 150 r.p.m. por 30 minutos. A suspensdo foi
centrifugada a 4500 x g por 10 minutos e o sobrenadante (1 mL) foi submetido a pré-limpeza
em minicoluna de troca anionica Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda), previamente
acondicionada com 6 mL de metanol:agua (3:1, v/v) seguida de 3 mL de metanol, sendo as
fumonisinas eluidas com 10 mL de acido acético 0,5% em metanol. O eluato foi seco a 45 °C,
o residuo dissolvido em 800 pL de metanol:agua (3:1, v/v), a seguir fracionado em aliquotas
de 200 pL e novamente secos sob fluxo de gas N, a 45 °C, procedendo-se ao

acondicionamento em freezer (-20 °C) para posterior analise de fumonisinas.

Determinac¢ao de Fumonisinas

As fumonisinas B; e B, foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, segundo o método de Shephard et al. (1990), modificado por Ueno et al. (1993). A
aliquota de 200 pL seca sob fluxo de nitrogénio gasoso foi redissolvida em acetonitrila:dgua
(1:1, v/v) e submetida a derivatizacdo com 200 pL de o-ftaldialdeido (OPA) (40 mg de OPA,
1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de so6dio a 0,1 mol/L e 50 pL de 2-mercaptoetanol),
injetado dentro de 1 minuto em cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia — CLAE (sistema
isocratico de fase reversa) consistindo de uma bomba Shimadzu LC-10AT, detector de
fluorescéncia Shimadzu RF-10A XL e coluna Luna C-18 (250 x 4,6 mm, Phenomenex). Os
comprimentos de onda de excitagdo e emissao foram de 335 nm e 450 nm, respectivamente. A
fase movel consistiu de CH;0H:NaH,PO,4 0,1 mol/L (80:20, v/v) ajustada para pH 3,3 com
acido orto-fosforico. O fluxo foi de 1 mL/min e temperatura de forno constante a 25 °C. Os
limites de deteccdo para FB; e FB, foram 27,5 ng/g e 35,3 ng/g, respectivamente. As taxas
médias de recuperacdo de FB; e¢ FB, a partir de amostras de milho artificialmente
contaminadas na faixa de 100 — 400 ng/g FB, e 250 — 450 ng/g FB, foram 95,6 % e 96,9 %,

respectivamente, baseando-se em duas repeticdes e analises em duplicata.
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Determinacéo da Atividade de Agua

A atividade de agua dos grdos de milho triturados (50 mesh) foi
determinada utilizando o equipamento Aqualab CX-2 (Decagon Devices Inc., Pullman,

Washington).

Analise Estatistica

As diferencas entre as médias da contagem de Fusarium spp. € Penicillium
spp., da concentracdo de fumonisinas e da atividade de agua entre os diferentes sistemas de
plantio foram avaliadas estatisticamente utilizando ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (p <
0,05). A correlagdo entre atividade de dgua, contagem de Fusarium spp., Penicillium spp. e
concentragdo de fumonisinas foi analisada pelo Teste de correlagdo de Pearson (p < 0,05). As

analises estatisticas foram realizadas utilizando software Statistic 6.0 (Stat Soft, Inc.).
RESULTADOS E DISCUSSAO
A frequéncia relativa dos principais géneros fingicos em milho recém-

colhido (n = 60) de campo experimental da regido norte do Parana (safra 2008) ¢ mostrada na

Figura 1.
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Fusarium spp. Penicillium spp. Aspergillus spp.

Figura 1 — Frequéncia relativa dos principais géneros fungicos em milho recém-colhido (n =
60) da safra 2008 da regido Norte do Parana.

Penicillium spp. e Fusarium spp. foram os géneros prevalentes, sendo

detectados em 95% e 78,3% das amostras, respectivamente, enquanto Aspergillus spp. em
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10% das amostras. A alta frequéncia de Penicillium spp. e Fusarium spp. esta de acordo com
os resultados de Moreno et al. (2009) e Ono et al. (2006), porém esses autores detectaram
maior frequéncia de Fusarium spp. em relacdo a Penicillium spp. Moreno et al. (2009),
analisando 150 amostras de milho (safra 2003) da regido Norte do Parana, detectaram
Fusarium spp. e Penicillium spp. em 100 % e 97,3% das amostras, respectivamente. Ono et
al. (2006) detectaram Fusarium spp. € Penicillium spp. em 100% e 91,6% das amostras de
milho (n = 24) da regido norte do Parand. Almeida et al. (2002) analisaram 90 amostras de
milho de duas regides do Estado de Sdo Paulo (Capao Bonito e Ribeirdo Preto) e também
detectaram a predominancia desses géneros fungicos, porém em menores porcentagens.
Fusarium spp. e Penicillium spp. foram detectados em 35% e 32% das amostras de Capao
Bonito e em 49% e 21% das amostras de Ribeirdo Preto, respectivamente.

A contagem total de bolores e leveduras variou de 1,0 x 10° a 40 x 10°
UFC/g (Tabela 1). Fusarium spp. foram detectados na faixa de 10> a 10* UFC/g (média 1,3 x
10* UFC/g) no plantio convencional em sucessio a aveia e¢ na faixa de 10° a 10" UFC/g
(média 8,8 x 10° UFC/g) no plantio direto em sucessdo a aveia, sendo a maior média (7,9 x
10* UFC/g) no sistema de plantio direto em sucessdo a pousio, no entanto, nio houve
diferenga significativa com os demais sistemas de plantio (p < 0,05). A maior média de
Penicillium spp. (1,1x10° UFC/g) foi detectada no sistema de plantio direto em sucessdo a
aveia, diferindo significativamente dos demais sistemas de plantio (p < 0,05). O género
Aspergillus foi detectado em somente uma amostra nos sistemas de plantio convencional em
sucessdo a aveia no inverno (1,0x10> UFC/g) e convencional em sucessio a pousio no inverno
(1,0x10° UFC/g), ndo sendo detectado nas amostras do sistema de plantio direto em sucessdo
a aveia. A baixa frequéncia de Aspergillus spp. estd de acordo com Marin, Sanchis e Magan
(1995), que sugerem uma correlacdo negativa entre Aspergillus spp. € Fusarium spp. quando
sdo co-contaminantes em milho. Moreno et al. (2009), analisando 150 amostras de milho da
regidio Norte do Parana (safra 2003) detectaram Aspergillus spp. na faixa de 10> — 10* UFC/g
em amostras de recepgdo (n = 90), mas na faixa de 10> — 10° UFC/g em amostras de pré-

secagem (n = 60) de industrias processadoras de milho.
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Tabela 1 — Contagem de Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. € bolores e leveduras em milho (n = 60) cultivado sob
diferentes sistemas de plantio e sucessdo de culturas na regido norte do Parand (safra 2008).

SPe SC Fusarium spp. (UFC/g) Penicillium spp. (UFC/g) Aspergillus spp. (UFC/g) Contagem total de bolores e
leveduras (UFC/g)
Média* Faixa Média* Faixa Média Faixa Média Faixa
CA 1,3x10** 1,0x10%-5,0x10* 6,5x10*® 9,0x10%-4,6x10°  1,0x10°" - 2,0x10* 1,0x10%-4,6x10°
CP 6,0x10** 4,0x10%4,2x10° 7,9x10*° 2,0x10°-2,5x10°  1,0x10°™ - 3,7x10* 4,0x10%4,2x10°
DA 8,8x10°" 1,0x10%-2,0x10* 1,1x10°%® 2,8x10%-4,0x10° - - 2.8x10° 1,0x10°-4,0x10°
DP 7,9x10** 1,0x10°-3,9x10° 4,6x10*° 3,0x10°-1,0x10°  4,0x10° 1,0x10*-1,0x10*  3,4x10* 1,0x10°-3,9x10°

SP e SC = Sistema de plantio e sucessdo e culturas; CA = plantio convencional em sucessdo a aveia no inverno; CP = plantio convencional em sucessao a pousio no
inverno; DA = plantio direto em sucessao a aveia no inverno; DP = plantio direto em sucessao a pousio no inverno

* Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferenga significativa pelo Teste de Tukey (p < 0,05)

** Detectado em somente uma amostra
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Na Tabela 2 sdo apresentadas as concentracdes de fumonisinas e atividade
de 4gua (ay) de milho cultivado sob diferentes sistemas de plantio e sucessdao de culturas
(safra 2008). As concentragdes de fumonisinas variaram de 0,26 a 3,84 pg/g (média 2,43
ng/g) e de 0,95 a 3,72 pg/g (média 2,32 png/g) em milho cultivado sob os sistemas de plantio
convencional em sucessdo a pousio e direto em sucessao a aveia, respectivamente. Embora as
concentragdes médias de fumonisinas tenham sido maiores nesses dois sistemas de plantio,
ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo aos demais sistemas de plantio pelo Teste
de Tukey (p < 0,05). Moreno (2008), avaliando o efeito de diferentes sistemas de plantio e
sucessdo de culturas (safras 2006 e 2007) em milho cultivado na regido Norte do Parana,
detectou concentragdes médias mais elevadas de fumonisinas, 6,97 pg/g e 6,29 pg/g, em

plantio direto em sucessdo a aveia nas safras de 2006 e 2007, respectivamente.

Tabela 2 — Concentragdes de fumonisinas e atividade de agua (ay) de milho cultivado sob

diferentes sistemas de plantio e sucessdo de cultura (safra 2008) no norte do
Parana (n = 60).

SP e SC n FBT (ng/g) Atividade de Agua
(aw)
Média* Faixa  Média* Faixa
CA 15 2,03 1,61-2,62 0,61  0,50-0,68
CP 15 243" 0,26-3,84  0,58° 0,51-0,62
DA 15 2,32 0,95-3,72  0,63" 0,57-0,67
DP 15 1,75 0,38-3,71  0,56" 0,50-0,62

* Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p < 0,05)

SP ¢ SC = Sistema de plantio e sucessdo e culturas; FBT = fumonisinas
totais (FB; + FB;); n = nimero de amostras; CA — plantio convencional em sucessao a aveia
no inverno; CP — plantio convencional em sucessdo a pousio no inverno; DA — plantio direto
em sucessao a aveia no inverno; DP — plantio direto em sucessao a pousio no inverno.

As concentragdes de fumonisinas (Tabela 2) foram menores que as relatadas
por Ono et al. (2006), Abbas et al. (2006) e Silva et al. (2008). Ono et al.(2006) analisaram
109 amostras de milho recém-colhido do Estado do Parana e detectaram concentragdes de
fumonisinas na faixa de 0,13 — 20,38 ng/g. Abbas et al. (2006) detectaram fumonisinas em
100% das amostras de milho (n = 65) dos Estados Unidos, em concentragdes variando de 22 -

86 ng/g. Silva et al. (2008) analisaram 245 amostras de milho recém-colhido (safra 2004) de
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industrias processadoras de milho da regido Norte do Parand, detectando fumonisinas em
100% das amostras, com concentracdes variando de 0,07 - 4,78 pg/g, 0,03 - 4,09 ng/ge 0,11 -
11,21 pg/g em amostras de campo, recepgao e pré-secagem, respectivamente.

As médias da atividade de dgua dos graos de milho variaram de 0,56 a 0,63
(Tabela 2), sendo que no sistema de plantio direto em sucessdo a aveia, as amostras
apresentaram a maior média de ay, (0,63), diferindo significativamente da a,, dos sistemas de
plantio convencional e direto em sucessdo a pousio. Nao houve correlacdo significativa (p <
0,05) entre a,, e contagem de Fusarium spp., Penicillium spp. e concentracao de fumonisinas.
Almeida et al. (2002), analisando 90 amostras de milho de duas regides do Estado de Sao
Paulo (Capao Bonito e Ribeirdo Preto), encontraram influéncia de a,, sobre a prevaléncia de
F. verticillioides, com uma correlagdo negativa (p < 0,0006; r = 0,44) entre os valores de
ocorréncia de F. verticillioides e a, em graos de milho de Capao Bonito.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as concentragcdes médias de fumonisinas em
milho cultivado sob sistema de plantio direto e convencional em sucessao a aveia € pousio em

diferentes doses de uréia como fonte de nitrogénio.

Tabela 3 — Concentragdes médias de fumonisinas em milho cultivado sob sistema de plantio
direto e convencional em sucessdo a aveia e pousio em diferentes doses de uréia.

Tratamento Nitrogénio FB; (ng/g) FB; (ng/g) FBT*

total (ng/g)
Kg/ha
1 0 1,37 0,90 2,27
2 22,5 1,51 1,16 2,67
3 45,0 1,22 0,74 1,96
4 67,5 0,85 0,64 1,49°
5 90,0 1,36 0,91 2,28°
* Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de

Tukey (p < 0,05)
FBT = fumonisinas totais (FB; + FB,)

A menor concentragdo média de fumonisinas (1,49 nug/g) foi detectada em
milho cultivado na parcela que recebeu 67,5 Kg/ha de nitrogénio, porém nao houve diferenga
significativa com os demais tratamentos pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Blandino, Reyneri e Vanara (2008) avaliaram a influéncia de diferentes

doses (100, 200, 300 e 400 Kg/ha) e fontes de nitrogénio (uréia e fertilizante de liberagao
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lenta) na ocorréncia de micotoxinas em safras de milho de 2000, 2001 e 2002 na Italia. Os
resultados demonstraram que mais de 80% da contaminagdo por fumonisinas ocorreu em
situacdes de estresse devido a deficiéncia de nitrogénio, aumentando significativamente a
contaminagdo por FB; em milho. Entretanto, doses muito elevadas de fertilizante nitrogenado
também favoreceram a contaminagdo por fumonisinas.

Hassegawa et al. (2008) analisaram amostras de milho recém-colhido (n =
144) do municipio de Piracicaba, Estado de Sao Paulo, e avaliaram os efeitos de doses de
uréia como fonte de nitrogénio (0, 50 e 100 kg/ha) e detectaram, exceto para um tratamento,
que um aumento na concentragdo de nitrogénio resultou na reducao dos niveis de FB;.

No Brasil, a dose recomendada de nitrogénio para ser aplicada durante a
semeadura de milho para se obter o melhor rendimento ¢ na faixa de 60 — 120 kg/ha (Coelho
et al., 2002). Assim, uma aplicagdo balanceada de fertilizante nitrogenado, aliada a outras
técnicas de cultura capazes de impedir o desenvolvimento de Fusarium spp. constituem-se
solucdes para prevenir a contaminag¢ao de milho por fumonisinas (Blandino et al., 2008). Os
resultados desse estudo evidenciam a importancia das praticas agricolas, assim como do
fornecimento de doses adequadas de nutrientes para a cultura do milho, a fim de minimizar a

contaminag¢do de grdos por fumonisinas.
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AVALIACAO DE ADSORVENTE INORGANICO E ORGANICO PARA
AFLATOXINA B, IN VITRO

Resumo

Nesse estudo foi avaliada a eficacia da mistura de adsorventes na propor¢do de 50% de
aluminosilicato de sodio e calcio hidratado (HSCAS) e 50% de parede celular de levedura na
adsorcdo de AFB, in vitro por meio de planejamentos estatisticos para analisar os efeitos das
variaveis experimentais na resposta. As variaveis estudadas foram tempo de interagdo da
toxina com o adsorvente (30, 60 e 90 minutos), porcentagem de adsorvente (0,2, 1,1 e 2%),
concentragdo de toxina (50, 75 e 100 ng/mL) e pH (3, 5 e 7) para o planejamento fatorial 2°.
Para o planejamento fatorial 2°, as condi¢des foram tempo de interagdo da toxina com o
adsorvente (20, 40 e 60 minutos), concentracao de toxina (50, 100 ¢ 150 ng/mL) e pH (5,7 ¢
9), com quantidade de adsorvente fixa em 0,2%. O modelo do planejamento estatistico 2*
apresentou uma perda na visualizacdo devido a variacdo experimental entre as variaveis,
seguindo a direcio do ponto méximo, sendo realizado um planejamento estatistico 2°
composto central com triplicata no ponto central, estatisticamente significativo, apresentando
modelo quadratico sem falta de ajuste no nivel de 95% de confianga, com a concentracdo de
toxina como Unica varidvel significativa. Ocorreu maior adsor¢do de AFB; em pH 7 (25
ng/mg ) e pH 5 (20 ng/mg). Em pH 3,64 houve adsor¢ao de 10 ng/mg, sendo necessario um
aumento na concentrag¢do de toxina para uma maior adsor¢do. O presente estudo mostrou que
a mistura de adsorventes apresentou-se eficaz, com boa adsor¢ao na faixa de pH entre S e 7.

Palavras-chave: Aflatoxina B;. Adsorventes. Planejamento estatistico. HSCAS. Parede
celular de levedura.

Introducio

As aflatoxinas (AFs) constituem um grupo de metabolitos secundarios
heterociclicos sintetizados principalmente por Aspergillus flavus, A. parasiticus € A. nomius
(Klich e Pitt, 1988). Pelo menos 18 diferentes AFs foram identificadas, incluindo AFBy,
AFB,, AFG,, AFG,, AFB,,, AFG,,, AFM,, AFM,, AFP;, AFQ,, aflatoxicol A, B ¢ D, das

quais somente as 4 primeiras sdo encontradas naturalmente; as demais sdo produtos
metabolicos de origem animal ou sistemas microbianos (Cole e Cox, 1981). Sdo compostos
altamente toxicos e carcinogénicos que causam doengas em humanos e animais e, dentre
essas, AFB, ¢ a mais toxica devido a seu potencial carcinogénico, mutagénico e teratogénico
(Hussein e Brasel, 2001), sendo classificada pelo IARC como carcindégeno do grupo 1 (IARC,
1993).

Os animais que consomem alimentos contaminados com AFs desenvolvem

varios problemas de satide incluindo retardo do crescimento, reducdo da eficiéncia alimentar e
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danos no figado e rins (Abbes et al., 2008), além de perda de peso, aumento da mortalidade,
imunossupressao e suscetibilidade a doencas infecciosas (Hinton et al., 2003; Abbes et al.,
2008).

Alguns substratos, como cereais, sementes oleaginosas, améndoas,
especiarias e outras commodities, s3o suscetiveis ao crescimento de fungos aflatoxigénicos e a
formagdo de AFs, sendo influenciados por uma série de fatores, incluindo o tipo de substrato,
espécies de fungos, umidade do substrato, presenca de minerais, umidade relativa do
ambiente, temperatura e integridade dos graos (Rustom, 1996), provocando grandes perdas
economicas (Shi et al, 2006). A incidéncia de AFs em alimentos ¢ relativamente alta em
regides tropicais e subtropicais, onde o clima quente e iumido proporciona condigdes Otimas
para o crescimento de fungos (Rustom, 1996).

De acordo com limites maximos tolerados pela “Food and Drug
Administration” (FDA), grdos para consumo humano ou animal podem conter < 20 pug
aflatoxinas/kg. Contudo, alimentos para ovinos e bovinos (exceto vacas leiteiras) podem
conter at¢ 300 pg aflatoxinas/kg. Graos contendo > 1000 pg aflatoxinas/kg devem ser
destruidos (Jaynes et al., 2007). Ruminantes, como bovinos e ovinos, s3o mais resistentes as
micotoxinas do que a maioria dos animais, sugerindo que a popula¢do microbiana do rimen
desempenha um papel na detoxificagao (Yiannikouris e Jouany, 2002).

Diferentes métodos fisicos, quimicos e biologicos de detoxificagdo tém sido
empregados para minimizar os problemas relacionados as aflatoxinas (Bata e Lasztity, 1999),
no entanto, a maioria desses métodos ¢ dispendioso, demorado, impraticdvel ou inseguro
devido a formacgao de residuos toxicos ou alteracao do conteudo de nutrientes, sabor ¢ odor do
produto. Uma das abordagens mais promissoras consiste na adig¢do, a dieta, de materiais
adsorventes ndo-nutritivos, que se ligam as micotoxinas e inibem a sua absor¢do no trato
gastrointestinal de animais, reduzindo sua biodisponibilidade e toxicidade (Ramos e
Hernandez, 1996; Phillips, 1999).

A eficacia da adsor¢do depende da estrutura quimica do adsorvente e da
micotoxina. A caracteristica mais importante da adsor¢do ¢ a estrutura fisica do adsorvente,
isto €, carga total e distribui¢do de carga, tamanho dos poros e da area superficial. Por outro
lado, as propriedades das moléculas adsorvato, as micotoxinas, como polaridade, solubilidade,
forma e distribui¢do de carga, também desempenham um papel significativo nos processos de
adsorcdo (Filippidis et al., 1996; Huwig et al., 2001; Avantaggiato et al., 2005).

Uma variedade de adsorventes como bentonita (Rosa et al., 2001), zedlita

(Miazzo et al., 2000), aluminossilicato de sédio e célcio hidratado (HSCAS) (Phillips, 1999),
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parede celular de levedura (Santin et al., 2003; Jouany et al., 2005) e carvao ativado (Denli e
Okan, 2006) tém sido utilizados com sucesso na detoxificacdo de alimentos contaminados
com AFB; (Ramos e Herndndez, 1997), contudo, nem todos os adsorventes sdo igualmente
eficazes na protecdo contra os efeitos toxicos das AFs e muitos interferem na composi¢do dos
nutrientes (Ledoux et al., 1998).

Considerando que na maioria dos estudos com adsorventes sdo analisados
os efeitos das varidveis experimentais separadamente, o presente estudo visou a avaliacdao da
eficacia da mistura de HSCAS e parede celular de levedura como adsorvente de AFB, in vitro
por meio de planejamentos estatisticos para analisar os efeitos das varidveis experimentais na

resposta.
Material e Métodos

Padroes e Reagentes: Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto metanol
(grau HPLC). O adsorvente para micotoxinas, composto de uma mistura na propor¢ao de 50%
de aluminosilicato de sdédio e calcio hidratado (HSCAS) e 50% de parede celular de levedura
foi cedido pela SLO Agropecudria e Biotecnologia Ltda.

Aflatoxina B, (AFB,) cristalina foi adquirida da Acros Organics®”, com padrio de pureza
99,9%. Solugdes-padrao estoque foram preparadas em metanol e mantidas a — 20 °C. Os
padrdes foram quantificados pela determinagdo da maxima absorvancia de AFB; em 360 nm

utilizando espectrofotdmetro UV-VIS, segundo o método da AOAC (AOAC, 1990).

Delineamento Experimental para os Testes de Adsorc¢do: Para a triagem das variaveis
foram realizados ensaios seguindo um planejamento estatistico 2* com quadruplicata no ponto
central, resultando em 20 experimentos. Ap6s a andlise dos resultados, foi realizado outro
conjunto de experimentos para a otimizagcdo dos resultados seguindo um planejamento
estatistico 2° composto central com triplicata no ponto central, resultando em 17
experimentos.

As variaveis estudadas foram tempo de interagdo da toxina com o
adsorvente (30, 60 e 90 minutos), porcentagem de adsorvente (0,2, 1,1 e 2%), concentragdo de
toxina (50, 75 ¢ 100 ng/mL) e pH (3, 5 e¢ 7) para o planejamento estatistico 2*. Para o
planejamento estatistico 2°, as condigdes foram tempo de interagio da toxina com o
adsorvente (20, 40 e 60 minutos), concentracao de toxina (50, 100 ¢ 150 ng/mL) e pH (5,7 ¢

9), com quantidade de adsorvente fixa em 0,2%.
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Os valores de pH foram selecionados a fim de determinar o efeito desse
parametro sobre a adsorcao de aflatoxinas na faixa encontrada no trato gastrointestinal de

ruminantes € animais monogastricos.

Planejamento Estatistico 2*: Na Tabela 1 estdo apresentados os niveis do planejamento
estatistico 2* com quadruplicata no ponto central com as variaveis codificadas e decodificadas
para avaliar o efeito da concentracdo da toxina, do pH, do tempo de interagdo da toxina com o
adsorvente e da porcentagem de adsorvente sobre a adsor¢do de AFB, por 50% de HSCAS e

50% de parede celular de levedura.
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Tabela 1 — Niveis do planejamento estatistico 2* com quadruplicata no ponto central com
as variaveis codificadas e decodificadas para avaliar o efeito da concentragdo
de AFB,, do pH, do tempo de interagdo de AFB; com o adsorvente e da
porcentagem de adsorvente sobre a adsorcdo de AFB; por 50% de HSCAS e
50% de parede celular de levedura.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Experimentos X; X, X3 Xy pH Tempo Adsorvente AFB,
(min.) (%) (ng/mL)
1 -1 -1 -1 -1 3 30 0,20 50
2 1 -1 -1 -1 7 30 0,20 50
3 -1 1 -1 -1 3 90 0,20 50
4 1 1 -1 -1 7 90 0,20 50
5 -1 -1 1 -1 3 30 2 50
6 1 -1 1 -1 7 30 2 50
7 -1 1 1 -1 3 90 2 50
8 1 1 1 -1 7 90 2 50
9 -1 -1 -1 1 3 30 0,20 100
10 1 -1 -1 1 7 30 0,20 100
11 -1 1 -1 1 3 90 0,20 100
12 1 1 -1 1 7 90 0,20 100
13 -1 -1 1 1 3 30 2 100
14 1 -1 1 1 7 30 2 100
15 -1 1 1 1 3 90 2 100
16 1 1 1 1 7 90 2 100
17 0 0 0 0 5 60 1,10 75
18 0 0 0 0 5 60 1,10 75
19 0 0 0 0 5 60 1,10 75
20 0 0 0 0 5 60 1,10 75

Planejamento Estatistico 2°: Na Tabela 2 estio apresentados os niveis do planejamento
estatistico 2° composto central com triplicata no ponto central com as variaveis codificadas e
decodificadas para avaliar o efeito do pH, do tempo de interagdo de AFB; com o adsorvente e

da concentracao de AFB;.



80

Tabela 2 — Niveis do planejamento estatistico 2° composto central com triplicata no
ponto central com as varidveis codificadas e decodificadas para avaliar o
efeito do pH, do tempo de interacdo de AFB; com o adsorvente e da
concentragdo de AFB;, com porcentagem de adsorvente fixa em 0,2%.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Experimentos X X, X3 pH Tempo AFB;
(min.) (ng/mL)

1 -1 -1 -1 5 20 50

2 1 -1 -1 9 20 50

3 -1 1 -1 5 60 50

4 1 1 -1 9 60 50

5 -1 -1 1 5 20 150
6 1 -1 1 9 20 150
7 -1 1 1 5 60 150
8 1 1 1 9 60 150
9 0 0 0 7 40 100
10 0 0 0 7 40 100
11 0 0 0 7 40 100
12 -1,68 0 0 3,64 40 100
13 1,68 0 0 10,36 40 100
14 0 -1,68 0 7 6,4 100
15 0 1,68 0 7 73,6 100
16 0 0 -1,68 7 40 16

17 0 0 1,68 7 40 184

Ensaios de Adsor¢ao de AFB, in vitro: Aliquotas de adsorvente em p6 (10, 55 ¢ 100 mg)
correspondentes a 0,2, 1,1 e 2% (m/v) foram adicionadas a tubos tipo Falcon de 50 mL
contendo 4,5 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L (pH 3, 5 e 7) e 0,5 mL de padrao de AFB; em
metanol (50, 75 e 100 ng/mL). Os tubos foram agitados a 250 r.p.m. por 30, 60 ¢ 90 minutos e
centrifugados a 4000 x g, por 10 minutos a 25 °C. Controles (sem adsorvente) foram
preparados simultaneamente e AFB; foi analisada no sobrenadante.

Apo6s a analise dos resultados, foi realizado outro conjunto de experimentos seguindo um
planejamento estatistico 2° composto central com triplicata no ponto central.

A quantidade de 10 mg adsorvente em pd, correspondente a 0,2% (m/v), foi adicionada a
tubos tipo Falcon de 50 mL, 4,5 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L (pH 5, 7 ¢ 9) ¢ 0,5 mL de
padrao de AFB; em metanol (50, 100 e 150 ng/mL). Os tubos foram agitados a 250 r.p.m. por
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20, 40 e 60 minutos e centrifugados a 4000 x g, por 10 minutos a 25 °C. Controles (sem

adsorvente) foram preparados simultaneamente ¢ AFB, foi analisada no sobrenadante.

Extracao de AFB;: A extragdo de AFB, foi realizada segundo o método descrito por Soares e
Rodriguez-Amaya (1989). A uma aliquota de 4,0 mL do sobrenadante dos testes de adsor¢ao,
foram acrescidos 21,6 mL de metanol (CH3OH) e 2,4 mL de cloreto de potassio (KCl) 4%,
seguido de homogeneiza¢do em shaker por 5 minutos e filtracdo em papel de filtro Whatman
n°® 1. Uma aliquota de 14,0 mL do filtrado foi retirada e adicionada de 14,0 mL de sulfato
cuprico (CuSOy) 10 % e cerca de 10 g de celite. Apoés homogeneizacao, o material foi filtrado
em papel de filtro Whatman n° 1 e 14,0 mL do filtrado adicionados de 14,0 mL de agua
destilada. A este, foram acrescentados 2,0 mL de cloroférmio, para o processo de parti¢do. O
conteudo foi agitado por 3 minutos e ap6s 5 minutos de decantacdo, foram coletados 1,5 mL,
acrescentados mais 2,0 mL de cloroformio a solugdo e agitados por mais 3 minutos,
decantados por 5 minutos e coletados mais 1,5 mL. As duas fragdes de cloroférmio foram
reunidas, passadas através de filtro de 0,45 pm (Millex, Millipore® Durapore) e evaporadas
sob fluxo de N, em banho-maria a 45 °C. As amostras foram estocadas a -20 °C até serem

analisadas.

Determinacio de AFB;: As aliquotas de 3,0 mL, secas sob fluxo de N, em banho-maria a 45
°C foram submetidas a derivatizacdo, segundo o método de Miyamoto, Hamada e Kawamura
(2008), pela adi¢ao de 100 pL de acido trifluoroacético (TFA), agitadas por 30 segundos,
sonicadas por 5 minutos e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de
luz. TFA foi adicionado as solugdes-padrao de AFs nas mesmas condi¢des. Apds o periodo de
incubacdo das amostras, foram adicionados 900 pL de metanol:dgua (55:45, v/v) e a solugdo
foi agitada por 15 segundos, segundo o método de Blandino, Reyneri e Vanara (2008), sendo
uma aliquota de 20 pLL da amostra injetados no cromatografo liquido de alta eficiéncia.

O sistema cromatografico consistiu de um equipamento Shimadzu (Kyoto, Japan) SCL-
10AVP equipado com uma bomba LC-10AT, um injetor Rheodyne modelo 77251 e um
detector de fluorescéncia RF-10A XL com comprimentos de onda de excitacdo ¢ emissao de
360 nm e 435 nm, respectivamente, e sistema isocratico de fase reversa. A separagao foi
realizada em coluna Luna C-18 Phenomenex (250 x 4,6 mm de diametro interno, 5 pm,
Scharlau, Barcelona, Spain). A fase movel consistiu de metanol:dgua (55:45, v/v), bombeada

a um fluxo de 1 mL/min e a temperatura do forno constante a 25 °C.
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A quantidade de AFB, adsorvida foi estimada pela quantidade remanescente no sobrenadante

apos os testes de adsorcao in vitro.

Analise Estatistica: Foi aplicada analise de variancia ANOVA ao nivel de 95% de confianca
e metodologia de superficie de resposta (MSR) por meio do software Statistica 6.0 (Stat Soft,
Inc.).

Resultados e Discussao

O modelo do planejamento estatistico 2* apresentou um coeficiente de
determinagao (R2 = 0,91) satisfatorio ao nivel de 95% de confianga, no entanto, houve uma
perda na visualizagcdo devido a variagdo experimental entre as variaveis, seguindo a dire¢do
do ponto maximo, sendo necessario um ajuste nesse modelo.

Assim, foi realizado um planejamento estatistico 2° composto central com
triplicata no ponto central, que apresentou modelo quadratico estatisticamente significativo
(R* = 0,83) e sem falta de ajuste no nivel de 95% de confianca, de acordo com a Equagio 1,
com a concentragdo de toxina como unica varidavel significativa. Na Equagdo 1 estdo
apresentadas as varidveis do modelo quadratico com os respectivos erros padrao dos

coeficientes.

—11.95-1.06 pH—2.08 pH>+ 0.99 +1.97¢*+5.5[ AFB, ]
(¥07) (20.27)  (20.33) (¥027) (0.33)  (4027)

+0.56[ AFB;]-0.74 pH x t—1.24 pH x AFB;+1.78t x AFB

(£0.33) (£0.35) (£0.35) (£0.35)
Equaciao 1 — Varidveis do modelo quadratico com os respectivos erros padrdo dos
coeficientes.
Onde:

¥ = quantidade adsorvida, e os valores entre parénteses sdo os erros padrdo

Na Figura 1 estdo apresentadas as curvas de nivel das respostas do

planejamento estatistico 2°. Observa-se que ocorreu maior adsor¢do de AFB, (25 ng/mg) em
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pH 7. Em pH 5 ocorreu adsor¢ao de 20 ng/mg e em pH 3,64 houve adsor¢dao de 10 ng/mg,
sendo necessario um aumento na concentracao de toxina para uma maior adsor¢ao.

Desheng et al. (2005), avaliando a adsor¢do de AFB; por montimorilonita
em solugdes aquosas em pH 2 e 8 encontraram quantidades maximas adsorvidas de 613,5 e

628,9 ug de AFB,/g de montimorilonita, nos respectivos valores de pH.

2.0

1.5

Bl 25

B 15
110

0.0 0.5
pH

Figura 1 — Curvas de nivel das respostas do planejamento estatistico 2°.

Ye et al. (2009) analisaram a adsor¢dao de AFB; em humato de sddio, um
adsorvente organico que contém muitos grupos ativos, e diferentes condi¢des de pH (3,0, 7,0
e 8,0), quantidade de adsorvente (4,0, 10,0 e 20,0 mg), tempo de interagao (30, 45, 60, 75 e 90
minutos) e concentracao inicial de AFB; (20, 40, 60, 80 e 100 ng/mL) e demonstraram que, a
medida que o valor do pH era aumentado, a quantidade de AFB, adsorvida aumentava.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados dos experimentos de adsor¢ao
de AFB, in vitro baseados em planejamento estatistico 2° composto central com triplicata no
ponto central, em relacdo a quantidade adsorvida em ng de AFB;/mg de adsorvente. Houve

alteracdo na quantidade de AFB; adsorvida em relagcdo a concentragdo de toxina, variando de
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4,1 ng/mg (50 ng/mL de AFB,) a 4,73 ng/mg (150 ng/mL de AFB;). Nos experimentos de
adsor¢ao 3 e 7, cujas concentragcdes de AFB; foram alteradas (50 para 150 ng/mL) e mantidas
as condicdes de pH 5,0 e 60 minutos de tempo de interagdo, a adsor¢cdo aumentou de 4,1 para
22,97 ng/mg. Da mesma forma, nos experimentos 2 e 6, cujas concentragdes de toxina foram
alteradas (50 para 150 ng/mL) e mantidas as condi¢des de pH 9,0 ¢ 20 minutos de tempo de

interacao, a adsor¢ao aumentou de 4,73 para 11,5 ng/mg.

Tabela 3 — Resultados dos experimentos de adsorc¢do in vitro de aflatoxina B; baseados em
planejamento estatistico 2° composto central com triplicata no ponto central, em
relacdo a quantidade adsorvida em ng de AFB,/mg de adsorvente.

Qdade.
Tempo AFB,; adsorvida
Experimentos pH (min) (ng/mL) (ng/mg)

1 5 20 50 4,1

2 9 20 50 4,73

3 5 60 50 4,1

4 9 60 50 4,73

5 5 20 150 12,88
6 9 20 150 11,5

7 5 60 150 22,97
8 9 60 150 15,67
9 7 40 100 10,67
10 7 40 100 11,37
11 7 40 100 12,07
12 3,64 40 100 11,47
13 10,36 40 100 7,25
14 7 6,4 100 21,02
15 7 73,6 100 20,59
16 7 40 16 8,0
17 7 40 184 25,65

As quantidades adsorvidas variaram de 4,1 a 22,97 ng/mg (pH 5), de 4,73 a
15,67 ng/mg (pH 9) e de 10,67 a 12,07 ng/mg (pH 7). Comparando-se os experimentos 7 ¢ 8,
em que os valores de pH foram alterados (5 para 9) e mantidos os tempos de interagdo de 60
minutos ¢ 150 ng/mL de toxina, a quantidade adsorvida variou de 15,67 a 22,97 ng/mg
(Tabela 3).

Denli et al. (2006), avaliando a adigdo de 2,5 g/kg de HSCAS, diatomita e
carvao ativado em dietas contendo 0, 40 ou 80 pg AFB /kg de racdo na reducdo dos efeitos
negativos de AFB; em dietas de frangos de corte (n = 180) concluiram que HSCAS ¢ o

adsorvente mais eficaz para diminuir os efeitos negativos de AFB; em frangos de corte ¢ em
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contrapartida, diatomita ou carvao ativado nao conseguiram evitar os efeitos nocivos de AFB;
em frangos de corte.

Phillips et al. (1988) relataram que HSCAS removeu mais de 80 % de AFB;
em solucdo, demonstrando uma alta afinidade do adsorvente por AFB;.

O presente estudo mostrou que nas condi¢des dos testes de adsor¢do in vitro
a mistura de adsorventes foi eficaz, apresentando boa adsor¢do na faixa de pH entre 5 e 7,
abrangendo a faixa encontrada no trato gastrointestinal de ruminantes e animais

monogastricos, minimizando os riscos de contaminagao por aflatoxinas.
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ANEXO A

Microscopia eletronica de varredura da superficie dos adsorventes

A = Fotomicrografia do aluminosilicato de sédio e célcio hidratado (HSCAS), com aumento de
2500X; B = Fotomicrografia da parede celular de levedura, com aumento de 300X; C =
Fotomicrografia da mistura de adsorventes (50% de HSCAS e 50% de parede celular de levedura),
com aumento de 300X
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ANEXO B

Espectros de absor¢ao no infravermelho antes e apos a realizagdo do teste de adsor¢ao de Atb,
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