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"Et ait: germinet terra herbam virentem et facientem
sémen, et lignum pomiferum faciens fructum iuxta
genus suum, cuius sémen in semetipso sit super
terram. Et factum est ita. Et protulit terra herbam
virentem, et facientem sémen iuxta genus suum,
lignumque faciens fructum, et habens unumquodque
sementem secundum speciem suam. Et vidit Deus
guod esset bonum. Et factum est vespere et mane,
dies tertius".

(Génesis 3: 11-13).
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RESUMO

O milho, cereal importante no Brasil, como componente de ragdes animais € como
mateéria-prima incluida em mais de 500 produtos derivados, devido a sua qualidade
nutricional torna-se substrato para contaminacdo por fungos toxigénicos. Com o
objetivo de avaliar o efeito do intervalo de tempo entre a colheita e a pré-secagem
sobre a contaminacdo de milho por fungos e fumonisinas, 490 amostras foram
coletadas em trés pontos da cadeia produtiva, campo (n=100), recepgdo da
cooperativa (n=100) e pré-secagem (n=45) de duas safras consecutivas (2003 e
2004) da Regiao Norte do Estado do Parana. Fusarium spp. foi o género prevalente
(100%), seguido por Penicillium spp. que foi detectado em 98%, 95% e 97% das
amostras de campo, recepgcdo e etapa de pré-secagem (safra 2003),
respectivamente. As fumonisinas foram detectadas em todas as amostras de ambas
as safras, com niveis variando de 0,11 a 15,32 mg/g em amostras de campo, de 0,16
a 15,90 mg/g em amostras de recepgao e de 0,02 a 18,78 mg/g em amostras de pré-
secagem para safra de 2003. As amostras de 2004 apresentaram menor nivel de
contaminagao, com teores variando de 0,07 a 4,78 mg/g em amostras de campo, de
0,03 a 4,09 mg/g em amostras de recepcéo e de 0,11 a 11,21 mg/g em amostras de
pré-secagem. Os niveis médios de fumonisinas aumentaram gradualmente de < 5,00
mg/g para 18,78 mg/g quando o intervalo de tempo entre a colheita e a pré-secagem
aumentou de 3,2 para 8,9 horas (safra 2003). O mesmo perfil foi apresentado pelas
amostras da safra de 2004. Os niveis de fumonisinas e o intervalo de tempo entre
colheita e pré-secagem apresentaram correlacdo positiva (0=0,96) (p<0,05),
sugerindo que o retardo da secagem contribui para o aumento na contaminagao por
fumonisinas em milho. A qualidade do milho foi avaliada em 870 amostras recém-
colhidas (safras 2003 e 2004) utilizadas por industrias processadoras de milho da
Regidao Norte do Parana. A amostragem foi realizada na recepgédo da industria
(n=300) e etapa de pré-secagem (n=135) de cada safra. Fusarium spp. apresentou
100% de frequéncia em ambas as safras, Penicillium spp. 90 e 95%, enquanto que
Aspergillus spp. 6 e 15%, para 2003 e 2004, respectivamente. Fumonisina B4 (FB+)
foi detectada em todas as amostras, com niveis variando de 0,02 a 11,83 mg/g em
amostras de recepgado e de 0,02 a 10,98 mg/g em amostras de pré-secagem.
Fumonisina B2 (FB2) foi detectada em niveis variando de 0,02 a 5,25 mg/g em
amostras de recepgdo e de 0,01 a 7,89 mg/g em amostras de pré-secagem (safra
2003). As amostras da safra de 2004 apresentaram niveis de FB1 variando de 0,03
a 12,04 mg/g em amostras de recepg¢ao da cooperativa e de 0,06 a 7,74 mg/g em
amostras de pré-secagem. FB; foi detectada em niveis variando de 0,02 a 6,12 mg/g
em amostras de recepc¢do e de 0,05 a 3,47 mg/g em amostras de pré-secagem.
Considerando 4,00 mg/g como nivel maximo recomendado para consumo humano,
351 amostras (80,7%) da safra de 2003 e 430 amostras (98,8%) da safra de 2004
estariam adequadas ao processamento de massas. Niveis baixos de contaminagao
foram detectados em amostras de milho utilizadas como matéria-prima pelas
empresas processadoras da Regido Norte do Estado do Parand, ratificando que o



constante monitoramento € essencial para produzir milho com qualidade
fitossanitaria adequada as recomendagdes comerciais. Paralelamente, foram
comparadas as metodologias de analise por contagem de pontos de fluorescéncia,
cromatografia em camada delgada (CCD) e espectrofluorimetria por meio da analise
de 40 amostras de milho naturalmente contaminadas por aflatoxinas e positivas para
Aspergillus do grupo flavus. As aflatoxinas foram detectadas por CCD em 16
amostras (40%), enquanto que por espectrofluorimetria 24 amostras foram positivas
(60%). Os resultados de CCD e espectrofluorimetria apresentaram boa correlagéao
(0=0,97). A analise segundo contagem de pontos de fluorescéncia apresentou 20%
de resultados falso-negativos, sugerindo seu emprego como triagem para selegao de
lotes com possivel contaminacgao por aflatoxinas.

Palavras-chave: Milho. Fumonisinas. Fusarium spp. CCD. Espectrofluorimetria.
Contagem de pontos de fluorescéncia. Aflatoxinas.



ABSTRACT

Corn is an important cereal crop in Brazil as a major ingredient of animal feed and as
raw material included in more than 500 cereal based products. Nevertheless, due to
its nutritional quality it becomes an excellent substratum for the toxigenic fungi
contamination. In order to evaluate the effect of the time interval between the
harvesting and the pre-drying step on the fungal and fumonisin contamination, 490
samples were collected in three points of the corn producing chain, field (n=100),
delivery post (reception) of the cooperative (n=100) and pre-drying step (n=45) from
two consecutive crops (2003 and 2004) of the North Region of Parana State. The two
crops showed a similar profile concerning the fungal frequency. Fusarium sp. was the
prevalent genera (100%) for the three sampling sites from both crops, followed by
Penicillium sp. which was detected in 98%, 95% and 97% of samples from field,
reception and pre-drying step (2003 crop), respectively. Fumonisins were detected in
all samples from the three points of producing chain belonging to both 2003 and
2004 crops. Fumonisin levels ranged from 0.11 to 15.32 ug/g in field samples, from
0.16 to 15.90 ug/g in reception samples and from 0.02 to 18.78 ug/g in pre-drying
samples belonging to 2003 crop. Samples from 2004 crop showed lower
contamination and fumonisin levels ranged from 0.07 to 4.78 ué/g in field samples,
from 0.03 to 4.09 ug/g in reception samples and from 0.11 to 11.21 ug/g in pre-drying
samples. The mean fumonisin levels increased gradually from = 5.0 ?g/g to 18.78
ulg/lg as the time interval between the harvesting and the pre-drying step increased
from 3.2 to 8.9 hours (2003 crop). The same profile was observed for samples from
2004 crop. Fumonisin levels and the time interval (0=0.96) showed positive
correlation (p < 0.05), suggesting that delay in drying process can increase fumonisin
levels in corn. In addition, corn quality concerning to fungal and fumonisin
contamination was evaluated in 870 freshly harvested corn samples (2003 and 2004)
used as raw material by corn processing industries in the North region of Parana
State. Sampling was carried out in two points of corn producing chain, i.e., reception
of processing industry (n=300) and pre-drying step (n=135) for each crop. Corn
samples were frequently contaminated with Fusarium sp. (100%) and Penicillium sp.
(90 to 95%), when compared to Aspergillus sp. (6 to 15%). Fumonisin B¢ (FB1) was
detected in all samples from the two points of corn producing chain belonging to both
crops. FB1 levels ranged from 0.02 to 11.83 mg/g in reception samples and from 0.02
to 10.98 mg/g in pre-drying samples belonging to 2003 crop. Samples from 2004 crop
showed FB; levels ranging from 0.03 to 12.04 mg/g in reception samples and from
0.06 to 7.74 mg/g in pre-drying samples. FB2 levels ranged from 0.02 to 5.25 mg/g in
reception samples and from 0.01 to 7.89 mg/g in pre-drying samples (2003 crop),
while in samples from 2004 crop FB; levels ranged from 0.02 to 6.12 mg/g in
reception samples and from 0.05 to 3.47 mg/g in pre-drying samples. Considering 4.0
ugdlg as the maximum fumonisin level recommended for pasta production, 351
samples (80.7%) from 2003 crop and 430 samples (98.8 %) from 2004 crop were
safe for human consumption. Low fumonisin levels were detected in the most corn
samples used as raw material by processing industries in the North region of Parana
State. Nevertheless, constant monitoring control regarding the throughout corn
producing chain is essential for hazard minimization and compliance with trade
requirements. Parallely, fluorescence point counting, thin layer chromatography
(TLC) and spectrofluorimetry were compared through analysis of 40 naturally
contaminated corn samples and positive for Aspergillus flavus group. Aflatoxins were



detected by TLC in 16 (40%) samples, while 24 (60%) samples were positive by
spectrofluorimetry. Data obtained by TLC and spectrofluorimetry showed a good
correlation (r=0,97). Analysis by fluorescence point counting showed 20% of false-
negative results, suggesting its application on screening of sample lots possibly
contaminated by aflatoxins.

Keywords: Corn. Fumonisins. Fusarium spp. TLC. Spectrofluorimetry. Fluorescence
point counting. Aflatoxins.
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1 INTRODUCAO

A agropecuaria constitui a base da economia brasileira, garantindo o
fornecimento continuo de insumos de origem vegetal e animal, sendo que o Estado
do Parana ocupa posi¢ao estratégica pela maior produgdo de milho, outros graos,
frutas e produtos de origem animal.

O cenario mundial atual é favoravel para o Brasil se consolidar como
um dos grandes exportadores agricolas do mundo, sendo que em 2007, a producao
total de cereais, leguminosas e oleaginosas deve alcangar 132,36 milhdes de
toneladas e ficar 1,46% acima das 130,45 milhdes de toneladas obtidas em 2006
(CONAB, 2007). As exportagdes brasileiras de milho nos dois primeiros meses de
2006 atingiram 1,214 milhdes de toneladas, volume 68% superior ao registrado em
igual periodo de 2005, de acordo com dados da Secretaria de Comércio Exterior
(Secex). O Brasil exportou 587 mil toneladas de milho em janeiro/2006 e embarcou
mais 622 mil toneladas em fevereiro/2006, sendo a maior parte pelo porto de
Paranagua - PR.

No Parana, maior produtor nacional de milho, estima-se uma
producdo de 11,43 milhdes de toneladas em 2007. O destaque em janeiro foi
justamente no setor agricola, com a comercializagdo de milho e trigo. Em relagdo ao
mesmo més de 2005, as vendas do milho cresceram mais de cinco vezes, elevando-
se de US$ 9,39 milhdes para quase US$ 52 milhdes (CONAB, 2007).

O milho, uma importante fonte nutricional, constituindo um
consideravel componente da alimentagdo humana e representando 60 a 70% da
composi¢cao das ragcbes empregadas na suinocultura e avicultura esta sujeito a
contaminagdo por fungos, produtores de metabdlitos secundarios que reduzem a
qualidade do produto. Nas duas ultimas décadas, a qualidade sanitaria e nutricional
dos graos de milho passou a ser alvo de preocupagado para os produtores,
armazenadores, processadores, exportadores e consumidores.

A qualidade do milho € fundamental para se estabelecer o preco de
comercializagdo. O grdo de milho é classificado de acordo com os fatores de
qualidade tais como umidade, impurezas, graos ardidos, brotados, e matérias
estranhas. As alteragdes podem ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva, ou
seja, no desenvolvimento, maturagdo, colheita, transporte, secagem e

armazenamento. Os fatores que mais afetam a qualidade estdo relacionados com
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condic¢des climaticas de cultivo, colheita e armazenagem.

Entre os diversos fungos envolvidos na fase de pdés-colheita de
milho, Fusarium verticillioides € relevante, sendo que a sua viabilidade se estende
durante o armazenamento. Esse fungo é responsavel pela producdo de metabdlitos
secundarios toxicos do grupo das fumonisinas, que causam uma série de efeitos
téxicos a0 homem e animais domésticos, com destaque para leucoencefalomalacia
em equideos, sindrome de edema pulmonar em suinos, imunossupressao em aves e
atividade promotora de cancer comprovada em ratos (NORRED; VOSS, 1994).

Face a ocorréncia praticamente inevitavel de Fusarium verticillioides
e o0s subsequentes riscos associados a presenca de fumonisinas em milho, estudos
dirigidos para o ponto critico da produgcdo de fumonisinas, micotoxinas mais
frequentemente detectadas em milho, sdo importantes. Portanto, o monitoramento
de toda cadeia produtiva é imprescindivel, uma vez que o processamento industrial
nao elimina as toxinas existentes nos graos de milho.

Um dos pontos de afunilamento detectado na cadeia produtiva do
milho esta na impossibilidade das empresas controlarem a presenca de micotoxinas
em todos os lotes recebidos devido ao alto custo das andlises. Por outro lado, a
inexisténcia de silos e secadores nas propriedades rurais resulta na permanéncia
dos gréos colhidos por longos periodos com um teor de umidade favoravel ao
desenvolvimento de fungos toxigénicos. Estudos anteriores demonstraram que
nessas fases, a contaminacado por fumonisinas pode aumentar em até 10 vezes,
prejudicando a qualidade do produto.

As crescentes exigéncias dos mercados interno e externo quanto a
garantias de qualidade e sanidade de produtos alimentares tém obrigado a
implementacdo de processos de certificacdo e rastreabilidade. Os mercados
importadores de aves e suinos comegam a exigir esta certificagdo dos produtos
baseada na rastreabilidade das matérias primas empregadas na alimentagdo desses
animais. No caso de graos, micotoxinas e contaminantes fitossanitarios podem
constituir barreiras para a comercializacao.

A globalizagdo exige qualidade total ao longo de toda a cadeia
produtiva. A preocupacao existente entre os produtores quanto a manutengao da
qualidade de milho, na etapa pdés-colheita, vem se tornando cada vez mais critica.
Portanto, o conhecimento de toda cadeia produtiva € importante para concentrar

esforgos nos pontos de controle e para garantir a qualidade e seguranga alimentar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MiLHO

Trata-se de uma cultura mundial com produc¢do anual de 607,1
milhdes de toneladas. Os Estados Unidos da América detém a maior producao
mundial com quase 50%, seguido pela China e Brasil. A produgado brasileira
alcancgou franca expansao nos ultimos 15 anos, com producao de 24,09 milhdes de
toneladas no ano de 1990/91 para cerca de 41,37 milhdes de toneladas em 2005
(crescimento de 73%). O Estado do Parana € o principal produtor e exportador
representando 30% da produgdo nacional em 2005. A evolugdo na produgao
paranaense € maior que a evolugao nacional no mesmo periodo analisado (de
1990/91 a 2005/06), sendo que a produgéo paranaense aumentou 107%, passando
de 4,96 milhdes de toneladas para 10,29 milhdes de toneladas no ano de 2005/06
(CONAB, 2007) (Tabela1).

O milho (Zea mays L.), um cereal classificado como pertencente a
familia das Gramineae e subdividido em tribos. A tribo Maydeae engloba oito
géneros, sendo trés de origem americana, denominados de Zea, Tripsacum e
Euchlaena. O género Zea destaca-se pela importancia econémica e social, o
Tripsacum devido ao uso como forragem e o Euchlaena por ser precursor do milho
(SOTOMAYOR-RIOS; WEIBEL, 1987).0 género Zea, por sua vez, subdivide-se em
cinco grupos, denominados de amilaceo, dentado, duro, pipoca e doce. O hibrido
semidentado, originado do cruzamento entre o milho duro e o dentado, é o mais
aceito no Brasil, predominando nos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e

Santa Catarina.
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Tabela 1 — Area plantada, produtividade e producédo nacional e paranaense de milho
referente as safras 1990/91 a 2005/06.

Brasil Parana
Safras Area Produtividade Produgdo  Area Produtividade Producé
0
Plantada (Kg/hect.) (1000 ton.) Plantada (Kg/hect.) (1000
(1000 hect.) (1000 ton.)
hect.)
1990/91 13.451,4 1.791,0 24.096,1 2.363,0 2.103,0 4.968,9
1991/92 14.027 1 2.194,0 30.771,2 2.600,0 2.824,0 7.342,5
1992/93 12.436,3 2.349,0 29.207,7 2.689,0 2.886,0 7.760,6
1993/94 14.151,7 2.344.0 33.173,7 2.881,0 2.822,0 8.1294
1994/95 14.282,2 2.622,0 37.441,9 2.750,0 3.338,0 9.180,0
1995/96 13.756,7 2.356,0 32.404,7 2.440,5 3.243,0 7.914,8
1996/97 13.798,8 2.588,0 35.715,6 2.525,0 3.233,0 8.164,9
1997/98 11.391,1 2.650,0 30.187,8 2.254.4 3.284,0 7.403,9
1998/99 12.513,0 2.589,0 32.393,4 2.549,2 3.319,0 8.460,0
1999/00 12.757,9 2.480,0 31.640,5 2.668,3 2.638,0 7.037,0
2000/01 12.972,5 3.260,0 42.289,7 2.797,0 4.424,0 12.374,0
2001/02 12.297,8 2.868,0 35.266,8 2.492,5 3.757,0 9.363,0
2002/03 13.226,2 3.585,0 47.410,9 2.805,8 4.867,0 13.657,0
2003/04 12.783,0 3.286,0 42.128,5 2.447 1 4.574,0 11.192,0
2004/05 12.025,7 2.902,0 34.976,9 1.969,1 4.238,0 8.344,0
2005/06 * 12.490,8 3.307,0 41.370,0 2.113,7 4.863,0 10.294,0
2006/07** 12.997,2 3.443,0 44.681,0 2.386,4 4.793,0 11.437,3

Fonte: CONAB- levantamento realizado em janeiro de 2007.
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA
Companhia Nacional de Abastecimento.

* Preliminar ** Previsao.

Ton - tonelada , Hect. - hectare

Segundo estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2007) a produtividade paranaense sera de 4,79 ton/hectare na safra
2006/2007, cerca de 1,35 ton/hectare maior que a média nacional. Com relagao a
area plantada, o Parana representa apenas 17% da area nacional, mas com
producao de 25,6% do total da safra de milho.

Consiste em matéria-prima de alta qualidade nutricional,
apresentando altos teores em carboidratos (71,7%), proteinas (9,5%) e lipidios
(4,3%). Suas proteinas apresentam alto valor nutritivo, que aliado a composigao de
micronutrientes, torna-o o principal ingrediente nas ragcées animais. Com relagéo a
alimentacdo humana, destina-se a produtos processados, incluindo cereais matinais,
"snacks", "cornflakes", semolina, massas e biscoitos (MUNKVOLD; DESJARDINS,
1997).

Estima-se que nos paises desenvolvidos, o consumo anual de graos
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seja de 1000 kg/ano, sendo 930 kg consumidos na forma de ragao para produgao de
carne, leite e ovos e, somente 70 kg na forma de dieta humana. Por outro lado, em
paises subdesenvolvidos da Africa e Asia, o consumo per capita é de 150 kg/ano,
quase todo na forma de gréo "in natura™ (MORICOCHI et al., 1989).

Devido a produgdo de milho restringir-se a um curto periodo e o
abastecimento ocorrer durante todo o ano, € importante a pratica da conservagao.
Por ser uma estrutura viva, o grao tende a se deteriorar por processos naturais como
a respiracao que consome matéria seca. Outro fator que acelera a deterioragao € a
presengca de microrganismos, principalmente quando o grdo é estocado de forma
impropria com elevado teor de agua livre, impurezas, graos danificados por fungos
(LAZZARI et al., 1997).

Apods a colheita, o milho é transportado até a unidade beneficiadora
onde ocorre 0 processo de pré-limpeza (retirada de impurezas, graos ardidos,
brotados, trincados), pesquisa de pontos de fluorescéncia e determinacdo de
umidade. Por tais parametros, o milho é classificado como aceitavel ou néo e
prossegue para armazenagem pré-secagem em estruturas denominadas moegas.
Por intermédio de esteiras mecanicas, o milho é entao transportado para secadores,
cuja finalidade é reduzir a umidade relativa do gréo para valores de 14%. Todo este
processo integrado (Figura 1) caracteriza-se como beneficiamento do milho em
etapas pos-colheita (MENEGAZZO et al., 2001).
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ARMAZENAMENTO

Figura 1 — Fluxograma de beneficiamento de milho até armazenagem dos graos no silo.

Quanto a classificagdo, o grdo de milho & inspecionado de acordo

com a presenga de impurezas, restos de cultura, grdos quebrados, trincados,

ardidos e presenca de micotoxinas. Os principais parametros de classificacao

adotados por empresas que comercializam ragdes para avicultura e suinocultura
estdo listados na tabela 2 (MENEGAZZO et al., 2001).
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Tabela 2 — Padrdo de classificagdo do milho adotado por empresas que
comercializam ragdes para avicultura e suinocultura (MENEGAZZO et
al., 2001)

Parametros Tolerancia maxima
Umidade 14 %
Impurezas 1 %
Ardidos + brotados 6 %
Quirera 2 %
Carunchados 2 %
Aflatoxina 20 ug/kg
Ocratoxina 20 ug/kg
Fumonisina 8 ug/ke
Toxina T-2 400 pg/kg
Zearalenona 500 pglke
Vomitoxina 2000 png/kg

2.2. FUSARIUM VERTICILLIOIDESE FUMONISINAS

2.2.1 Fusarium Verticillioides

O milho, devido a sua elevada qualidade nutricional, esta sujeito a
contaminagao por uma microbiota muito diversificada entre bactérias, leveduras e
bolores. Segundo Christensen e Sauer (1982), os fungos contaminantes de graos
podem ser classificados quanto ao requerimento de agua em fungos de campo e
fungos de armazenamento. Os fungos de campo sado caracterizados por invadirem
0s graos no estagio pré-colheita, ou nas espigas poés-colheita antes do
debulhamento. Requerem um alto teor de umidade (20-21%) e incluem os géneros

Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium e Fusarium. Os fungos de
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armazenamento, por sua vez, requerem teor de umidade na faixa de 16% e
compreendem os géneros Aspergillus e Penicillium.

Os fungos de maior interesse sdo os produtores de metabdlitos
secundarios toxicos, como os géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium e Alternaria
(ONO et al., 1999; CASTELLA et al., 1999; SWEENEY; DOBSON, 1999;
GONZALEZ et al., 2001; CREPPY, 2002).

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (F.moniliforme Sheldon), um
patdgeno primario endofitico de milho, infecta raizes, colmo e espigas, causando
podriddo em todos os estadios de desenvolvimento do milho (FANDOHAN et al.,
2004; YATES et al.,, 2005). Esta entre os fungos comumente associados ou
colonizando plantas de maneira assintomatica (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).
O ciclo da fusariose, infecgdo do vegetal por Fusarium, inicia-se com a sobrevivéncia
do fungo nos residuos de cultivos anteriores, e permanece na forma de hifas
capazes de contaminar sementes no solo, seguida da disseminagdo sistematica
para o colmo até atingir a espiga. Outra via de contaminagéo é a disseminagéo de
macro e microconidios pelo ar ou pela chuva, através do estigma da espiga. Os
conidios introduzidos nos tecidos por via sistémica atingem os graos, porém o
estigma constitui a via de inoculagdo mais direta. Outro processo que favorece a
fusariose é a transmissao por meio de insetos vetores de conidios, que também
provocam injurias na planta, tornando o local adequado para a instalacédo e
germinacao de conidios (NELSON et al., 1991; DESJARDINS et al., 1994; LAZZARI,
1997; BAKAN et al., 2002; GUTLEB et al., 2002). Fusarium verticillioides apresenta
ampla distribuicdo, mas é encontrado principalmente em regides tropicais e
subtropicais, contaminando produtos como milho, arroz, cana-de-agucar, bananas,
aspargos e algodao (THRANE; SEIFERT, 1989; GUTLEB et al., 2002).

Fusarium verticillioides causa prejuizos em culturas de milho
advindos da descoloragdo e necrose dos graos, perda de matéria seca (EZZAT,
1998) e da producdo de fumonisinas, podendo levar a inviabilizagdo de todo o lote
por apresentar riscos a saude animal e humana (ALBERTS et al.,, 1990; EZZAT,
1998; GUTLEB et al., 2002).

Fusarium verticillioides apresenta colbnias de rapido crescimento
(trés a cinco centimetros de didametro, em 4 dias a 25 °C) e coloragdes variadas
(rosa, laranja, vermelho-escuro, violeta e lilds). Possui micélio aéreo cotonoso e

difuso, microconideos em longas cadeias e macroconideos fusiformes,
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caracteristicos do género. A temperatura 6tima de crescimento esta na faixa de 22,5
a 27,5 °C, sendo a temperatura minima de 2,5 a 5,0 °C e maxima de 37,5 °C. A
espécie pode crescer sob condi¢gdes anaerdbicas e suportar concentragdes acima de
15% de NaCl em meio de cultura (THRANE; SEIFERT, 1989).

2.2.2 Fumonisinas

Micotoxinas sdo compostos organicos de baixo peso molecular,
produzidos como metabdlitos secundarios téxicos, por espécies de diferentes
géneros fungicos, com diversificadas estruturas quimicas e que ocorrem em uma
variedade de substratos, incluindo produtos agricolas (DIAZ et al., 1994; DILKIN et
al., 2002b). As cinco principais micotoxinas encontradas em cereais e derivados sao
ocratoxina A, zearalenona, tricotecenos, aflatoxinas e fumonisinas (FONSECA et
al., 1996).

As fumonisinas constituem um grupo de micotoxinas descobertas
por Gelderblom et al. (1988) em cultura de F. verticillioides MRC 828 (MARASAS,
2001). Além de F. verticillioides, outras espécies como F. proliferatum e F. nygamai
também sado produtoras de fumonisinas (NELSON et al.,, 1993). Até 2006, 28
analogos estruturais foram identificados e subdivididos em quatro grupos
designados pelas letras A, B, C e P (RHEEDER et al., 1995; AH-SEO; WON LEE,
1999), entretanto apenas a FB4, FB, e FB; foram detectadas em niveis significativos
em milho e derivados naturalmente contaminados (THIEL et al., 1991; CASTELLA et
al.,, 1999; LA CAMPA et al, 2004). A fumonisina By é a mais abundante,
correspondendo a cerca de 70% do total de fumonisinas (NELSON et al., 1991;
DESJARDINS et al., 2000).

As analises de ressonancia nuclear magnética e espectrometria de
massa revelaram que a fumonisina By € um diéster de propano 1, 2, 3 -acido
tricarboxilico e 2 - amino - 12, 16 dimetil - 3, 5, 10, 14, 15 - pentahidroxieicosano
onde nos Cys e Cy5 o0s grupos hidroxilas s&o esterificados com o grupo
carboxiterminal de propano 1, 2, 3 - acido tricarboxilico (BEZUIDENHOUT et al.,
1988) (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura quimica das principais fumonisinas naturalmente encontradas em milho
e derivados.

As fumonisinas apresentam apenas quatro elementos em sua
estrutura (C, N, H e O), sdo moléculas de baixo peso molecular, variando entre 689
a 721 (tabela 4), com formula molecular geral C3sHsoNO,. Possuem caracteristica
fortemente polar, uma vez que constituem um grupo de poliadlcoois e devido a
facilidade em formar pontes de hidrogénio com a agua, apresentam boa solubilidade
em metanol:agua e acetonitrilia:agua, sendo insoluveis em compostos de baixa
polaridade, como diclorometano e hexano (BEZUIDENHOUT et al., 1988). Nao

apresentam grupos cromaéforos, e também n&o absorvem a luz ultravioleta.
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Tabela 3 — Massa molecular e férmula molecular das principais fumonisinas.

Fumonisinas Formula Massa Mol. (g/mol) Ponto fusao ("C)
FB, C;34Hs50NO;5 7218 105,2
FB; C34Hs50NO114 705.8 105.4
FB; C34Hs50NO114 705,8 104.5
FB,4 C34Hs50NO3 689.8 104,2

Fonte: Fonseca, 2005.

Quanto as propriedades fisicas, a fumonisina B4 apresenta-se sob a
forma de um pd branco, higroscopico, com ponto de fusédo entre 103 e 105 °C. Séo
termo-resistentes, uma vez que a fumonisina B4 foi degradada em apenas 50%
quando submetida a relagdes temperatura-tempo: 75 °C/8h, 100 °C/75 minutos, 125
°C/38 minutos e 150 °C/10 minutos (DUPUY et al., 1993).

A fumonisina Bi ndo ¢é completamente destruida durante o
processamento dos alimentos, como por exemplo, a fermentacdo de milho
contaminado para produgdao de bebidas (DESJARDINS et al., 2000) ou por
nixtamalizagdo, um processo onde o milho & fervido em solugdo calcica para
produzir iguarias mexicanas denominadas "tortillas" (LA CAMPA et al., 2004).

As principais metodologias aplicadas para a deteccdo e
quantificacdo de fumonisina B4 e seus analogos incluem cromatografia em camada
delgada (CCD) (PLATTNER et al., 1990), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (ALBERTS et al., 1990; ROSS et al.,, 1991; SHEPHARD et al.,, 1990) e
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (SYDENHAM et al.,
1990). Na década de 90 surgiram metodologias baseadas em ensaios
imunoenzimaticos, empregando principalmente anticorpos monoclonais com alta
especificidade (STROKA et al., 2000).

Apesar da descoberta de metodologias mais sensiveis e precisas,
pouco tem sido realizado em termos de definicao de limites aceitaveis padronizados
para todos os paises, quer sejam importadores ou exportadores de milho e
derivados. Existem apenas recomendagdes como a estabelecida pelo "Mycotoxin
Committee of the American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians”,
recomendando um limite maximo de 5, 10, 50 e 50 ug/g de fumonisina para ragdes

de equinos, suinos, bovinos e aves, respectivamente (MUNKVOLD; DESJARDINS,
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1997). A "Food and Drug Administration" (FDA, 2001) recomenda para o consumo
humano o nivel maximo de 2,0 ug/g de fumonisinas (FB4 + FB, + FB3) para farelos
de milho, 3,0 ug/g para milho pipoca e 4,0 ux/g para milho destinado a producgéo de
massas (AVANTAGGIATO et al., 2002). Orgéos sanitarios suicos recomendam o
limite maximo de 1 ug/g para os derivados de milho destinados ao consumo humano
(VISCONTI; BOENKE, 1995). Em 2001, a FAO/WHO, Expert Committee on Food
Additives and Contaminants (JECFA, 1996) estabeleceu um maximo diario toleravel
de carater provisorio para fumonisina de 2,0 ug/kg de peso corpoéreo por dia.

Segundo Wang et al. (1991), o mecanismo de agao da fumonisina B4
esta relacionado a sua similaridade estrutural com os esfingolipideos (esfinganina e
esfingosina) (figura 3), resultando em inibicdo competitiva da enzima ceramida-
sintetase (N-acil-transferase). Portanto, a fumonisina B4 ocuparia o sitio ativo da
enzima, bloqueando a sintese de ceramida, uma precursora de esfingomielina e
glicoesfingolipideos (figura 5). Este bloqueio resulta no acumulo téxico de
esfinganina livre e deplecédo de esfingolipideos complexos, importantes lipideos de
membrana celular (JINDAL et al., 1999). A esfinganina livre aparece no sangue e
urina de animais que ingeriram fumonisina, podendo ser usada como biomarcador
para a exposi¢cao (NORRED; VOSS, 1994). A fumonisina também age nos sitios de
regulagéo celular, aparentemente independente da inibigdo do metabolismo lipidico,
alterando a proliferacdo e a comunicacado celular, adesao, apoptose, indugao de
estresse oxidativo e modulagao de expressao génica (ABADO-BECOGNEE et al.,
1998).
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Figura 3 — Estrutura da fumonisina B e das bases esfingdides, esfingosina e esfinganina
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Figura 4 — Mecanismo de agc&o da Fumonisina Bi em relacdo a sintese de
esfingolipidios

Fonte: Wang et al., 1991.
[E4] e [E2] - N-acil transferase (ceramida sintetase).

Diferentes espécies animais apresentam graus variados de

sensibilidade a fumonisina, dependendo da dose ingerida, estado nutricional do
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animal e modo de exposi¢cdo. Entre os animais mais sensiveis estdo os equinos,
acometidos por uma sindrome classica de intoxicagdo conhecida por
leucoencefalomalacia equina - LEME (MARASAS et al., 1988; ROSS et al., 1990;
THIEL et al., 1991; DESJARDINS et al., 2000; LA CAMPA et al., 2004). Surtos em
varios paises, incluindo Brasil, Argentina, Africa do Sul, China e Estados Unidos
(HIROOKA et al, 1990; WILSON et al., 1990). A LEME consiste de uma doenca de
alta letalidade e mortalidade, sendo os sintomas clinicos mais evidentes a
inapeténcia, a letargia, o movimento em pedalada, convulsdo e morte (KELLERMAN
et al., 1990).

Em suinos, a fumonisina causa a sindrome de edema pulmonar
(SEP) e hidrotérax (ROSS etal., 1990), sendo o quadro sintomatologico reproduzido
pela inoculagcdo intravenosa de fumonisina B1 (HARRISON et al., 1990). Esta
sindrome caracteriza-se por alteracbes hepaticas, cardiovasculares e pulmonares
(HASCHEK et al., 2001). O quadro clinico geral consiste de dispnéia, inapeténcia e
morte dentro de poucos dias (OSWEILER et al., 1992).

Em ratos, apresenta atividade hepatotdxica e promotora de cancer
hepatico, ocasionando o surgimento de lesdes necrosantes nos Iébulos hepaticos,
alteracdes dos hepatdcitos em nivel nuclear, como picnose, hiperplasia, proliferacao
do ducto biliar e fibrose (NORRED; VOSS,1994). Efeitos similares foram observados
por Gelderblom et al. (1988), que relataram reducédo de peso em ratos alimentados
com ragao contaminada por FB4, FB, e FB;. Gelderblom et al. (2001) através de
estudos de proliferacdo de hepatdcitos mostrou que a fumonisina B¢ poderia agir na
fase de promogao de hepatocarcinomas em ratos. Esta ac&o estaria relacionada ao
efeito hepatotoxico e ao aumento da lipoperoxidagdo (MILLER et al., 1995) que a
fumonisina B4 promove, mostrando que o cancer é estabelecido quando uma
substancia genotdxica (como o DEN - dietilnitrosamina) age concomitantemente com
a micotoxina.

Em aves, os efeitos se manifestam através do retardo no
desenvolvimento, redugédo no ganho de peso, aumento de peso nos érgéaos hepatico
e renal, problemas cardiacos, imunodepressdo, degeneragcdo e necrose hepatica
(WEIBKING et al., 1993; NORRED; VOSS, 1994).

O consumo de milho contaminado com fumonisinas também tem
sido relacionado com a ocorréncia de cancer esofagico em humanos na Africa do

Sul, China e outros paises, onde este cereal constitui a dieta basica diaria (THIEL et



29

al., 1991; YOSHIZAWA et al., 1994; MARASAS et al; 1981). No Brasil, a regido Sul
se destaca com a mais alta incidéncia de cancer esofagico e também com o maior
consumo de milho e derivados (VAN DER WESTHUIZEN et al., 2003).

Estudos mais recentes tém mostrado que fumonisinas causam
defeitos na formagado do tubo neural em embrides de camundongos, tanto in vitro
quanto in vivo (LA CAMPA et al., 2004). Em 1990, foi relatada uma ma formacgao do
tubo neural em um grupo de recém-nascidos na fronteira entre Texas e México,
onde o consumo de alimentos da culinaria mexicana é maior, e acredita-se que tal
patologia esteja associada com o consumo de "tortillas" (especialidade a base de
milho) pelas maes durante a gravidez (MISSMER et al., 2004).

Miller et al. (1995) demonstraram uma redugdo da viabilidade de
células C6 de glioma induzida pela fumonisina Bi, com atenuagdo do efeito
lipoperoxidativo pela concomitante administracido de vitamina E, demonstrando que
grande parte de sua citotoxicidade advém da geracdo de radicais livres. Foi
demonstrado que baixas concentracbes (3 a 6 uM) de FB4 embora nao afetasse
diretamente a viabilidade celular, bloqueava as fases G, e M do ciclo celular. Com
respeito aos efeitos epigenéticos, os resultados obtidos mostram que a fumonisina
B+ induz uma hipermetilagdo significativa no DNA de células C6 de glioma em uma
faixa de concentragdo que varia de 9 a 18 uM. Altas concentragbes falharam ao

induzir esta hipermetilacao de DNA.
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Tabela 4 — Efeito agudo da fumonisina B1 em varias espécies animais

Espécie de Principal efeito Referéncia

animal

Bezerro Lesdo hepatica Osweiler er al., 1993
Peixe Morte, dano hepatico Lumlertdacha er al., 1995
Galinha Dano hepitico Ledoux et al., 1992
Veado Lesdo cerebral Howerth ef al., 1989
Asno LEME* Haliburton et al., 1979
Pato Crescimento reduzido Vesonder et al., 1992
Cavalo LEME* Kellerman er al., 1990
Cordeiro Morte, dano hepatico/renal Erdington et al., 1995
Macaco Resposta aterosclerotica Fincham er al., 1992

Camundongo
Porco

Ponei

Rato

Peru

Levedura

Dano hepitico

Morte, edema pulmonar
LEME*

Dano hepitico/renal
Dano hepitico/miocéardio
Afeta metabolismo de.

esfingolipidios

Voss er al., 1993
Harrison et al., 1990
Wilson er al., 1990
Voss et al., 1993
Weibking et al., 1993

Fonseca, 2005

* LEME _ Leucoencefalomalacia equina

Em relagdo a biossintese de fumonisinas, por meio de estudos

avancados em biologia molecular foram identificados trés loci relacionados com a

sintese de fumonisina em F. verticillioides, denominados de fuml, responsavel pelo

controle da capacidade produtora da micotoxina, fum2 e fum3, responsaveis pelo

processo de hidroxilagdo nos C-10 e C-5, respectivamente (DESJARDINS et al.,

1995). Devido a sua semelhanca estrutural com a molécula de esfingosina (figura4),

supde-se que as fumonisinas sejam sintetizadas pela mesma via metabdlica da

esfingosina. O processo de sintese inicia-se com a condensagao de um grupo Acil-

Coa com um aminoacido, tendo por catalisadora enzimaserina- palmitoiltransferase.

Segundo Blackwell (1994), a incorporagao de is6topos mostrou que o C- 1 e C-2 da
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estrutura das fumonisinas originam-se da incorporacao direta da alanina (principal
precursor biossintético). O mesmo autor postulou que os carbonos C-3 ao C-20
poderiam estar relacionados com o acetato pela via acido graxo sintetase, enquanto
que o grupo hidroxila do C-4 poderia advir de uma molécula de hidrogénio
dependente de hidroxilagdo. Para a sintese de FB4 a partir de um acido graxo, os
carbonos C-14 e C-15 sao oxigenados, sendo que a oxigenagao continuada nos C-5
e C-10 produziria a FB3 a FB, e a FB;.

Desjardins et al. (1996) descobriram que os grupos metil do C-12 e
C-16 sao derivados da metionina e os atomos de oxigénio ligados a estrutura
carbonada da molécula sao oriundos da reagcdo com o oxigénio molecular. A partir
dessas descobertas a via biossintética das fumonisinas foi em parte elucidada,
concluindo-se que a formacdo ocorre por condensacdo de moléculas
estruturalmente simples, como os aminoacidos alanina e metionina com grupos
acetato envolvidos na formacdo da estrutura carbonada. Forma-se, portanto, o
analogo estrutural menos oxigenado (FB4) e por hidroxilagdes sucessivas o mais
oxigenado, a fumonisina FB1. Por outro lado, Proctor et al. (1999) demonstraram por
uma série de experimentos que a FB4 é precursor apenas de FB, e que FBj; seria
precursora primaria de FB4, ndo estabelecendo qualquer possibilidade de converséao
direta de FB, em FB4 (Figura 5).
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Figura 5 — Via proposta para biossintese de fumonisinas. R1 (TCA) acido tricarboxilico.
Genes envolvidos: [A] fum 1, [B] fum 2 e [C] fum 3
Fonte: Proctor et al., 1999.

2.3 ASPERGIUUS FLAVUSE AFLATOXINAS

2.3.1 Aspergillus Flavus

O nome Aspergillus é derivado do termo latino "aspergere”, que
significa disseminar, sendo este fungo um dos mais ubiquos de todos os
microrganismos (AL-DOORY; WAGNER, 1985).

Fungos do género Aspergillus desenvolvem-se em vegetais em
decomposicdo ou em restos de matéria orgénica, e seus conidios s&o
frequentemente isolados do ar atmosférico. Sado considerados saprofitas, raramente
agem como fungos patogénicos invadindo tecidos de hospedeiro normal, pois sua
patogenicidade é limitada (NORDIN; LUCHESE, 1998).

Aspergillus flavus & caracterizado pelo crescimento rapido, com a

colbnia inicialmente velutinea, branca e pouco elevada, tornando-se pulverulento e
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verde-amarelada (FONSECA, 2003). Micromorfologicamente apresenta conidiéforos
tipicos sobre a trama de hifas septadas e ramificadas. Esse conidioforo é dilatado na
extremidade, formando a vesicula. As fialides originam-se diretamente da vesicula
(unisseriado) ou de células estéreis intermediarias (métulas - bisseriado). As fiadlides
produzem conidios em sucessado, formando cadeias mais ou menos longas. A
identificacdo dos grupos e espécies de Aspergillus é realizada pela observacao de
colénias em meio de Czapeck-Dox contendo 3% de sacarose, incubadas a 25 °C
(LONDERO; CORTES, 1990).

Fungos do género Aspergillus sdo comuns em regides tropicais e
subtropicais, com elevada umidade e temperatura oscilando entre 15 e 30 °C
(DILKIN et al., 2002a). As condigbes ideais para o crescimento de A. flavus
consistem de umidade ambiente de 18%, pH étimo ligeiramente acido, e temperatura
entre 18 e 25 °C (HERRERA; ULLOA, 1990). A. flavus requer uma atividade de agua
minima entre 0,78 e 0,80 para o crescimento e 0,83 a 0,87 para produgao de toxina
(GONCALVEZ et al., 2001), sendo classificado como fungo de armazenamento, por
requerer umidade relativa (16-18%) inferior a outros géneros fungicos
(CHRISTENSEN; SAUER, 1982).

Os principais cereais contaminados por Aspergillus sdo as sementes
oleaginosas, como a castanha, a castanha-do-Brasil, nozes, amendoim, semente de
algodéo, milho (DILKIN et al., 2002b) e ocasionalmente frutas secas, como por
exemplo, figos (THRANE e SEIFERT, 1989).

2.3.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas s&o metabdlitos secundarios toxicos produzidos
principalmente por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius (SWEENEY;
DOBSON, 1999; OLIVEIRA et al., 2002; FONSECA, 2003). Além de aflatoxinas, A.
flavus e A. parasiticus podem produzir outros metabdlitos secundarios, como acido
oxalico, aspertoxina, acido kgjico, esterigmatocistina, acido aspergilico, acido beta-
nitropropidnico e uma substancia de agao tremorgénica (FONSECA, 2003).

As aflatoxinas representam valor histérico, pois foram as primeiras

micotoxinas que despertaram a comunidade cientifica para problemas de segurancga
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alimentar, quando na década de 60 foi relatada a morte de milhares de aves em
criadouros no Reino Unido, levando a caracterizar o conjunto de sintomas como
Sindrome da Doenca X do peru. Posteriormente, experimentos comprovaram o
envolvimento de um fungo, Aspergillus flavus, na etiologia da doenca e por meio de
ensaios foram isoladas as micotoxinas da ragcdo a base de farelo de amendoim,
denominadas aflatoxinas (toxinas de A. flavus) (NORRED, 2000).

Aflatoxinas s&o encontradas em cereais oleaginosos, com elevados
teores de carboidratos e/ou lipideos, como por exemplo: amendoim, milho, semente
de algoddo, além de frutas como castanhas, nozes, figo, coco seco (NILUFER;
BOYACIOGLU, 2002).

Cerca de 20 analogos estruturais de aflatoxinas sdo conhecidos,
porém os naturalmente encontrados sdo B4, By, G1 e Gy (SWEENEY; DOBSON,
1999; STROKA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002). As aflatoxinas apresentam em
comum um nucleo central cumarinico unido a uma molécula bifuranéide (SWEENEY;
DOBSON, 1999), mas diferem quanto ao anel ciclopentano, presentes nas
aflatoxinas B e um anel lactona nas aflatoxinas do grupo G.

Embora quimicamente semelhantes, apresentam diferentes graus de
atividade biolégica. A AFB; apresenta maior toxicidade, além de ser a mais
frequentemente encontrada em milho (SWEENEY; DOBSON, 1999; SILVA et al.,
2004). Terau e Ueno (1978) demonstraram que a magnitude da toxidez da AFG,,
AFB, e AFG;, correspondem a 10, 20 e 50% da AFB;, respectivamente.

AFM; e AFM, sdo derivados hidroxilados de AFB; e AFB,,
respectivamente (SWEENEY; DOBSON, 1999). Cerca de 0,3 a 6,2% da AFB;
presente na ragao animal é convertida a AFM,, sendo os niveis maximos tolerados
em leite de 0,05 a 0,5 ug/kg (CREPPY, 2002).

As aflatoxinas apresentam fluorescéncia quando excitadas pela
radiacdo ultravioleta longa (aflatoxinas do grupo B emitem fluorescéncia azul,
enquanto as do grupo G, verde), propriedade utilizada como recurso na
quantificagcdo por cromatografia em camada delgada (CCD). S&o cristalinas,
termoestaveis, soluveis em solventes polares como cloroférmio e metanol. Podem
ser facilmente destruidas em presencga de solugdes fortemente alcalinas (FONSECA,
2003).

As aflatoxinas em estado cristalino s&do extremamente estaveis na

auséncia de luz e temperatura acima de 100 °C (FONSECA, 2003). Uma solugéo
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preparada em cloroférmio ou benzeno, devidamente estocada a baixa temperatura (-
21 °C) e em condi¢gdes de auséncia de luz, é estavel por anos, embora o anel
lactona a torne susceptivel a hidrélise alcalina, sendo que procedimentos que
utilizam solugbes de amodnia ou hipoclorito sdo investigados com a finalidade de
descontaminagdo. Por outro lado, em meio acido, as aflatoxinas By e G sao
convertidas a B, e G, por catalise e compostos oxidantes reagem com estas
moléculas reduzindo sua propriedade fluorescente (FONSECA, 2003).

A concentracdo de AFBs em milho pode ser reduzida por boas
praticas agricolas e por boas praticas de estocagem. Medidas preventivas sao
sempre mais eficazes quando se trata de micotoxinas, embora existam metodologias
de descontaminagdo que utilizam processos quimicos e fisicos, como emprego de
calor, microondas, tratamento com raios gama, raios X, luz ultravioleta e adsorgéo
(CREPPY, 2002). A adsorgao de aflatoxinas com aluminosilicato de sédio e calcio
hidratados, além de outros materiais inertes, tem sido empregados em ragao animal
industrializada com o objetivo de reduzir os niveis de AFM, em leite (CREPPY,
2002). Por outro lado, o processo quimico mais eficiente para se degradar
aflatoxinas em racao animal consiste na amoniagao, que leva a decomposicao de 95
a 98% da AFBy, sendo este procedimento utilizado em diversos paises.

Cotty et al. (1994) propuseram utilizar cepas de A. flavus
atoxigénicas para aflatoxinas com a finalidade de controlar a toxigenicidade de
cepas selvagens, produtoras de aflatoxinas. Seu objetivo era impedir a
contaminacgao por exclusdo competitiva durante a infec¢ao, inoculando previamente
cepas sem capacidade toxigénica. Entre cinco cepas empregadas no experimento,
apenas a cepa AF36 foi eficiente em impedir a contaminacdo por aflatoxinas,

embora sob condi¢des laboratoriais.

Tabela 5 — Propriedades fisicas e quimicas das aflatoxinas.

Aflatoxinas Férmula molecular Massa molecular Ponto fusdo (°C)
B C17H1206 312 268 - 269

B, C17H140¢ 314 286-289

G C17H1207 328 244 - 246

G, C17H1407 33G 237 - 24G

M C17H1207 328 299

M. C17H1407 33G 293

B2a C17H1407 33G 24G

G2a ;17H1408 346 19G

Fonte: Fonseca, 2003.
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As aflatoxinas sao toéxicas, mutagénicas, teratogénicas e
carcinogénicas, apontadas como agentes hepatocarcinogénicos (NORDIN;
LUCHESE, 1998; SILVA et al., 2004), sendo que a Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer (IARC) declarou, em 1987, que a AFB4 possui 0 mais alto
potencial carcinogénico para o homem, com base nos estudos realizados em
animais (CREPPY, 2002).

As propriedades carcinogénicas e mutagénicas das aflatoxinas By,
G1 e My resultam da formacdo de epodxidos reativos durante a metabolizacao
hepatica, na posicdo 8,9 do anel furano terminal e sua subsequente propriedade de
ligar-se covalentemente ao acido nucléico (NORRED, 2000; FONSECA, 2001)
(Figura 6). Outra transformac&o hepatica é a hidratagdo, produzindo aflatoxina B,-
alfa, que interfere na sintese de proteinas (DILKIN et al., 2002b).

Casos de aflatoxicose humana tém ocorrido em regides da Asia e
Africa decorrentes da ingestéo de cereais contaminados, principalmente o milho. A
Malasia apresentou no ano de 1990, 40 casos de intoxicagao por aflatoxinas, sendo
que 13 criangas foram a ébito por se alimentarem de milho contaminado com altas
concentracdes de aflatoxina. Durante a autépsia foram detectados elevados niveis
de aflatoxinas em varios 6rgaos, figado, pulmao, rins, coracado, cérebro e baco
(FONSECA, 2003).
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Figura 6 — Mecanismo de agao téxica do Aflatoxin-8,9 epdxido sobre o DNA.

Os principais sintomas de intoxicacdo por aflatoxinas em aves

consistem na inibigdo do crescimento, inibigdo dos mecanismos de resisténcia,

diminuicdo na produgdo de ovos, ovos com casca fina e sensibilidade a

machucaduras no abate. Em suinos ocorrem alteragdes reprodutivas, redugao do

crescimento e alteragdes na conversao alimentar e em bovinos, os efeitos sao

alteracbes reprodutivas, redugao do peso corporeo e reducdo na producio leiteira

(LAZZARI, 1997).

Tabela 6 — Doses agudas de aflatoxinas em animais.

Animais

DL50 (mg/Kg de peso corporal)

Marrecos
Coelhos
Frangos

Porcos
Cobaias
Ratos
Caes
Macacos

0,50
0,30-0,60
6,50-16,00
0,62
1,40-2,00
0,56
1,00
7,80

Fonte: Fonseca, 2005.
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Os efeitos dependem principalmente da dose ingerida ou absorvida,
podendo ser agudos quando doses elevadas alcancam o figado e sao
metabolizadas a substancias mais ativas, causando sintomatologia rapida, com
alteragdes irreversiveis que levam o animal a morte. O efeito subagudo-crénico é
caracterizado por doses de aflatoxinas nao tao elevadas como em casos agudos,
causando comprometimento funcional de 6rgaos-alvo, como figado (degeneracéao
gordurosa, proliferacdo de canais biliares, necrose e cirrose), rins (hemorragias,
necrose), cérebro (Sindrome de Reye - encefalopatia com degeneragéo gordurosa
do cérebro) e pele (lesbes por contato direto) (FONSECA, 2003) (Tabela 7)

Tabela 7 — Efeitos especificos causados por aflatoxinas em diferentes espécies
animais.

Animais Efeitos e Sintomas

Hepatomas, figado aumentado com zonas de necrose periportal,
Hemorragia e persisténcia de gordura no figado,

Perus e marrecos Anorexia, fraqueza das pernas e asas,
Morte

Reducao do crescimento e desenvolvimento de embrides,
Reduc¢do na producio de ovos, gema pdlida, ovos menores,
Hemorragia, anorexia, fraqueza das pernas e asas,
Reducdo do ganho de peso,

Figados e rins descoloridos, acimulo de gordura e fibrose

Frangos e poedeiras

Necrose centrilobular, fbrose, proliferagdo de ductos biliares,
Problemas renais, hemorragias, ataxia, perda de peso,

Suinos
Morte
Necrose centrilobular, fibrose, ataxia, sindrome nervosa,
Bovinos Infeccio no miocardio. infertilidade, reducio de consumo de ragio,
Diminuicdo da gordura do leite
Dano ao figado, anorexia, hemorragia, convulsdo,
Eqiiinos Morte
Dano ao figado e rins, hemorragia,
Coelhos Morte
Dano ao figado e rins,
. Pouco desenvolvimento,
Peixes

Morte

Imunossupressio, Sindrome de Reye, susceptibilidade a hepatite B,
Céncer primario no figado, hemorragias,

Seres humanos
Morte

Fonte: adaptado de Fonseca, 2003.
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Em relagdo a presenca de micotoxinas em alimentos e racgdes, a
legislagao brasileira estabelece niveis maximos tolerados apenas para aflatoxinas. O
Ministério da Saude estabelece o limite de 30 ug/kg para AFB4 + AFG1 em alimentos
de consumo humano (ANVISA, 2001), e o Ministério da Agricultura e Abastecimento
estabelece 20 pg/kg de aflatoxinas totais para matéria-prima de alimentos e ragdes
(BRASIL, 1996), sendo esta ultima, comparavel ao estabelecido e recomendado
pela Organizacdo Mundial da Saude e pela Organizagdo para Alimentagdo e
Agricultura (FAO, 1995).

A primeira legislacdo a respeito de micotoxinas € de 1976,
Resolucdo 34/76 da antiga Comissao Nacional de Normas e Padrbes para Alimentos
(CNNPA) do Ministério da Saude, cujo limite era de 30 pg/kg para a somatoria de
AFB: + AFGs; em todos os alimentos. O Ministério da Saude (BRASIL, 1976)
estabeleceu como maximo permitido 20 ug/kg de aflatoxinas totais em amendoim e
derivados e milho em grdo. Os paises do Mercosul estabelecem os limites maximos
para leite fluido (AFM4 = 0,5 pg/L), leite em p6 (AFMq = 5 ug/kg), amendoim e seus
produtos ( aflatoxinas totais = 20 ug/kg) e milho e seus produtos (aflatoxina total = 20
ug/kg). Na Unido Européia, os limites estabelecidos sdo de 4 ug/kg para aflatoxina
total em graos e de 2 ng/kg para AFB;.

A biossintese de aflatoxinas ocorre a partir de moléculas de acetato
e malonil-CoA convertidas a hexanoil, unidade iniciadora, por acdo de uma acido
graxo-sintase (figura 7). O hexanoil interage com uma policetida-sintase para formar
o acido norsolorinico, o primeiro precursor estavel da via biossintética. Outras
policetidas catalisam cerca de 12 a 17 conversdes enzimaticas, formando uma série
de intermediarios da via, os quais s&o apresentados na figura 9. A partir da formacéao
de versicolorina B, a via se ramifica para formar AFB; ou AFG4, os quais contém
anéis diidrobisfurano e sédo produzidos a partir da dimetilesterigmatocistina. A outra
ramificacdo forma AFB, e AFG,, as quais contém anéis tetrabisfurano e sao
produzidas a partir da diidrodimetilesterigmatocistina (SWEENEY; DOBSON, 1999).
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2.4 FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO DE MICOTOXINAS

Na ultima década, a qualidade fitossanitaria do milho tornou-se
relevante devido a expansao da cadeia produtiva de animais de corte (suinocultura e
avicultura), além do crescimento geral das exportagcdes de graos como fator
fundamental no equilibrio da balanga comercial por ser o Brasil dependente do setor
primario da economia (PARANA, 2003).

A manutencdo da qualidade é importante para a determinagao do
preco final do produto, garantia de um produto isento de riscos a saude humana e
animal, possibilidade de facil comercializagdo, sem impedimento de barreiras
fitossanitarias ou extra-tarifarias, além da garantia de abastecimento durante todo o
ano, embora o milho seja produzido apenas num curto intervalo de tempo
(FANCELLI, 1983).

A perecibilidade dos grédos de milho apds a colheita é consequéncia
nao apenas da continuidade dos processos bioldgicos naturais como também de
praticas agricolas inadequadas que favorecem a deterioragcdo por fungos e
contaminagao por micotoxinas. Segundo uma estimativa da FAO (1995) anualmente
cerca de 25% do suprimento alimentar mundial é contaminado por micotoxinas. Os
prejuizos causados durante a etapa pos-colheita € da ordem de 5% em relagédo aos
graos "in natura’, podendo este indice elevar-se a 30% quando sao consideradas
regides subdesenvolvidas de clima tropical como o Brasil (WENTZEL, 1987). Outro
agravante é a dimensdo continental do pais que favorece um indice de perdas
maiores devido a dispersdo da producdo, pela distdncia dos mercados
processadores e portos exportadores (CARVALHO et al., 1990).

A ma qualidade fitossanitaria do milho esta diretamente relacionada
a praticas agricolas inadequadas, que envolvem colheita atrasada, utilizagdo de
semente de ma qualidade, permanéncia de restos de cultura no solo, falta de
controle de insetos e acaros (LAZZARI, 1997), embora as condi¢bes climaticas
adversas nas fases finais de maturacdo e durante a colheita sejam as maiores
responsaveis por infecgbes fungicas (SAUER, 1988). Entre as praticas culturais
relacionadas ao campo, que diretamente afetam a infecgdo fungica, destaca-se a
selecdo do terreno, tipo de hibrido, programas de adubagdo, densidade

populacional, data de plantio, irrigagao, rotacdo de cultura e manejo de cultura
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(FONSECA, 2001).

A colheita realizada tardiamente proporciona condi¢cdes favoraveis
ao ataque de insetos e roedores, com consequente desenvolvimento de fungos e
micotoxinas (PACHECO et al., 1997; SANTINI et al., 2004). O periodo da maturidade
fisiologica € identificado pelo aparecimento de uma camada negra no ponto de
insercdo do grao no sabugo, que interrompe sua conexao nutricional com a planta,
fase em que o grdo ndo mais acumula matéria seca e o teor de umidade é de 30 a
38% (EICHELBERGER, 2000). Alguns produtores prolongam o tempo de
permanéncia do milho no campo com o intuito de que o cereal atinja menores
valores de umidade, simplesmente por falta de secadores artificiais (GERAGE et al.,
2004). Dados de campo mostram que com 30 dias de permanéncia apds a
maturagdo dos graos, o teor de umidade é reduzido de 35% a 18% e com 60 dias
para apenas 17%, nado havendo justificativas para a permanéncia de milho por
periodos superiores a 20 ou 30 dias apds a maturacao fisiolégica dos graos
(LAZZARI, 2001). O conhecimento da curva de secagem no campo para cada
variedade ou hibrido favorece o sucesso da colheita, pois esta é a operagao mais
importante do ciclo produtivo, depois da implantagdo bem sucedida da lavoura,
recomendando-se colher o milho com teor de umidade entre 18 e 26%
(MANTOVANI, 1989).

A incidéncia de Aspergillus spp. elevou-se com o retardamento da
colheita, explicado pela reducéo do teor de umidade dos graos, pois este género
fungico coloniza substratos com baixo teor de umidade (SANTINI et al., 2004). Com
relagao a F. verticillioides, foi detectado uma redugédo de incidéncia a medida que se
retardava a colheita, indicando que a atividade metabdlica desse fungo €& mais
acentuada no inicio do periodo de maturagao fisiolégica do grao, quando apresenta
0 maximo de nutrientes e elevado teor de umidade.

A infestacdo de insetos € um dos principais fatores que afetam a
qualidade do milho no campo, pois danifica a protecdo tegumentar do gréo,
facilitando a penetracdo do fungo (BAKAN et al., 2002). O inseto também opera
como vetor do fungo micotoxigénico, sendo assim, o milho transgénico que expressa
a endotoxina Bt apresentou menores teores de fumonisinas quando comparados ao
milho convencional (BAKAN et al., 2002). O milho resistente a insetos, coletado na
Franca e Espanha, durante a safra de 1999, apresentou de 4 a 18 vezes menos

biomassa fungica que o milho tradicional. As concentragdes de fumonisina Bj
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variaram de 0,05 a 0,3 ug/g para milho Bi e de 0,4 a 9 ug/g para milho tradicional,
demonstrando que a infestacao por insetos influencia a presenca de Fusarium spp. e
fumonisinas em milho.

De acordo com Tanaka (2001) a alta incidéncia de Fusarium
verticillioides no campo esta diretamente relacionada com a capacidade do fungo ser
transportado pela semente, em concordancia com os dados de Casa et al. (1998),
que observaram a ocorréncia de podriddes em sementes e morte de plantulas,
semeadas em condi¢cdes de estresse pela alta umidade e baixas temperaturas. Os
mesmos autores relataram a possibilidade da transmissdo sistémica de F.
verticillioides pelas sementes, tendo como principal conseqiiéncia a podridao de
espiga e baixo rendimento produtivo.

O primeiro a relatar que F. verticillioides poderia infectar milho de
forma latente e ndo sintomatica foi Foley (1962), fato comprovado por Whindam e
King (1983), comprovando por experimentos que a infecgéo latente, portanto sem
comprometimento da germinagdo ou emergéncia, necessita de condigdes de
estresse para que o fungo se torne patogénico; por outro lado, em plantas adultas, o
fator desencadeante dos sintomas seria 0 processo de senescéncia dos tecidos
vegetais.

Denti e Reis (2001) estudaram o efeito do tipo de cultivo e densidade
de plantas sobre a incidéncia de podriddes da base de colmo (PBC) e rendimento de
graos de milho ocasionados por F. verticillioides. Resultados obtidos em
concordancia com Del Rio e Zugia (1991) mostram que o cultivo de milho sob
monocultura favorece o aumento da PBC, quando comparado com rotacdo de
cultura, a medida que a incidéncia da doenga apresentou uma relagao direta com a
quantidade de restos culturais infectados presentes na superficie do solo. Denti e
Reis (2001) observaram em concordancia com Agrios (1997) e Machado (1994) que
a PBC foi favorecida também pela densidade das plantas, pois esta conduziria a um
desequilibrio nutritivo por competicdo entre as plantas. Agrios (1988) e Blum et al.
(1998) observaram que o adensamento de plantas provoca o aumento de podridao
de espigas, aumentando a incidéncia de graos ardidos, causado por F. verticillioides.
Esses resultados mostram que o manejo adequado com praticas simples, como
rotacdo de culturas e espagamento adequado entre plantas reduz a incidéncia de F.
verticillioides no campo e consequentemente as podriddes da base do colmo e

espigas.
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Multiplos fatores estao envolvidos na infecgao de milho por A. flavus,
como nivel de indculo, seca, temperatura, praticas culturais, condi¢gdes climaticas,
sendo que o nivel de conidios no campo destaca-se como o principal (WICKLOW et
al. 1988). O excesso de irrigagdo e precipitacdo pluviométrica reduz o nivel de
in6culo, diminuindo a incidéncia de Aspergillus na planta, enquanto que em épocas
de seca a contaminagao torna-se maior, embora Jones et al. (1981) tenham relatado
que plantas expostas ao estresse pela seca, apresentem mais graos infectados que
0s provenientes de areas irrigadas.

O transporte rapido de cargas recém-colhidas é fundamental para a
manutencdo da qualidade fitossanitaria do milho, pois longos periodos de
permanéncia de grdos em caminhdes, sujeitos a todas as formas de intempéries
climaticas afetam a contaminagdo fungica ou mesmo a produgdo de micotoxinas
nessa massa de graos (LAZZARI, 1997).

Outro ponto logistico para a preservagao da qualidade do milho é a
armazenagem pré-secagem, que acontece imediatamente apos a descarga do milho
transportado até a cooperativa. A carga € separada de acordo com sua umidade e
pré-armazenada em grandes depdsitos conhecidos como moegas, antes do
processo de secagem. Por ser uma etapa também critica para a manutengao de
qualidade do cereal, é importante avalia-la em termos de contaminagao fungica e
presenga de micotoxinas (LAZZARI, 2001).

Durante a pré-armazenagem na moega é fundamental o tempo de
permanéncia do milho, estando este mais sujeito a contaminagdo com o decorrer do
tempo, ou seja, quanto maior o tempo de permanéncia do mesmo na moega, maior
a probabilidade de contaminacdo. Fatores abidticos como temperatura, umidade e
teor de agua disponivel sdo também importantes (MILLER, 1995).

Na armazenagem, a possibilidade de contaminagao também existe e
€, em muitas situagdes, dependendo da flora toxigénica predominante, responsavel
pela presenga das toxinas. Dentro do silo, em fungdo das correntes de convecgéo, a
umidade é deslocada e se concentra nas massas de graos mais frias do silo. Este
aumento localizado de umidade desencadeia o crescimento de fungos formando-se
assim "bolsdes de toxinas", que no inverno tendem a se localizar no topo do silo e no
verdo, em sua base (LAZZARI, 1997).

A distribuicdo heterogénea das impurezas, poeiras e graos

quebrados no interior do silo também constituem fatores que desencadeiam o
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crescimento fungico. O grdo mofado, também denominado de "ardido", além da
possibilidade de estar contaminado por micotoxinas, apresenta uma perda no teor
de massa seca, gordura, vitaminas, minerais e aminoacidos (MALLMANN, 1998).

Dentre todos os fatores que afetam o crescimento fungico e
producado de micotoxinas, a 4gua é o mais importante (MARIN et. al., 1999), pois
segundo Miller et al., (1995), o desenvolvimento processa-se apenas em um sistema
aquoso, sendo que Christensen e Sauer (1982) dividiram os fungos que infectam
graos e sementes em dois grupos: fungos de campo e fungos de armazenamento,
utilizando como critério seus requisitos ecolégicos em termos de exigéncia de agua
disponivel. Segundo esta classificacdo, fungos de campo requerem teor de umidade
do substrato acima de 20%, enquanto de armazenamento teor de umidade do gréo
acima de 16%, embora Hill et al. (1985) considere a classificagdo inapropriada para
areas geograficas de clima tropical-umido, pois fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus, considerados fungos de armazenamento, podem ocorrer antes da
colheita, como constatado por Payne (1992) e o género Fusarium, por sua vez
considerado um fungo de campo (MILLER, 1995), é freqientemente encontrado no
armazenamento. Esse fato corroborou para ampliagdo da classificagdo em trés
grupos distintos, incluindo entre os pré-existentes, o grupo dos fungos
intermediarios, sendo fungos presentes tanto em etapas pré como pods-colheita
(LAZZARI; LAZZARI, 2001).

Pinto (2005), em concordancia com autores supracitados, conclui
que a umidade e temperatura sdo dois pardmetros fundamentais no processo de
biossintese de micotoxinas, embora o indice de precipitacdo nos meses de floracao
e maturagdo dos frutos interfira na contaminagdo, principalmente por fungos do
género Fusarium spp., sendo que acentuadas oscilagdes de temperatura, tais como
dias quentes seguidos por noites frias podem favorecer a presenga de Fusarium spp.
em amostras de campo (NORDIN; LUCHESE, 1998). A combinagéo de precipitagéo
pluviométrica e elevada umidade relativa nessas fases exerce grande influéncia no
aparecimento de contaminagdo com toxinas de Fusarium em graos recém-colhidos
(ABBAS et al., 1995; NORDIN; LUCHESE, 1998).

Marin et al. (1999) estudaram o efeito da atividade de agua (Ay 0,92-
0,98) e temperatura (15-30°C) sobre o crescimento e produc¢do de fumonisinas em
amostras de milho por F. verticillioides e observaram que o crescimento fungico

maximo ocorria em atividade de agua de 0,98, sendo que a 0,92 os resultados eram
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muito inferiores. A produgado de fumonisinas apresentou-se 6tima sob condi¢cdes de
crescimento fungico a 25 °C e atividade de agua de 0,98. A temperatura é
fundamental para o crescimento fungico, pois influencia na atividade enzimatica
responsavel pela formagéo da toxina (FONSECA, 2005).

Almeida et al. (2002) avaliaram a micoflora e contaminagdo por
fumonisinas em solo e amostras colhidas em diferentes estagios fenolégicos da
planta de duas regides do Estado de S&o Paulo. Os dados obtidos mostraram
prevaléncia de F. verticillioides em 35% das amostras de Capao Bonito e 49% das
amostras de Ribeirdo Preto. A analise da microbiota do solo demonstrou Penicillium
como o género predominante, embora F. verticillioides esteve presente em 55,5%
das amostras de Capdo Bonito e 26,7% das amostras de Ribeirdo Preto. Com
relacdo a atividade de agua, o milho contaminado com F. verticillioides apresentava
niveis de 0,7 a 0,8. Andlises quantitativas de fumonisinas revelaram que 88,5% das
amostras de Capao Bonito apresentavam FB1 (0,09 a 10,87 nug/g) e 53,8% FB, (0,05
a 0,52 ug/g). As amostras de Ribeirdo Preto apresentaram niveis de contaminagao
mais elevados, sendo que 93,5% das amostras estavam contaminadas por FB (0,11
a 17,69 nug/g), enquanto 61,3% por FB, (0,05 a 5,24 ng/g). Valores de atividade de
agua foram maiores em Ribeirdo Preto, 0,98 a 0,99 contra 0,93 a 0,94 de Capéo
Bonito, mostrando ser fator importante na determinacdo do nivel de contaminacao
de micotoxinas. Outro fator preponderante foi a temperatura média do periodo, cerca
de 24,8 °C para Ribeirdo Preto e 23,5 °C para Capao Bonito, sendo a temperatura
ideal para produgao de fumonisinas de 25 °C (NELSON et al., 1983). Este trabalho
mostrou forte correlagao entre fatores abidticos (temperatura e atividade de agua)

com producao de fumonisinas (ALMEIDA et al., 2002).

2.5 OCORRENCIA NATURAL DE FUMONISINAS E AFLATOXINAS

O primeiro trabalho cientifico que relatou a ocorréncia natural de
fumonisinas em milho brasileiro foi realizado em amostras de ragdes associadas
com surtos de micotoxicoses em varias espécies animais, coletadas do Estado do
Parana, tendo sido detectado um nivel médio de 8,9 ug/kg para FB1 e 2,8 ng/kg para
FB, (SYDENHAM et al., 1992).
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Hirooka et al. (1996) analisaram 48 amostras de milho provenientes
de trés Estados brasileiros (39 amostras do Estado do Parana e 9 do Mato Grosso
do Sul e Goias), quanto a contaminagdo por fumonisinas. FB; e FB; foram
detectadas em 97,4% e 94,8% das amostras, respectivamente. Em todas as
amostras provenientes dos Estados de Mato Grosso do Sul e Goias foram
detectedas FBy e FB, em niveis de 4,90 a 18,52 ug/g e 3,62 a 19,13 ng/g,
respectivamente. As 39 amostras do Estado do Parana apresentaram niveis de FB;
variando de 0,60 a 12,55 ug/g e FB, de 1,20 a 10,24 ng/g.

Nordin e Luchese (1998) analisaram 115 amostras de milho da
regidao do Vale do Taquari (RS) e detectaram apenas uma amostra positiva para
AFB+1, com concentragao de 10 ug/kg.

A analise de 150 amostras de milho recém-colhido provenientes de
trés regides do Estado do Parana, demonstrou niveis de 0,07 a 14,36 ug/g de FB4 e
de 0,08 a 6,92 ug/g para FBy, e positividade para F. verticillioides em praticamente
todas as amostras coletadas (ONO et al., 1999).

A analise microbiologica de 195 amostras de trés hibridos de milho
demonstrou a prevaléncia do género Fusarium (média de 57% de frequéncia),
seguido por Penicillium (média de 40%) e Aspergillus (média de 17%) (ORSI et al.,
2000). De um total de 195 amostras, 176 amostras (90,2%) estavam contaminadas
com FB1 e 190 amostras (97,4%) com FB;, sendo que os valores para FB4 variaram
de 0,87 a 49,31 ug/g e para FB, de 1,96 a 29,16 ug/g. Os niveis predominantes para
FBs foram de 3,1 a 5,0 ug/g (46 amostras, 23,3%) e 5,1 a 8,0 ug/g (38 amostras,
19,5%), enquanto que para FB,, de 5,1 a 8,0 ug/g (121 amostras, 62%) (ORSI etal.,
2000).

Dilkin et al. (2000) ao avaliarem a microbiota de 15 amostras de
milho (cinco variedades) recém-colhido, relataram contaminagdo fungica por
Aspergillus spp. (23,6%), Penicillium spp. (14,3%) e Fusarium spp. (57,1%), néo
havendo diferenga significativa entre os hibridos com relagdo a microbiota. Os
hibridos recém-colhidos ndao apresentaram niveis detectaveis de aflatoxinas, embora
26,7% dos graos estivessem danificados por insetos e 11,3% danificados pelo
desenvolvimento de fungos.

A analise de 407 amostras de milho da Regido Sul do Brasil e
racdes coletadas de diferentes granjas e industrias agropecuarias demonstrou

positividade em 32% das amostras para FB4, com niveis variando de 0,086 a 78,92
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ug/g (MALLMANN et al., 2001).

Van der Westhuizen et al. (2003) analisaram 76 amostras de milho
da safra 1999/2000 de Santa Catarina (39 amostras da Regidao Oeste, 17 do Norte e
20 do Sul). Espécies de Fusarium foram encontradas em 93% das amostras, sendo
F. verticillioides o fungo prevalente em amostras das trés regides, com incidéncia
média (porcentagem de graos infectados) de 14, 11 e 18% para as regides oeste,
norte e sul, respectivamente. Todas as amostras apresentaram contaminagao por
fumonisinas, sendo que o valor médio de fumonisina total (FB1 + FB, + FB3) para as
regides oeste, norte e sul foram de 3,2, 3,4 e 1,7 ug/g, respectivamente.

Em 40 amostras de milho provenientes da Regido Sul do Brasil os
principais géneros encontrados foram Penicillium (16 amostras), Aspergillus (14
amostras) e Fusarium (10 amostras), com contagem total de fungos variando de
3,33 x 10° a 2,23 x 10° UFC/g. As aflatoxinas foram detectadas em 62,5% (25) das
amostras, com concentragdes variando de 1 a 540 ug/kg (MORAES et al., 2003).

Bittencourt et al. (2005) analisando 60 amostras de milho obtidos em
Sao Paulo detectaram niveis de FB¢ variando de 1,1 a 15,3 ug/g e de FB, de 0,2 a
3,9 ng/g, sendo a positividade para FB1 de 83% (n=50) e para FB; de 72% (n=43)
das amostras analisadas.

Na analise de 130 amostras de milho de Honduras, Julian et al.
(1995) observaram predominancia de F. verticillioides (75% das amostras) e niveis
de fumonisinas variando de 0,07 a 6,55 ug/g.

Chamberlain et al. (1993) analisaram 28 amostras de milho
provenientes do Estado da Geodrgia, nos Estados Unidos quanto a presenga de
aflatoxinas e FB4, sendo que 27 amostras foram positivas para aflatoxinas totais,
com concentracdo meédia de 73 ugkg 24 amostras positivas para FB4, com
concentragdao média de 0,87 ug/g.

A analise de 197 amostras de milho provenientes do Quénia,
demonstrou que 5,07% (n=10) das amostras estavam contaminadas com FB4 acima
de 1 ug/g (KEDERA et al., 1999). As 4 amostras mais contaminadas apresentaram
niveis de FB1 na faixa de 3,6 a 11,6 ug/g e constituiam o milho de baixa qualidade.

Um total de 100 amostras de milho e 50 amostras de racgdes
destinadas a alimentac&o de equinos foram coletadas no ano de 1998 em algumas
regides da india e analisadas quanto & contaminacdo por FB;. Noventa e uma

amostras de milho (91%) e 42 amostras de racéo (84%) foram positivas para FBy,
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sendo que a contaminagdo em milho variou de 0,1 a 87,0 ug/g, enquanto que na
ragao de 0,02 a 28,0 ug/g, indicando alta incidéncia de FBy em milho e amostras de
racdes na safra de 1998 na india (JINDAL et al., 1999).

Na analise de 171 amostras de milho da Espanha, as FBs e FB;
foram detectadas em 79,5% (n=136) e 14,6% (n=25) das amostras,
respectivamente, com média de 3,3 pg/g para FBi e de 1,7 ng/g para FB;
(CASTELLA et al., 1999).

A andlise de 74 amostras de milho coletadas no Nepal demonstrou a
predominadncia de F. verticillioides, sendo as fumonisinas detectadas em
concentracdo maior que 1 ug|/g em 17 amostras (22%) (DESJARDINS et al., 2000).

A avaliacdo de 50 amostras de milho da regidao de Benim (Oeste da
Africa) de 1999 a 2003 demonstrou a predominancia de Fusarium spp. (46%) e
Aspergillus spp. (35%). As duas espécies de Fusarium mais comumente isoladas
foram F. verticillioides (68%) e F. proliferatum (31%). As 50 amostras (100%) foram
positivas para fumonisinas, com niveis variando de ndo detectado a 12 pg/g em
1999-2000, n&o detectado a 6,7 ug/g em 2000-2001 e n&o detectado a 6,1 ug/g na
safra de 2002 a 2003 (FANDOHAN et al., 2004).

Considerando que a ocorrréncia de fungos e micotoxinas é
inevitavel, o monitoramento constante € essencial para a manutengao da qualidade
fitossanitaria do milho a fim de reduzir os prejuizos econémicos, assim como 0s

riscos a saude humana e animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenga de fungos e micotoxinas na tecnologia de pos-

colheita do milho.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do intervalo de tempo entre a colheita e a pré-
secagem sobre a contaminagao fungica e teores de fumonisinas em amostras de

milho recém-colhido, provenientes da Regido Norte do Estado do Paran3;

Avaliar a qualidade micotoxicoldgica de amostras de milho utilizado
como matéria-prima por industrias processadoras da Regido Norte do Estado do

Parana;

Comparar a eficiéncia das metodologias Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), espectrofluorimetria e determinagédo de pontos de fluorescéncia na

analise de aflatoxinas em amostras de milho contaminadas.



4 METODOLOGIA

COLETA DE AMOSTRA
.‘_

(100 amostras em cada safra)

COLHEITA

.

TRANSPORTE

l

CLASSIFICACAO

COLETA DEAMOSTRA <

h 4

(100 amostras em cada safra)

DESCARGA /MOEGA

)

COLETA DE AMOSTRA

(45 amostras em cada safra)

SAIDA DA MOEGA

Figura 8 — Fluxograma dos pontos de coleta das amostras.




Campo e Entrada
da Moega
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Saida da moega

650¢g de milho por
Ponto de calada (9 -12 pontos)

650g de milho
Esteira da saida da
moega

Total de 10 kg de milho

|

Total de 10 kg de milho

Homogeneizacio

|

Homogeneizacao

500 g de milho
Armazenagem a 4 °C

500 o« de milho
Armazenazem a 4 “°C

Figura 9 — Fluxograma da amostragem segundo os pontos de coleta.



colheita

500 g de milho
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Homogeneizac¢io
Pré-limpeza
Classificacio
% de % de grios % de grios % de % de grios Pontos de
Impurezas Ardidos Brotados Umidade Quebrados Fluorescéncia

Figura 10 — Fluxograma da classificagdo de milho adotada pelas cooperativas.



10 g de milho triturado
+
90 ml de agua peptonada 0,1% estéril

Diluicoes seriadas até 107

1 ml da cada tubo - Placa Petri

Semeadura em profundidade

BDA (39g/1) - pH 4,0

7 dias B.O.D. (25 ")
Identificacao de género — UFC/g

Figura 11 — Fluxograma para contagem de bolores e leveduras em
amostras de milho.
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10g de milho triturado

30 ml de metanol : agua (3:1)
30 min. /Shaker

Homogeneizacio
Centrifugacao 4500 xg

Sobrenadante

Extrato Bruto

Figura 12 — Fluxograma de extragdo de fumonisinas, segundo Shephard et
al. (1990) modificado por Ueno et al. (1993).



Metanol : agua (3:1) - 5 ml
Metanol - 5 ml

Extrato Bruto - 1 ml
Sep-Pak (Accell Plus QMA)

Metanol : agua (3:1) - 6 ml
Metanol - 3 ml

Metanol : ac. Acético 0,5%
10 ml

Secagem — B.M. 40°C
Fluxo de Nitrogénio

Armazenamento

Freezer -20 "C

Figura 13 — Fluxograma da etapa de pré-limpeza do extrato bruto
por coluna de troca iénica forte.
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Residuo seco (amostra)

Dissolvido
Acetonitrila : agua (1:1) 0,05 ml

Derivatizacao
O-Ftaldialdeido 0.2 ml

Injecio — 0,02 ml
Metanol — Tampao fosfato monobasico
0,1 M (80: 20 v/v) — pH 3,3
Fluxo de 1, 0 ml/minuto — 25 “C

Coluna C18 - CLC-0ODS (M) (250 x 4mm)
Fase reversa - sistema isocratico.

Detector de fluorescéncia
Excitacio 350 nm
Emissao 450 nm

Figura 14 — Fluxograma de quantificacao de fumonisinas por CLAE segundo

Shephard et al. (1990) modificado por Ueno etal. (1993).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram condensados sob forma de artigos
cientificos redigidos para publicacdo, seguindo as normas definidas pelo corpo

editorial de cada periddico, para os quais serdo submetidos.

» Effect of time interval from harvesting to pre-drying step on natural
fumonisin contamination in freshly harvested corn of the State of

Parana, Brazil.

» Mycotoxicological quality evaluation of corn samples used as raw
material by processing industries in the North Region of Parana

State, Brazil.

» Comparagao de metodologias: cromatografia em camada delgada
(CCD), espectrofluorimetria e analise por contagem de pontos de

fluorescéncia para detecgao de aflatoxinas em milho.

No primeiro artigo (Effect of time interval from harvesting to pre-
drying step on natural fumonisin contamination in freshly harvested corn of the State
of Parana, Brazil) foi avaliada a influéncia do intervalo de tempo decorrido entre a
colheita e etapa de pré-secagem na contaminagédo por fungos e fumonisinas, em
amostras de milho recém-colhido comercializado por uma cooperativa da Regiéao
Norte do Estado do Parana. A amostras foram cedidas por cooperativa de milho.
Niveis de fumonisinas e intervalo de tempo mostraram correlagao positiva (p=0,96)
(p<0,05). Esses resultados indicaram que retardar o processo de secagem pode
aumentar os niveis de fumonisinas, contudo, o adequado manejo pos-colheita é
essencial para assegurar a qualidade do milho.

No segundo artigo apresentou como objetivo principal avaliar a
qualidade micotoxicoldgica de milho comercializado por empresas processadoras de
milho. A amostragem foi realizada em dois pontos da cadeia produtiva do milho, ou
seja, recepgao e pré-secagem. Niveis baixos de fumonisinas foram detectados em

amostras de milho recebidas por empresas processadoras da Regidao Norte do
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Estado do Parana. Esses resultados ratificam a importancia do constante
monitoramento em todas as etapas da produgdo do milho, minimizando riscos a
saude humana e animal e adequando sua qualidade aos padrées recomenadados
para comercializagéo.

O terceiro artigo objetivou comparar técnicas de detecgdo de
aflatoxinas em milho naturalmente contaminado por Aspergi/Zus flavus, segundo
contagem de pontos de fluorescéncia, cromatografia em camada delgada (CCD) e
espectrofluorimetria. Os resultados obtidos por CCD e espectrofluorimetria
apresentaram boa correlacédo (r=0,97) para andlise de milho naturalmente
contaminado por aflatoxinas. A técnica de contagem de pontos de fluorescéncia
apresentou 20% de resultados falso-negativos, sugerindo seu emprego como
triagem para selegdo de lotes com possivel contaminagdo para serem analisados

posteriormente por técnicas mais sensiveis e precisas.



60

ARTIGO A: Effect of time interval from harvesting to pre-drying step on
natural fumonisin contamination in freshly harvested corn of
the State of Parana, Brazil.

Abstract

Natural mycoflora and fumonisins were analyzed in 490 samples of freshly harvested
corn (2003 and 2004 crops) from the North region of Parana State, Brazil and
correlated to the time interval between the harvesting and the pre-drying step. The
sampling was carried out in three points of the productive chain, i.e., as field samples
(n=100), reception samples (n=100) and at the pre-drying samples step (n=45), for
each crop. The two crops showed a similar profile concerning the fungal frequency.
Fusarium sp. was the prevalent genera (100%) for the three sampling sites from both
crops, followed by Pénicillium sp. which was detected in 98%, 95% and 97% of the
samples (2003 crop), respectively. Contamination frequency by Aspergillus sp. was
lower and ranged from 10 to 18% (2003 crop) and from 6 to 8% (2004 crop).
Fumonisins (FB1 and FB;) were analyzed by a reversed-phase isocratic HPLC
system. They were detected in all samples from the three sets and us crops. The
levels ranged from 0.11 to 15.32 mg/g (mean of 2.48 + 2.89 mg/g) in field samples,
from 0.16 to 15.90 ug/g (mean of 2.70 + 2.65 mg/g) in reception samples and from
0.02 to 18.78 ug/g (mean of 3.61 + 4.06 mg g) in pre-drying samples belonging to
2003 crop. Samples from 2004 crop showed lower contamination and fumonisin
levels ranged from 0.07 to 4.78 mg/g (mean of 1.02 £ 0.77 mg/g) in field samples, from
0.03 to 4.09 ug/g (mean of 1.11 £ 0.99 mg/g) in reception samples and from 0.11 to
11.21 pg/g (mean of 1.57 + 2.03 pg/g) in pre-drying samples. The mean fumonisin
level increased gradually from =D5.0 mg/g to 18.78 ug/g as the time interval between
the harvest and the pre-drying step increased from 3.2 to 8.9 hours (2003 crop). The
same profile was observed for samples from 2004 crop. Fumonisin levels and the
time interval (p=0.96) showed positive correlation (p < 0.05). These results indicate
that delay in drying process can increase fumonisin levels; therefore adequate post-
harvest management is necessary for assuring the corn quality.

Keywords: Corn producing chain. Fumonisins. Pre-drying step. Mycoflora
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Introduction

The State of Parana is the main corn producer in Brazil accounting
for 10 million tons/year that correspond to 30% of the national production (CONAB,
2007). The social and economic importance of corn is evident by its inclusion in more
than 500 derived products in addition to the direct participation in the productive
chain of poultry and swine as major ingredient of animal feed (ABIMILHO, 2006).
Nevertheless, due to its nutritional quality it becomes an excellent substrat for mould
contamination, mainly Fusarium verticillioides, primary corn phytopatogen and
producer of fumonisins a group of mycotoxins (Bezuidenhout et al., 1988; Nelson et
al., 1991; Desjardins et al., 1994). Although 28 analogues of fumonisins have been
characterized so far (Ah-Seo & Won Lee, 1999), only FB4, FB, and FB3; occur as
natural contaminants of corn and corn-based foods (Thiel et al., 1991). The high
incidence of fumonisins in corn is associated with serious risks to the human and
animal health. Fumonisins cause leukoencephalomalacia in equines (Marasas et al.,
1988) pulmonary edema in swine (Ross et al., 1990) hepatocarcinoma in rats (Norred
& Voss, 1994) and imunosupression in poultry (Weibking, et al., 1993). In humans,
epidemiological studies indicate its association with esophageal cancer and primary
liver cancer (Gelderblom et al., 1992; Ueno et al., 1997.).

The World Trade Organization reduced the tariff barriers on grain,
but focused attention on natural toxins and phytosanitary contaminants. Strict
guideline proposals enacted for aflatoxins, ochratoxin, fumonisin and patulin
tolerances can have great impact on the trade of grains and other commodities
(MILLER, 1996). Both fungal and mycotoxin contamination is regarded as the primary
concern in the effort to reduce problems, which could compromise exportation ofcorn
based food chain.

Taking into account the economic and nutritional importance of corn
and the serious risks to the human and animal health due to fumonisin occurrence in
this cereal, the aim of this study was to evaluate the natural fungal contamination and
occurrence of fumonisins in freshly harvested corn samples of Parana State, Brazil,

and correlate to the time interval from the harvesting to pre-drying step.
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Material and Methods

Characterization of the studied area

The State of Parana comprises 199,570 km? and is located in
Southern Brazil (24°30'S; 50°30'W), and bisected by the Tropic of Capricorn (Fig. 1).
The predominant climate is subtropical with humid temperate weather, having an
average temperature of > 22°C during the hottest and < 18° C during the coldest
months. Northern (23°19'00"S; 51°22'00"W-GR) region is characterized as a
mesothermic humid subtropical climate with rainy hot summers (December to
February, average > 22°C), and sporadic frost during winters (May to July, average <
18°C) (PARANA ON LINE, 2007).
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Figura 1 — Sampling sites of corn in Cambara (1) and Bandeirantes (2) in the North region of Parana
State

Sampling

A total of 490 freshly harvested corn (Zea mays L.) samples were
collected at three points of corn productive chain from the North of Parana State,
during the February-April 2003 crop and the March-May 2004 crop. Random

sampling (n=245) was performed immediately after harvesting (100 samples), at the
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delivery post of cooperatives (100 samples) and before drying process (45 samples).
In order to facilitate samples collected immediately after harvesting, at the delivery
post of cooperatives and before drying process were denominated field, reception
and pre-drying samples, respectively. Corn kernels were taken randomly from 9 to 12
truck bin sites (immediately after harvesting and at the delivery post of cooperatives)
and pooled (10 kg), following the sampling protocol established by the Brazilian
guidelines (BRASIL, 1976). Corn samples from the same truck were collected
immediately after harvesting and at the delivery post of cooperatives. The pre-drying
samples were collected from the mat that leads the corn kernels to the drier, i.e., 650
g each 30 min and pooled (10 kg). After homogenization, the corn samples (1 kg)
were immediately sent to the laboratory and maintained at 4°C for maximum 7 days
for microbiological analysis. For fumonisin determination, 200g of each corn sample

were ground to 50 mesh and stored at - 20°C.

Mycoflora analysis

Two hundred grams of each corn sample were ground to 50 mesh.
Sub-samples (10 g) of ground corn were then blended with 90 ml of sterile 0.1%
peptone water (v/v), and serial dilutions were carried out with 9.0 ml of the same
diluent to 10°. One millilitre of each dilution was transferred into a Petri dish and
pour-plated with potato dextrose agar (PDA, pH 4.0) added to 50 pg/ml
chloramphenicol and incubated at 25°C for 6 days. After total fungal colony count,
genera identification was carried out according to Nelson et al. (1983), Singh et al.
(1991), and Samson et al. (1995).

Fumonisin analysis

Fumonisins By and B, were analyzed according to Shephard et al.
(1990) with some modification (Ueno et al., 1993). The corn kernels (200 g) were
ground to 50 mesh in a laboratory mill, and 10 g powder was mixed with 30 mL
methanol:water (3:1, v/v). After standing for 10 min at room temperature, the
suspension was shaken at 150 rpm for 30 min and centrifuged at 4500 x g for 10 min.
The crude extract (1.0 mL) was applied to preconditioned Sep Pak accell plus QMA
cartridge (Waters Co., Ltd.). After washing the cartridge with methanol-water (3:1, 6
mL) followed by methanol (3 mL), fumonisins were eluted with 10 mL methanol

containing 0.5% acetic acid. The eluate was evaporated to dryness under a stream
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ofnitrogen at 45°C, the residue was dissolved in methanol-water (3:1, 800 uL) and a
200 pl aliquot dried under nitrogen. After derivatization with 200 uL O-
phthaldialdehyde reagent (40 mg OPA, 1 mL methanol, 5 mL 0.1M sodium borate
and 50 uL 2- mercaptoethanol), HPLC injections were made within 1 min.
Fumonisins were analyzed by a reversed-phase isocratic HPLC system (Shimadzu
LC-10 AD pump and RF 535 fluorescence detector), using a Shim-pack CLC-ODS
(M) column (4.6 x 250 mm, Shimadzu). Excitation and emission wavelengths were
335 nm and 450 nm, respectively. The eluent was CH3;OH:0.1 M NaH,PO,4 (80:20,
v/v) adjusted to pH 3.3 with ortho-phosphoric acid. The flow rate was 1 mL/min. The
detection limits for FB1 and FB, were 27.5 ng/g and 30.0 ng/g, respectively. The
recoveries of FB4 and FB, from spiked corn in the range 150-400 ng g FB4 and 250-
450 ng/g FB, averaged 106.3% (mean CV 8%) and 96.9% (mean CV 10%),

respectively, based on duplicate spiking and duplicate analyses.

Statistical analysis

Total fungal colony count, Fusarium sp. count and fumonisin level
differences among field, reception and pre-drying samples were statistically
evaluated using ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test (p<0.05). The
correlation between the time interval (from the harvesting to pre-drying step) and
fumonisin levels was analysed by Pearson's correlation test (p<0.05). Statistical

analysis was performed by the 'Statistica' software version 6.0 (Stat Soft, Inc.).

Results and discussion

The relative frequency of main fungal genera in 445 freshly
harvested corn samples (2003 and 2004 crop) from three different points of corn
productive chain (field, reception and pre-drying step) is shown in Figures 2 and 3,
whereas the counting of the Fusaria, Penicilia and Aspergilli grups in four
contamination levels (CFU/g) is discriminated in Table 1. The two crops showed a
similar profile concerning the fungal frequency. Fusarium sp. was the prevalent
genera (100%) for the three sampling sites from both crops, followed by Pénicillium
sp. which was detected in 100%, 91% and 94% of samples from field, reception and
pre-drying step (2003 crop), respectively. Contamination frequency by Aspergillus sp.
was lower and ranged from 10 to 17% (2003 crop) and from 7 to 8% (2004 crop).
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Table 1 — Levels of fungal contamination in corn samples from the North region os
Parana State (n=445)

Crop Sampling Percentage of samples with contamination
site
CFUl/g <10’ 10°- <10" 10°-<10° 107 - < 10°
*Total 1 18 57 24
Field Fusarium sp. 15 39 38 8
(n= 100) Penicillium sp. 15 61 24 —
Aspergillus sp. 5 3 2 —
*Total 1 14 50 35
2003  Reception  Fusarium sp. 12 40 40 8
(n= 100) Penicillium sp. 10 50 31 —
Aspergillus sp. 10 7 — —
*Total — 17 60 23
Pre-drying  Fusarium sp. 12 38 43 7
(n= 45) Penicillium sp. 10 55 27 2
Aspergillus sp. 6 6 — —
*Total 12 11 60 17
Field Fusarium sp. 11 42 43 4
(n=100) Penicillium sp. 3 62 19 —
2004 Aspergillus sp. 5 3 — —
*Total 9 9 59 23
Reception  Fusarium sp. 14 34 43 9
(n=100) Penicillium sp. 21 59 16 1
Aspergillus sp. 2 4 1 —

* Total counting of moulds and yearts

The high frequency of Fusarium sp. and Penicillium sp. (Figures 2

and 3, Table 1) is in accordance with the data reported by Ono et al. (2002) and Orsi
et al. (2000). Ono et al. (2002) detected Fusarium sp. and Penicillium sp. in 100%

corn samples (n= 36) from the Northern region of Parana State, Brazil. Orsi et al.

(2000) evaluated the mycoflora in 195 corn samples from Sao Paulo State, Brazil,

and showed predominance of Fusarium sp. (57%) and Penicillium sp. (40%). The low

frequency of Aspergillus sp. is in accordance to Christensen and Sauer (1982), who

classified it as predominant fungi at storage, suggesting a negative correlation

between Aspergillus sp. And Fusarium sp. When they are co-contaminating corn
kernels (Marin et al., 1995).



66

1004 [

Relative frequency (%)
5 3 8

n
2

I Y
AN

Fusarium Penicillium Aspergillus Cladosporium Yeasts

@ Field m Reception O Pre-drying

Figure 2 — Relative frequency of fungi isolation in field corn samples (n=100), reception
(n=100) and pre-drying (n=45) step from the North region of Parana State
(2003 crop).
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Figure 3 — Relative frequency of fungi isolation in freshly harvested corn samples from field
(n=100) and reception of cooperative (n=100) from the North region of Parana
State (2004 crop).
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Taking into account that there was no significant difference (p<0.05)
in total mould and yeast counting among field, reception and pre-drying samples
(2003 crop) by Tukey's test, mycoflora analysis in samples from 2004 crop was
carried out only for field and reception samples.

In the 2003 crop, the reception samples (n=100) showed similar
contamination levels to the field samples, although the percentage of samples with
total mould and yeast counting in a range of 10° to 10° CFU/g increased from 24%
(field samples) to 35% in the reception samples. At the pre-drying step the
percentage of Fusarium sp. contaminated samples (43%) in a range of 10* to 10°
CFU/g increased in comparison to field samples (39.9 %) and reception samples (40
%). The predominant contamination level by Aspergillus sp. was < 10° CFU/g for the
three sampling sites ranging from 50% to 59%.

Concerning to 2004 crop the percentage of contaminated samples in
the range of 10° to 10° CFU/g also increased according to the sampling site, from
17% in the field to 23% in the reception for total mould and yeast counting, while for
Fusarium sp. the percentage of contaminated samples increased from 4% (field) to
9% (reception). In the field samples, the predominant contamination level by
Aspergillus sp. was < 10° CFU/g (63% samples), but at the reception it increased to
10° - 10* CFU/g (57% samples).

Fumonisin (FB1 and FB;) levels in freshly harvested corn samples
belonging to 2003 (n=245) and 2004 (n=200) crops are shown in Table 2.
Fumonisins were detected in all samples from the three points of productive chain
belonging to both 2003 and 2004 crops. Fumonisin levels ranged from 0.11 to 15.32
ug/g (mean of 2.48 + 2.89 nug/g) in field samples, from 0.16 to 15.90 ug/g (mean of
2.70 £ 2.65 pg/g) in reception samples and from 0.02 to 18.78 ug/g (mean of 3.61 +
4.06 ug/g) in pre-drying samples belonging to 2003 crop. Samples from 2004 crop
showed lower contamination and fumonisin levels ranged from 0.07 to 4.78 nug/g
(mean of 1.02 + 0.77 ug/g) in field samples, from 0.03 to 4.09 ug/g (mean of 1.11 +
0.99 ng/g) in reception samples and from 0.11 to 11.21 ng/g (mean of 1.57 + 2.03
ug/g) in pre-drying samples. These fumonisin levels (Table 2) are similar to those
reported by Avantaggiato et al. (2002), but lower than those obtained by Ono et al.
(2002) and Ono et al. (2006). Avantaggiato et al. (2002) detected fumonisin levels
ranging from 0.01 to 19.69 ng/g (mean of 2.69 ug/g) in 24 out of 25 corn samples

from Central region of Italy. Ono et al. (2002) evaluated fumonisin occurrence in 150
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freshly harvested corn samples from Central-Southern, Central-Western and
Northern regions of the State of Parana, Brazil, and detected fumonisins in 147
(98%) samples at a concentration range of 0.096 to 22.6 ug/g. Mean fumonisin levels
in Central-Western and Northern regions were 5.08 ng/g and 9.85 ug/g, respectively.
Ono et al. (2006) analysed 109 freshly harvested corn samples from Parana State,

Brazil and detected fumonisin levels ranging from 0.13 to 20.38 ug/g.

Table 2 — Fumonisin levels* in freshly harvested corn samples from field, reception
and pre-drying step (2003 and 2004 crops) fron the North region of parana

State.
FB; (ug'z) FB:z (pg/e) Total FB (pg/z)

Crop  Sampling Paositive “*Mean Range Positive **Mean Range **Mean Range

site samples samples

Field 100%  1.81°+212 0.11- 1168 B4%  084'10054 0.01-526 248°+289  0.11-15.32

(n=100Y

Reception 100% 1.99°+204 0.16-11.83 91% 077*£077  002-525 270°+265  0.16-1590
2003 (n=100)

Pre-drying 100% 259°£270  0.02-10.98 4% L31*£ 160  0.07-7.89 361°t406  0.02-1878

(n=43)

Field 100% 0.78*£0.62 0.07 -4.17 6% 032*£023 0.02-1.04 1.02°+0.77 0.07-478

(n=100Y

Reception 100%  0.89°+074  0.03-356 51% 048*£044  0.05-2.00 1.11*°£0.99 0.03-4.09
2004 (n=100)

Pre-drying 100% 1.13% £ 1.49 0.14-7.74 62% 0.73*£0.81 0.06 -3.47 1.57°+203  0.11-11.21

(n=43)

Total FB = FB, + FB,
*Detected by HPLC

Detection limit FB, = 27.5 ng/g

Detection limit FB, = 39.4 ng/g

*# Means followed by the same letter indicate no significant difference by Tukey’s test (p<0.05)

As shown in Figures 4 (2003 crop) and 5 (2004 crop) low fumonisin
levels ranging from 0.1 to 2.0 pug/g were predominant in samples from the three
points of productive chain. Samples belonging to 2004 crop showed lower fUmonisin
levels compared to 2003 crop with 92% field samples in a contamination range from
0.1 to 2.0 pg/g.
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Figure 4 — Relative frequency of fumonisin (FBi + FB,) levels in corn samples from the field (n=100),

reception of cooperative (n=100) and pre-drying step (n=45) from the North region of
Parana State (2003 crop).
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Figure 5 — Relative frequency of fumonisin (FBi + FB,) levels in corn samples from the field (n=100),

reception of cooperative (n=100) and pre-drying step (n=45) from the North region of
Parana State (2004 crop).
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Although the legal limits for fumonisins had not been established,
Food and Drug Administration (FDA) recommend the maximum limit of 2.0 ug/g and
4.0 ug/g for corn bran and pasta production, respectively, intended for human
consumption (Avantaggiato et al., 2002). Considering 4.0 ug/g as the maximum
fumonisin level recommended for pasta production, 186 samples (76 %) from 2003
crop and 237 samples (96.7 %) from 2004 crop were safe for human consumption.
On the other hand, the Mycotoxin Committee of the American Association of
Veterinary Laboratory Diagnosticians fixed advisory levels at 5.0, 10.0 e 50.0 ug/g for
equine, swine and cattle feed, respectively (Munkvold & Desjardins, 1997). Taking
into account the maximum limit recommended for swine (10.0 pg/g), 226 samples
(92.2 %) from 2003 crop and 243 samples (99.2 %) from 2004 crop were adequate

as ingredient for feed production.

Table 3 — Time interval from harvesting to pre-drying step and fumonisin
contamination in corn samples from the North region of Parana State.

2003 Crop 2004 Crop
total FB
(nglz) Time interval (h) n Time interval (k) n
fromfieldto  from reception to Total from field to from recepion to Total
cooperative pre-drying time cooperative pre-drying time
0.1-1.0 1.14 2.08 322 30 0.88 1.62 2,50 148
1.1-20 1.31 209 3.40 59 1.02 1.96 298 &0
21-30 1.25 215 3.40 23 0.98 1.96 194 19
3.1-40 1.22 207 329 11 1.12 1.90 3.02 10
41-50 0.85 234 319 7 1.07 344 451 f
5.1-6.0 1.10 282 3.92 5 - - - -
6.1-9.0 1.90 372 3.62 3 2.50 491 741 1
9.1-12.0 220 453 6.73 11 283 6.16 3.99 1
12.1-15.0 1.78 .04 6.82 3 - - - -
13.1-18.0 2325 6.64 8.89 3

n = number of samples
Total FB = FB, + FB,
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Fumonisins (|Lg/g)

3.22 3.40 3.29 3.19 3.92 5.62 6.73 6.82 8.89

Time interval (h)

Figure 6 — Correlation between the time interval from the harvesting to the pre-drying step
and fumonisin levels (FB4 + FB;) in freshly harvested corn samples (n=175) from
the North region of Parana State (2003 crop). Linear regresson equation y = -
192.19 + 1.898x was obtained with correlation coefficient (p) of 0.96 (p < 0.05).

Fumonisins (Lg/g)

2.50 2.98 2.94 3.02 4.51 7.41 8.99

Time interval (h)

Figura 7 — Correlation between the time interval from the harvesting to the pre-drying step
and fumonisin levels (FB4 + FBy) in freshly harvested corn samples (n=245) from
the North region of Parana State (2004 crop). Linear regresson equation y = -
159.071 + 1.571x was obtained with correlation coefficient ( ) of 0.96 (p < 0.05).

The time interval from the corn harvesting to pre-drying step and
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fumonisin levels are shown in Table 3. The mean fumonisin levels increased
gradually from < 5.0 ug/g to 18.78 ng/g as the time interval from the harvesting to the
pre-drying step increased from 3.2 to 8.9 hours (2003 crop). The same profile was
observed for samples from 2004 crop. i.e., the mean fumonisin levels increased from
< 5.0 pg/g to 12.0 pg/g as the time interval from 3.0 to 8.9 hours. Fumonisin levels
and the time interval (p=0.96) showed positive correlation (p < 0.05) (Figures 6 and
7). These results indicate that delay in drying process can increase fumonisin levels;
therefore adequate post-harvest management is essential for assuring the corn
quality in order reduce economic losses and minimize potential risks to human and

animal health.
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ARTIGO B: Mycotoxicological quality evaluation of corn samples
used by processing industries in the Northern region
of Parana State, Brazil

Abstract

In this study corn quality regarding fungal and fumonisin contamination of 870 freshly
harvested samples used as raw material by corn processing industries in the
Northern region of Parana State, Brazil (2003 and 2004 crops) was evaluated.
Sampling was carried out at two points of the corn producing chain, i.e., at reception
by the processing industry (n=300) and the pre-drying step (n=135) for each crop.
Corn samples were frequently contaminated with Fusarium sp. (100%) and
Pénicillium sp. (84,1 to 95,3%), when compared to Aspergillus sp. (5,6 to 19,8%).
Fumonisin B¢ (FB4) was detected in all samples from the two points of the corn
producing chain belonging to both crops. FB; levels ranged from 0.02 to 11.83 nug/g
in reception samples and from 0.02 to 10.98 ug/g in pre-drying samples of the 2003
crop. Samples from the 2004 crop showed FB1 levels ranging from 0.03 to 12.04 ug/g
in reception samples and from 0.06 to 7.74 ug/g in pre-drying samples. FB2 levels
ranged from 0.02 to 5.25 ug/g in reception samples and from 0.01 to 7.89 nug/g in pre-
drying samples (2003 crop), while in samples from 2004 crop FB> levels ranged from
0.02 to 6.12 ug/g in the reception samples and from 0.05 to 3.47 nug/g in the pre-
drying samples. Low fumonisin levels were detected in most of the corn samples
received by processing industries in the Northern region of Parana State. These
results ratified the importance of constant monitoring control throughout corn
production for hazard minimization and compliance with trade requirements.

Keywords: Fumonisins. Corn producing chain. Mycoflora

Introduction

Agricultural commodities intended for human and animal
consumption are frequently exposed to fungal contamination (Lazzari, 2001).

Fusarium verticillioides is the prevalent seed-borne fungus of corn
and one of the main producers of fumonisins, a group of mycotoxins that cause
severe economic losses and several diseases in animals. Fumonisins induce
leukoencephalomalacia in equines (Marasas, Kellerman, Gelderblom, Coetzer, Thiel
& Van Der Lugt, 1988), pulmonary edema in swine (Ross et al. 1990),
imunosupression and reduced weight gain in poultry (Weibking et al. 1993) and
hepatocarcinoma in rats (Norred & Voss, 1994). In humans, high fumonisin levels in

corn-based food have been associated with oesophageal cancer in China (Zhang et
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al. 1997), South Africa (Marasas et al. 1981) and evaluated as one of the possible
risk factors for primary liver cancer (Ueno et al. 1997).

Fumonisin contamination occurs from the physiological maturity
stage of corn until the storage, mainly in the interval between the post-harvest and
pre-drying step (Lazzari, 2001). Ono et al. (2002) detected fumonisins in 100% of
freshly harvested corn samples from the Northern region of Parana State. Fumonisin
production depends on biological (susceptible crop) and environmental factors,
especially on regional climatic conditions during plant development and crop harvest
(Ono et al. 1999).

Taking into account the unavoidable occurrence of F. verticillioides
and further risks associated to fumonisins in corn, monitoring the producing chain is
essential, as fumonisins can't be removed by the industrial processing. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the mycotoxicological quality of corn from the

Northern region of Parana State used as raw material by processing industries by

monitoring the fungal contamination and fumonisin occurrence at two points of the producing chain.

Material and Methods

Characterization of the studied area

The State of Parana comprises 199,570 km? and is located in
Southern Brazil (24°30'S; 50°30'W), and bisected by the Tropic of Capricorn (Fig. 1).
The predominant climate is subtropical with humid temperate weather, having an
average temperature of > 22°C during the hottest and < 18° C during the coldest
months. Northern (23°19'00"S; 51°22'00"W-GR) region is characterized as a
mesothermic humid subtropical climate with rainy hot summers (December to
February, average > 22°C), and sporadic frost during winters (May to July, average <
18°C) (Parana on line, 2007).
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Figure 1 — Sampling sites of corn in Ortigueira (1), Apucarana (2), Bandeirantes (3)
and Cambard (4) in the North region of Parana State.

Climatic data

Climatic data (maximum temperature, mean temperature, minimum
temperature, relative humidity, rainfall) of corn harvesting months from 2003 and
2004 crops were provided by the Ecophisiology area of the Agronomic Institute of
Parana (IAPAR).

Sampling

A total of 870 freshly harvested corn (Zea mays L.) samples were

collected at two points of corn productive chain from the North of Parana State,
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during the February-April 2003 crop and the March-May 2004 crop. Random
sampling (n=435) was carried out at the delivery post of three corn processing
industries (n=300) and before drying process (n=135) from each crop. In order to
facilitate samples collected at the delivery post of corn processing industries and
before drying process were denominated reception and pre-drying samples,
respectively. Corn kernels were taken randomly from 9 to 12 truck bin sites (at the
delivery post of corn processing industries) and pooled (10 kg), following the
sampling protocol established by the Brazilian guidelines (Brasil, 1976). The pre-
drying samples were collected from the mat that leads the corn kernels to the drier,
i.e., 650 g for each 30 min and pooled (10 kg). After homogenization, the corn
samples (1 kg) were immediately sent to the laboratory and maintained at 4°C for
maximum 7 days for microbiological analysis. For fumonisin determination, 200g of

each corn sample were ground to 50 mesh and stored at -20°C.

Mycoflora analysis

Two hundred grams of each corn sample were ground to 50 mesh.
Sub-samples (10 g) of ground corn were then blended with 90 ml of sterile 0.1%
peptone water (v/v), and serial dilutions were carried out with 9.0 ml of the same
diluent to 10®. One millilitre of each dilution was transferred into a Petri dish and
pour-plated with potato dextrose agar (PDA, pH 4.0) added to 50 ug/ml
chloramphenicol and incubated at 25°C for 6 days. After total fungal colony count,
genera identification was carried out according to Nelson et al. (1983), Singh et al.
(1991), and Samson et al. (1995).

Fumonisin analysis

Fumonisins By and B, were analyzed according to Shephard et al.
(1990) with some modification (Ueno et al. 1993). The corn kernels (200 g) were
ground to 50 mesh in a laboratory mill, and 10 g powder was mixed with 30 mL
methanol:water (3:1, v/v). After standing for 10 min at room temperature, the
suspension was shaken at 150 rpm for 30 min and centrifuged at 4500 x g for 10 min.
The crude extract (1.0 mL) was applied to preconditioned Sep Pak accell plus QMA
cartridge (Waters Co., Ltd.). After washing the cartridge with methanol-water (3:1, 6
mL) followed by methanol (3 mL), fumonisins were eluted with 10 mL methanol

containing 0.5% acetic acid. The eluate was evaporated to dryness under a stream
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ofnitrogen at 45°C, the residue was dissolved in methanol-water (3:1, 800 uL) and a
200 pL aliquot dried under nitrogen. After derivatization with 200 uL O-
phthaldialdehyde reagent (40 mg OPA, 1 mL methanol, 5 mL 0.1M sodium borate
and 50 uL 2- mercaptoethanol), HPLC injections were made within 1 min.
Fumonisins were analyzed by a reversed-phase isocratic HPLC system (Shimadzu
LC-10 AD pump and RF 535 fluorescence detector), using a Shim-pack CLC-ODS
(M) column (4.6 x 250 mm, Shimadzu). Excitation and emission wavelengths were
335 nm and 450 nm, respectively. The eluent was CH30H:0.1 M NH2PO4 (80:20,
v/v) adjusted to pH 3.3 with ortho-phosphoric acid. The flow rate was 1 mL/min. The
detection limits for FB1 and FB, were 27.5 ng/g and 30.0 ng/g, respectively. The
recoveries of FB1 and FB2 from spiked corn in the range 150-400 ng/g FB1 and 250-
450 ng/g FB2 averaged 106.3% (mean CV 8%) and 96.9% (mean CV 10%),

respectively, based on duplicate spiking and duplicate analyses.

Statistical analysis

Total fungal colony count and fumonisin level differences between
reception and pre-drying samples, as well as climatic data differences among four
sampling sites and crop year were statistically evaluated using ANOVA followed by
Tukey's multiple comparison test (p<0.05). Fumonisin level differences among the
four sites and crop year were evaluated by t-test (p<0.05). Statistical analysis was

performed by the 'Statistica' software version 6.0 (Stat Soft, Inc.).

Results and discussion

The relative frequency of the main fungal genera in 615 freshly
harvested corn samples from 2003 (n=435) and 2004 (n=180) crops is shown in
Figures 1 and 2. The mycoflora profile was similar at the two points of the corn
productive chain (reception and pre-drying step). Fusarium sp. was detected in 100%
samples from both crops, while Penicillium sp. in 95,3% and 91,9% samples from
reception and the pre-drying step (2003 crop) and 84,1% samples from reception
(2004 crop). Aspergillus sp. frequency was lower when compared to Fusarium sp.
and Penicillium sp. and was detected in 19,3% reception samples and 19,8% pre-
drying samples (2003 crop). In 2004 crop Aspergillus sp. was detected in 5,6%

reception samples. The high frequency of Fusarium sp. (Figures 1 and 2, Table 1)
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was in accordance with the data reported by Van der Westhuizen et al. (2003) who
evaluated the mycoflora in 76 freshly harvested corn samples from Santa Catarina
State, Brazil, and detected Fusarium sp. in 93 % samples. The low frequency of
Aspergillus sp. could be explained by the high number of competitive
microorganisms, especially Fusarium sp. which occurred in 100% samples (Figures 1
and 2), and suppressed endophytic Aspergillus section Flavi overgrowth in corn grain
(Ono et al. 1999). Zummo and Scott (1992) detected a small number of A. f/avus-
infected kernels, and consequent significantly lower aflatoxin concentration in corn
inoculated with both fungi, when compared with controls inoculated with A. flavus
alone. The authors concluded that F. verticillioides can inhibit A. f/avus infection and
decrease aflatoxin concentrations in inoculated kernels.

Taking into account that there was no significant difference (p < 0.05)
in the total mould and yeast counting between reception and pre-drying samples
(2003 crop) by Tukey's test, mycoflora analysis in samples from 2004 crop was

carried out only for the reception samples.

100

Relative frequency (%)

Fusarium Penicillium Aspergillus  Cladosporium Yeasts

£ Fle?eption O Pre-drying |

Figure 2 — Relative frequency of fungi isolation in freshly harvested corn samples from
reception of cooperative (n=300) and pre-druing (n=145) from the North region of
Parana State (2003 crop).
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Figure 3 — Relative frequency of fungi isolation in freshly harvested corn samples from
reception of cooperative (n=180) from the North region of Parana State (2004

crop).

As shown in Table 1, Fusarium sp. was detected in a range from 10°
to 10* CFU/g in 40% reception samples and 37.8% pre-drying samples (2003 crop)
and in 38.4% reception samples from 2004 crop. Pénicillium sp. in the same range of
contamination was detected in 56.5% reception samples and 61.3% pre-drying
samples (2003 crop) and in 57% reception samples (2004 crop). Aspergillus sp. at a
low level of contamination (<10° CFU/g) was detected in 64% reception samples and

51.8% pre-drying samples (2003 crop).
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Table 1 — Levels of fungal contamination in corn samples from the North Region of
Parana State (n=615)

Crop Sampling Percentage of samples with contamination
site
CFU/g <10 10° - <10” 10° - <10° 10° - < 10°
*Total 1.0 17.6 55.0 26.4
Reception Fusarium sp. 15.0 40.0 38.0 7.0
(n=300) Penicillium sp. 10.5 53.6 29.6 1.6
2003 Aspergillus sp. 12.3 6.0 1.0 -
*Total - 1.1 58.5 30.4
Predrying Fusarium sp. 16.3 37.8 37.0 8.9
(n=135) Penicillium sp. 6.6 56.3 26.6 24
Aspergillus sp. 10.3 8.1 0.7 0.7
*Total 7.2 17.7 5000 25.1
2004 Reception Fusarium sp. 26.5 33.3 34.0 6.2
(n=180 ) Penicillium sp. 27.0 44.4 11.6 1.1
Aspergillus sp. 2.8 2.2 0.6 -

* Total counting of moulds and yeasts.

Fumonisin (FB1 and FB;) levels in freshly harvested corn samples
from the reception (n=300) and pre-drying step (n=135) belonging to 2003 and 2004
crops are shown in Table 2. FB4 was detected in all samples from the two points of
productive chain belonging to both crops. FB1 levels ranged from 0.02 to 11.83 nug/g
(mean of 1.73 :+ 1.76 ng/g) in reception samples and from 0.02 to 10.98 pg/g (mean of
2.17 £+ 2.30 pg/g) in pre-drying samples belonging to 2003 crop. Samples from 2004
crop showed FB1 levels ranging from 0.03 to 12.04 ug/g (mean of 1.13 £ 1.10 ng/g) in
reception samples and from 0.06 to 7.74 ng/g (mean of 1.18 £ 1.30 pg/g) in pre-drying
samples (Table 2). FB; levels ranged from 0.02 to 5.25 ug/g (mean of 0.67 t 0.68
ug/g) in reception samples and from 0.01 to 7.89 ug/g (mean of 1.00 t 1.12 ug/g) in
pre-drying samples (2003 crop), while in samples from 2004 crop FB; levels ranged
from 0.02 to 6.12 ug/g (mean of 0.56 £ 0.75 ug/g) in reception samples and from 0.05
to 3.47 ng/g (mean of 0.56 + 0.55 ug/g) in pre-drying samples (Table 2). These results
(Table 2) are similar to those reported by Zinedine et al. (2006), but lower than those
obtained by Oruc et al. (2006) and Abbas et al. (2006). Zinedine et al. (2006)
evaluated 20 corn samples from Morocco and detected a mean FBi level of 1.93 ug/g
in 50 % samples ranging from 0.06 to 5.96 ug/g. Oruc et al. (2006) analysed 19 corn
samples from Turkey and detected fumonisins (FB1 + FBy) in 100 % samples in a
range from 0.80 to 356.8 ug/g (mean of 88.24 ug/g). Abbas et al. (2006) detected
fumonisins in 100 % corn samples (n=65) from United States with levels ranging from
0.30 to 83.60 ug/g.
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Table 2 — Fumonisin levels® in freshly harvested corn samples from reception and
pre-drying step (2003 and 2004 crops) from the North region of Parana

State.
FB1 (Mg/g) FB2 (Mg/g) Total FB (Mg/g)
Crop Sampling Positive **Mean Range sitive **Mean Range **Mean Range
site samples mples
Reception 100% 1.73%+1.76 0.02-11.83 7% 0.67°+0.68 0.02-5.25 2.24°+2.23 0.02-
(n=300) 15.90
2003 Pre-drying 100% 217°+2.70 0.02-10.98  .4% 1.00°+1.12 0.01-7.89 2.87°+3.16 0.02-
(n=135) 18.78
Reception 100% 1.13°+0.74 0.03-12.04 % 0.56°+0.75 0.02-6.12 1.46% + 1.61 0.03-
(n=300) 18.16
2004 Pre- 100% 1.18%+1.30 0.06-7.74 % 0.56° + 0.55 0.05-3.47 1.52°+1.36 0.06-
drying 11.21

(n=135)
Total FB = FB4 + FB, *Detected by HPLC Detection limit FB; = 27.5 ng/g Detection limit FB, = 39.4
ng/g

** Means followed by the same letter indicate no significant difference by Tukey's test (p<0.05)

As shown in Figures 3 (2003 crop) and 4 (2004 crop) low fumonisin
levels ranging from 0.1 to 2.0 ug/g were predominant in samples from the two points

of corn producing chain.
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Figure 3 — Relative frequency of fumonisin (FB4 + FB;) levels in corn samples from the
reception of cooperative (n=300) and pre-drying step (n=135) from the North
region of Parana State (2003 crop).
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Relative frequency of fumonisin (FB; + FB,) levels in corn samples from the
reception of cooperative (n=300) and pre-drying step (n=135) from the North
region of Parana State (2004 crop).

Figure 4

The Food and Drug Administration (FDA) recommend the maximum
limit of 2.0 pug/g and 4.0 ug/g for corn bran and pasta production, respectively,
intended for human consumption (Avantaggiato et al. 2002). Considering 4.0 ug/g as
the maximum fumonisin level recommended for pasta production, 351 samples
(80.7%) from 2003 the crop and 430 samples (98.8 %) from the 2004 crop were safe
for human consumption. On the other hand, the Mycotoxin Committee of the
American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians fixed advisory levels at
5.0, 10.0 and 50.0 ng/g for equine, swine and cattle feed, respectively (Munkvold &
Desjardins, 1997). Taking into account the maximum limit recommended for swine
(10.0 ng/g), 415 samples (95.4 %) from the 2003 crop and 432 samples (99.3 %)

from the 2004 crop were adequate an ingredient for swine feed production.
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Table 3 — Time interval from reception to pre-drying step and fumonisin

contamination in corn samples from the North region of Parana State

Total FB Time interval (h)*
2003 Crop n 2004 Crop n
0.1-1.0 1.59 133 151 166
1.1-2.0 1.84 105 1.93 150
2.1-3.0 1.83 62 1.87 52
3.1-4.0 1.90 32 1.96 17
4.1-5.0 2.45 19 2.65 8
5.1-6.0 331 16 - -
6.1-7.0 6.30 10 4.27 3
7.1-8.0 4.73 4 4.16 1
8.1-9.0 5.19 7 - -
9.1-10.0 5.19 7 - -
10.1-11.0 8.00 3 - -
11.1-12.0 - - 5.58 2
12.1- 13.0 5.83 - -
13.1-14.0 7.65 - -
14.1-15.0 5.50 - -
15.1-18.0 7.50 - -
18.1-19.0 6.63 55 1

n = number of samples
Total FB = FB,; + FB,
* From reception to pre-

The time interval from the reception to pre-drying step and fumonisin

levels are shown in Table 3. The mean fumonisin levels increased gradually from <

5.0 pg/g to 18.78 ng/g as the time interval from the reception to the pre-drying step

increased from 2.45 to 6.63 hours (2003 crop). The same profile was observed for

samples from the 2004 crop. i.e., the mean fumonisin levels increased from < 5.0

ug/g to 18.16 pg/g as the time interval increased from 2.65 to 5.5 hours (Table 3).

These results indicate that the interval between harvesting to drying process should

be reduced in order to prevent fungal growth and fumonisin production.
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Table 4 — Climatic data and fumonisin levels from four sites of the North region of
Parana State during the harvesting months (2003 and 2004 crops).

Tmax
Total FB** *  Tmin* Tmean* UR* Rainfall
Sampling sites Year Month n (ug/g) (*C) ("C) (*C) (%) * (mm)

2003 Feb 7 244*+331 320° 209 252 803 129
2003 Mar 57 2.29°+260 309 19.1* 23.8 753 141°

Cambaré 2004 Mar 70 110°:£096 310° 17.9° 234 689° 21°

2004 May 8 148"+126 23.2* 1322 172* 823 156

2003 Feb 7 339°+144 322° 21.2* 256 717 234
2003 Mar 57 293®+260 31.1" 195 244*° 713 87
Bandeirantes 2004 Mar 6 1.10%x081 31.0° 180" 237 673 72
2004 Apr 4 1.17™+082 204° 185 229* 744 96"
2004 May 12 121%+126 228 127 17.1* 814" 219°

2003 Feb 66 227"1+229 305 201" 245 786 147
2003 Mar 101 1.84*+t1.63 306" 187" 240" 69.7° 60"

Apucarana 2004 Mar 120 1.722+£206 30.0' 175 23.1* 67.2* 108
2004 Apr 14 146°+074 284" 176' 224 750" 102*
2004 May 2 082£013 21.0° 123 162* 630" 1T

2003 Feb 7 1.48°+1.00 30.1* 189 23.1* 823 195

2003 Mar 1] 141"+ 1.89 291" 167" 216" 783" BI*
Ortigueira 2004 Mar 24 180'+147 286" 152" 207 759* 150
2004 Apr 7 .16+ 053 266" 160° 20.1* 833 117

*Means of climatic data (Tmax, Tmin, Tmean, UR) and total rainfall followed by the same letter
indicate no significant difTerence by Tukey’s test (p<0.05).

**Means of total fumonisins followed by the same letter indicate followed by the same letter
indicate no significant difference by t-test (p<0.05).

n = number of samples.

Total FB = FB, + FB,

Tmax = maximum temperature

Tmin = minimum temperature

Tmean = mean temperature

UR = relative humidity

Climatic data from four sites of the North region of Parana State
during the harvesting months (2003 and 2004 crops) as well as mean fumonisin
levels (FB1 + FB>) are shown in Table 4. Multiple comparison analysis of maximum
temperature, minimum temperature, mean temperature, relative humidity and rainfall

averages by Tukey’s Test indicated no significant difference among the four sites.
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Corn samples from Bandeirantes and Cambara (2003 crop) showed higher fumonisin
levels (by two-fold) than samples from 2004 crop (p<0.05, Table 4). Fumonisin levels
showed no significant difference (p<0.05) in samples from Apucarana and Ortigueira
regarding to the months and corn crop. Although no significant difference was
observed among the mean values of the climatic data, the highest mean fumonisin
level (3.39 ug/g) was detected in samples collected from Bandeirantes during
February (2003 crop), where the highest mean maximum temperature (32.2° C) and
rainfall (234 mm) occurred. On the other hand, the lowest mean fumonisin level (0.89
mg/g) was detected in samples collected from Apucarana during May (2004 crop)
probably due to lower mean temperature (16.2°C) than the ideal temperature (20 to
25°C) for fumonisin production (Marin et al. 1998). High fumonisin levels were
produced by Fusarium sp. in corn culture at 25°C and high moisture content in a
range of 34 to 42% (Dilkin et al. 2002). Abbas et al. (2006) evaluated 65 corn
samples from Arkansas (U.S.A.) and detected higher fumonisin levels during the
months with the highest temperatures (>31°C).

In summary, low fumonisin levels were detected in the most of the
corn samples used as raw material by processing industries in the North region of
Parana State, probably due to the reduced time interval from reception to drying
process. Nevertheless, constant monitoring control throughout the corn producing

chain is essential for hazard minimization and compliance with trade requirements.
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ARTIGO C - COMPARACAO DE METODOLOGIAS CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (CCD), ESPECTROFLUORIMETRIA E
ANALISE POR CONTAGEM DE PONTOS DE
FLUORESCENCIA PARA DETECCAO DE AFLATOXINAS EM
MILHO.

Resumo

A técnica de contagem de pontos de fluorescéncia € utilizada por empresas
processadoras de milho para triagem de lotes quanto a presenca de aflatoxinas
devido a rapidez e praticidade. Face a caréncia de estudos comprovando a
eficiéncia da técnica de contagem de pontos de fluorescéncia, este trabalho teve
como objetivo comparar esta metodologia com cromatografia em camada delgada e
espectrofluorimetria, por meio da analise de 40 amostras de milho naturalmente
contaminadas e positivas para Aspergillus flavus. De acordo com a contagem de
pontos de fluorescéncia, todas as amostras (n=40) estariam adequadas ao consumo
humano e animal, porém a analise por CCD e espectrofluorimetria detectou,
respectivamente, 8 e 9 amostras contaminadas com niveis superiores ao limite
maximo tolerado (20 mg/kg) para aflatoxinas totais, segundo legislagéo brasileira. Os
resultados obtidos por CCD e espectrofluorimetria apresentaram boa correlacéo
(r=0,97) para analise de milho naturalmente contaminado por aflatoxinas. A técnica
de contagem de pontos de fluorescéncia apresentou 20% de resultados falso-
negativos, sugerindo seu emprego como triagem para selegao de lotes com possivel
contaminagdo para serem analisados posteriormente por técnicas mais sensiveis e
precisas.

Palavras-chave: Cromatografia em Camada Delgada. Contagem de Pontos de
Fluorescéncia. Espectrofluorimetria. Aflatoxinas.

Introducao

Aflatoxinas sao metabdlitos secundarios téxicos, produzidos
principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus (MOSS, 1991; FARIAS et al.,
2000). As aflatoxinas B; (AFB;), B2 (AFB3), G (AFG4) e G, (AFG;) sdo encontradas
em milho (HUSSEIN; BRASEL, 2001), no entanto a AFB; € a mais freqlente, e a
mais tdéxica, oferecendo riscos a saude humana devido ao seu potencial efeito
carcinogénico, mutagénico e teratogénico (WHO, 1979).

A comercializagao da safra depende muito da qualidade dos graos,
fator determinante em termos de mercado internacional, uma vez que barreiras
fitossanitarias foram estabelecidas por paises importadores, exigindo alta qualidade

e contaminagdo minima com relagdo a fungos e micotoxinas. O monitoramento
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constante é a unica forma viavel para garantir o fornecimento de produtos aceitaveis
ao mercado externo. Organizacdes Comerciais como a Unido Européia diminuiram
limites de tolerancia para aflatoxinas, estabelecendo limites maximos de 2 ug/kg
para AFBs e 4 ug/kg para aflatoxina total em grdos (SABINO, 2001). Medidas
restritivas acarretam fortes implicagcdes comerciais, pois limitam o volume de
exportagdes, reduzem o preco do "commoditie", além de aumentar custos com
amostragem, analise e controle (SABINO, 1989). Os limites regulatérios cada vez
mais rigorosos aumentaram a necessidade de metodologias rapidas, praticas e
confiaveis.

Métodos analiticos para deteccdo de aflatoxinas em milho e
derivados incluem cromatografia em camada delgada (CCD) (STROKA e ANKLAM,
2000), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (TRUCKSESS, 1994) e
cromatografia gasosa-associada a espectrometria de massa (CG-MS) (PESTKA et
al., 1994). Embora sejam métodos precisos e reprodutiveis, apresentam limitagdes
como necessidade de pré-limpeza extensiva da amostra, custo elevado, e exigéncia
de pessoal técnico qualificado, inviabilizando a realizagdo de testes em grande
volume de graos, a exemplo do que acontece com empresas processadoras de
milho.

O teste por verificacdo de pontos de fluorescéncia é pratico e
proporciona resultados rapidos, sendo realizado em amostras de milho, previamente
triturado e submetido a luz ultravioleta. A deteccdo de trés ou mais pontos
fluorescentes, classifica o lote amostrado como inadequado para o consumo
humano e animal. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do método de
contagem de pontos fluorescentes em amostras de milho e comparar os resultados
com métodos fisico-quimicos de andlise de aflatoxinas, cromatografia em camada

delgada (CCD) e espectrofluorimetria.
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Material e Métodos

Amostras de Milho

Dentre 1070 amostras de milho recém-colhido, provenientes de
empresas processadoras de milho da Regido Norte do Estado do Parana, foram
selecionadas 40 amostras positivas para Aspergillus do grupo flavus, apos contagem
de bolores e leveduras. As amostras foram coletadas de 9 a 12 pontos da carga do
caminh&o da cooperativa logo apds a colheita, sendo que em cada calada, foram
retirados 650g de milho até total de 10 kg. A seguir as amostras foram
homogeneizadas, sendo retirados 1,0 kg para ser submetido a classificagao
segundo um protocolo-guia brasileiro, referente a Portaria n. 845 de 8 de novembro
de 1976 (Brasil, 1976). Cerca de 1,0 kg de amostra foi enviada ao laboratoério e
conservado a 4°C num periodo maximo de 7 dias para analise microbiologica. As
amostras para analise de aflatoxinas foram trituradas (granulometria de 50 "mesh") e

individualmente conservadas a -20 °C até serem analisadas.

Determinacédo de Pontos de Fluorescéncia

As amostras foram analisadas quanto a presenga de pontos de
fluorescéncia na unidade processadora de milho, segundo metodologia de
Contagem de Fluorescéncia. Uma aliquota de 0,1 kg da amostra foi triturada e
submetida a fonte de luz ultravioleta (de 265 nm). Pelo visor foram contados pontos
que apresentavam fluorescéncia, sendo que o resultado acima de 2 pontos

classificava o lote como inadequado ao consumo humano e animal.

Extracdo de Aflatoxinas

A extracdo de aflatoxinas foi realizada segundo o método descrito
por Soares e Rodriguez-Amaya (1989). Uma aliquota de 50g da amostra,
previamente triturada, foi acrescida de 270 mL de metanol e 30 mL de KCI a 4%,
seguida de homogeneizagao em liquidificador por 5 minutos e filtragcdo em papel de
filtro Whatman n°. 4. Uma aliquota de 150 mL foi retirada e adicionada de 150 mL de
sulfato de aménia a 30% e cerca de 20g de terra de diatomacea. Apos
homogeneizagédo, o material foi filtrado com papel de filtro Watman n°. 4. Cerca de

150 mL do filtrado mais 150 mL de agua deionizada e 10 mL de cloroférmio foram
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submetidos ao processo de particdo em funil de separagcédo. O conteudo do funil de
separacao foi agitado por 3 minutos e apés 10 minutos de decantagcdo, foram
coletados 5 mL, adicionados mais 10 mL de cloroférmio a solu¢do do funil de
separagao e agitados por mais 3 minutos, decantados por 10 minutos e coletados
mais 5 mL. As duas fragdes de cloroférmio foram reunidas e evaporadas em banho-

maria a 50 °C. As amostras foram estocadas a -20 °C até serem analisadas.

Cromatografia em Camada Delgada

As aflatoxinas foram identificadas e quantificadas em placas de
silicagel 60G Merk, utilizando como fase mével tolueno: acetato de etila: cloroférmio:
acido férmico, (70:50:50:20, v/v/vlv), segundo a metodologia descrita por Gimeno
(1979). Os valores de recuperagcao foram de 97% para AFB4, 93% para AFG+, 93%
para AFB, e 94% para AFG, em milho artificialmente contaminado em niveis de 5,
10 e 20 mg/kg (em duplicata), com coeficiente de variacdo de 11%. O limite de

deteccgao foi de 3 pg/kg.

Espectrofluorimetria

A uma aliquota de 50g da amostra previamente triturada
(granulometria de 50 "mesh") foram adicionados 5g de NaCl e 100 mL de solucéo de
metanol : agua (80:20, v/v). Apds agitacao e filtragcado em papel de filtro, um volume
de 10 mL do extrato filtrado foi diluido com 40 mL de agua ultra-pura e cerca de 5
mL foram submetidos a pré-limpeza utilizando coluna de imunoafinidade -Aflatest-
P®, com fluxo intermitente de 1 a 2 gotas por segundo. Em seguida, 10 mL de agua
ultra-pura foram passadas pela coluna sob mesmo fluxo. Para elui¢do da aflatoxina,
foi utilizado 1 mL de metanol grau HPLC. A quantificagéo foi realizada com adigéo de
1 mL de revelador (solugdo aquosa de bromo a 0,005%, v/v), sendo a leitura
realizada dentro de 60 segundos. Os comprimentos de onda utilizados foram de 363

nm para excitagao e 440 nm para emissao. O limite de deteccao foi de 1

Analise Estatistica

A correlagdo entre cromatografia em camada delgada e
espectrofluorimetria foi realizada pelo teste de correlacdo de Pearson (p<0,05). A

analise estatistica foi realizada pelo software Statistic 6.0 (Stat Soft, Inc.).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela | estd sumarizada a contagem de Aspergillus do grupo flavus, nimero de pontos de
fluorescéncia e niveis de aflatoxinas totais determinados por CCD e espectrofluorimetria em 40
amostras de milho recém-colhido da Regiio Norte do Parand. As amostras selecionadas para a
comparagio de diferentes metodologias foram todas positivas para contagem de Aspergillus do grupo
flavus, com variagio de 1,0 x 10" a 1,0 x 10" UFC/g de milho. Um total de 33 amostras (82,5%)
apresentaram um ponto de fluorescéncia, 2 amostras (5%) dois pontos de fluorescéncia e 5 amostras
(12,5%) niio apresentaram ponto de fluorescéncia. De acordo com o critério de avaliacio das empresas
processadoras de milho, todas as amostras estariam adequadas ao consumo humano. Esses resultados
nio estdo de acordo com a andlise por CCD e espectrofluorimetria que detectou 8 e 9 amostras,
respectivamente, acima do limite maximo tolerado (20 pg/kg), caracterizando resultados falso-
negativos. Gléaria er al. (1998) detectaram 14 resultados falso-negativos em 286 amostras de milho
analisadas por contagem de fluorescéncia luminosa amarelo-esverdeada (CFLAE), que estavam
contaminadas com niveis superiores a 20 ug/kg, quando as mesmas foram analisadas por CCD,
Palomino er al. (1998) ao analisarem 61 amostras de milho pela técnica CFLAE, detectaram 2

amostras {3%) falso-negativas, em comparacio 4 andlise por CCD.
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Tabela 1. Contagem de Aspergillus do grupo flavus, contagem de pontos de fluorescéncia e niveis «
aflatoxinas totais determinados por CCD e espectrofluorimetria em 40 amostras de milho recér

colhido da Regiio Norte do Parand,

Aflatoxinas (ng/'kg) Aspergillus Pontos de
Ameostras CCD Espectrofluorimetria _ grupo flavus  fluorescéncia
(ng/kg) (ng/kg) (UFClg)

1 3,00 5,64 1,0x 10° 1
2 12,00 41,12 1,0x 107 1
3 4,50 10,23 1,0x 107 1
4 4,00 12,75 1,5% 10° I
5 ND ND 3,0x 10 2
6 ND ND 1,0 x 10° i
7 ND 2.16 1.0 x 10° 1
8 5,50 9.97 1,0 x 10* 1
9 ND ND 1,0x 10° ND
10 10,50 16,18 55x 10° 1
1 ND 1,72 2.0 10° ND
12 ND 1,44 1.0 x 10° 1
13 ND 1,22 1,0 x 10 i
14 54,00 58,66 1L,o0x10* i
15 ND ND 1.0x 10 1
16 ND ND 15x10° ND
17 ND 1,00 1.0x10° ND
18 27.00 34,70 1,0 x 10% I
19 ND 1,50 1,0x10° ND
20 5,00 9,26 1,0x 10 1
21 ND 1,30 1,5 x 10° 1
22 38,00 42,55 1,0x 10 1
23 ND ND 1,0x 10° 1
24 ND ND 5,0x 10° i
25 20,00 25,29 1,0x 10° 1
26 ND ND 5,0x10° ]
27 ND 1.15 1,0x 10° 1
28 45,00 49,67 1,0x 10 1
29 ND ND 1,0 x 10° I
30 ND 1,38 1,0x 10° 1
3 ND ND 1,0 % 10° i
32 ND ND 5.0 x 107 1
13 10,00 14,01 1,0 x 107 i
34 ND ND 1,0x10° i
35 ND ND 1,0 x 10° ]
36 10,00 15,39 5.0x10° i
a7 25,00 30,23 10w 10 2
38 25,00 39,87 45x 10° i
39 ND ND 1,0 % 10° 1
40 ND ND 40x 10° |

ND = ndo detectado



Dentre as 40 amostras de milho analisadas, 5 amostras (12,5%) nio apresentaram pontos de
fluorescéncia sob luz ultravioleta, embora estivessem contaminadas tanto por A. flavus quanto por
aflatoxinas (Tabela 1), mostrando que o método por contagem de pontos de fluorescéncia nao €
especifico para detecgio de aflatoxinas em milho, uma vez que interferentes presentes na matriz do
milho, quando excitados pela luz ultravioleta, podem absorver e emitir luz fluorescente com
comprimentos de onda semelhantes ao das aflatoxinas (MUHLEMANN et al., 1997) ocasionando
resultados falso-positivos. Além disso, a micotoxina pode ocupar a regiio mais mterna do grio,
impedindo a detecgdo por esta metedologia, em griaos integros (SHOTWELL er al., 1974), o que
causaria resultados falso-negativos. Shotwell e Hesseltine (1981) recomendam a trituragio da amostra
como proposta para evitar resultados falso-negativos.

A andlise dos nfveis de aflatoxinas totais indicou que valores obtidos por espectroflucrimetria
foram superiores aqueles detectados por CCD (Tabela 1). As aflatoxinas foram detectadas por CCD
em 16 (40%) amostras de milho, com variacio de 3,00 a 54,00 ug/kg (média de 7,96 + 14,01 pg/kg),
enquanto que por espectrofluorimetria em 24 (60%) amostras, com teores que vanaram de 1,15 a
58,66 ug/kg (média de 10,68 + 16,32 pg’kg). Os niveis de aflatoxinas variando de 1,0 a 10 pg/kg
foram detectados em 7 (17.5%) amostras por CCD e 12 (30%) amostras por espectroﬂuorimetria,
enquanto que niveis variando de 10,1 a 60,0 pg/kg foram detectados em 9 (22,5%) amostras por CCD
e 13 (32,5%) por espectrofluorimetria. Considerado 20 pg/kg o limite médximo permitido pela
legislagiio brasileira para aflatoxinas totais (AFB, + AFB, + AFG, + AFG,), 33 (82,5%) amostras por

CCD e 32 (80%) por espectrofluorimetria, estariam adequadas ao consumo (Brasil, 1996).

97
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Tabela 2. Razio Espectrofluorimetria/CCD em 40 amostras de milho.

ESPECTROFLUORIMETRIA/CCD N %
nd/nd s 375
d/nd 9 2.5
1,00 - 1,50 8 20,0
1.51 - 3,00 7 175
3,01 - 4,00 1 2.5

N = n". de amostras.
nd = niio detectado.
d = detectado.

Na Tabela 2 estao apresentados os valores para razdo espectrofluorimetria/CCD em 40
amostras de milho, sendo que em 15 amostras (37,5%) ndo foram detectadas aflatoxinas por ambas
metodologias. Em 9 amostras (22,5%), as aflatoxinas foram detectadas por espectrofluorimetria,
porém ndo por CCD, provavelmente devido ao baixo limite de detecgiio por espectrofluorimetria (1,0
png/kg) comparado com CCD (3,0 ug/kg). Os niveis de aflatoxinas detectados por espectrofluorimetria
foram de 1,1 a 1,5 vezes mais elevados que CCD em 8 (20%) das amostras (Tabela 2), provavelmente
devido & maior eficiéncia na extracio e pré-limpeza pela utilizagio de colunas de imunoafinidade
(NILUFER E BOYACIOGLU, 2002), além da inespecificidade de anticorpos da coluna de
imunoafinidade, que poderiam extrair metabdlitos intermedidrios estruturalmente semelhantes s

aflatoxinas, superestimando os valores (TRUCKSESS & KOELTZOW, 1995).
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CCD (zg/kg)

Espectrofluorimetria (ug/kg)

Figura 1. Correlagdo dos dados entre CCD e espectrofluorimetria para detecgio de aflatoxinas em

amostras de milho naturalmente contaminado (n=40). A equacao de regressio linear Y = 1,1357 X +

1,9671 foi obtida com coeficiente de correlagio de 0.97. X & Y igpescnian 7 amemar &
arfatmss (kg dérermmada imdependentemente por CCD e espectroflucrimetria.

A correlagiio entre os dados de amostras positivas para aflatoxinas, detectadas por CCD
espectrofluorimetria estd apresentada na Figura 1. O coeficiente de correlagio de 0,97 calculado pel
equacio Y = 1,1357 X + 1,9671, foi similar a correlagdo obtida por Niliifer ¢ Boyacioglu (2002), qu
encontraram uma correlagio de 0,98 entre CLAE e espectrofluorimetria ao avaliarem a concentraci
de aflatoxinas em 14 amostras de pasta de gergelim na Turquia. Pestka er al. (1994) analisand
aflatoxinas em 20 amosiras de alimentos a base de cereais, observaram correlagio de 0,94 enir
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa associada a espectrometria d
massa (GC-MS). Os resultados (Figora 1) indicam boa correlagio entre CCD e espectrofluorimetri
para andlise de aflatoxinas em milho naturalmente contaminado. A técmica por contagem d
fluorescéncia apresentou 20% de resultados falso-negativos, sugerindo o seu uso apenas como form
de triagem, para selegio de lotes com possivel contaminagfio para serem analisadas posteriormente po

técnicas mais sensiveis.
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6 CONCLUSOES

Os niveis de fumonisinas e o intervalo de tempo entre colheita e pré-
secagem apresentaram correlagdo positiva (00,96) (p<0,05), sugerindo que o
retardo da secagem contribui para o aumento na contaminagao por fumonisinas em
milho

Niveis baixos de fumonisinas foram detectados em amostras de
milho utilizadas como matéria-prima pelas empresas processadoras da Regidao Norte
do Estado do Parana, ratificando que o constante monitoramento é essencial para
produzir milho com qualidade fitossanitaria adequada as recomendagdes comerciais.

As metodologias baseadas em principios fisico-quimicos (CCD e
espectrofluorimetria) para analise de milho naturalmente contaminado por aflatoxinas
apresentaram boa correlagédo, enquanto que o método por contagem de pontos de
fluorescéncia apresentou 20% de resultados falso-negativos, demonstrando ser
pouco sensivel em relacdo a CCD e espectrofluorimetria. Os resultados sugerem o
emprego de analise de aflatoxinas por pontos de fluorescéncia apenas como triagem

para selecionar possiveis lotes contaminados.
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