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Modelagem matematica para fumonisinas em milho e perfil

cromatogrifico de metabélitos produzides por Fusarium verticillioides

Mathematical modelling for fumeonisin production in corn and

chromatographic profile of metabolites of Fusarium verticillioides

Luciana Pereira Bernd'"; Adriano Augusto Curioni*; Fernando Basso®; Eliana Badiale
Furlong*; Elisabete Yurie Sataque Ono’; Antonio Carlos Gerage®; Elisa Yoko Hirooka’

Resumo

As micotoxinas merecem atengdo especial no contexto de saude publica por desencadearem alteragdes
patologicas em humanos e animais. Dentre estas toxinas, destacam-se as fumonisinas, produzidas
principalmente por Fusarium verticillioides, um patégeno primario de milho. O trabalho objetivou
desenvolver modelos matematicos para produgao de fumonisinas, bem como avaliar o perfil cromatografico
de metabolitos secundarios de Fusarium verticillioides. Graos de milho submetidos ou ndo ao tratamento
térmico tiveram a umidade ajustada para 15, 20 ¢ 25%, sendo inoculados ou ndo com E verticillioides. Os
graos permaneceram incubados a 20, 25 e 30° C por 20 dias e, apds este periodo, as fumonisinas foram
quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A temperatura exerceu maior efeito em
comparagdo a umidade e, a maior produgdo da toxina ocorreu em graos mantidos a 25% de umidade sob
20° C. Os perfis cromatograficos apontaram uma variabilidade nos picos com tempo de retencéao diferente
de fumonisinas, sugerindo serem compostos oriundos de atividade metabdlica, principalmente de F.
verticillioides. Estes compostos ndo foram observados nas condi¢des o6timas para producdo de
fumonisinas e, reduziram com o crescimento de outros géneros fungicos. Os modelos matematicos
possibilitaram a predi¢@o dos niveis de fumonisinas no 20° dia subseqiiente a partir de dados reais de
graos de milho, sendo submetidos a validagdes grafica e matematico-estatistica para avaliagdo de
performances. A modelagem matematica poderia auxiliar na compreensdo da dinamica de produgao de
fumonisinas e conseqiiente tomada de decisdes que direcionariam o destino da matéria-prima.
Palavras—chave: Controle de qualidade, milho, fumonisinas, modelagem preditiva

Abstract

Mycotoxin requires special attention in public health due to pathological hazard in human and animals.
Among these toxins, emphasized are the fumonisin produced mainly by Fusarium verticillioides, which
is primary pathogen in corn. This study aimed the development of mathematical models in fumonisin
production, as well as to evaluate the chromatography profile of secondary metabolites of Fusarium
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verticillioides. Corn (heat-treated or not) was adjusted to 15, 20 and 25% moisture content, and it was
inoculated or not with F. verticillioides. These flasks were incubated at 20, 25 and 30° C for 20 days, and
the fumonisins were quantified by high performance liquid chromatography (HPLC). The temperature
affected the fumonisin production in higher extension than moisture content, and the highest fumonisin
level was reached at 20° C with 25% moisture content. The chromatogram profiles showed many peaks
with retention time which differed of fumonisin, suggesting diversity in compounds arisen from metabolic
pathway, which were also from F. verticillioides. These metabolites were not observed in optimized
condition for fumonisin production, showing decreased trend when other fungal growth was increased.
The mathematical models predicted the fumonisin level trend at the 20th day’s performance in a real data
contamination evaluated in corn, which were submitted to graphical and mathematical/ statistical
validations. The mathematical modelling can be an important tool in understanding the dynamic of

fumonisin production and further decision of adequate raw material destination.
Key words: Quality control, corn, fumonisins, predictive modelling

Introdugio

A agropecuaria constitui base da economia
brasileira, garantindo o fornecimento continuo de
insumos de origem vegetal e animal, sendo o cenario
mundial atual favoravel a consolidagdo do pais como
grande exportador. Em 2006, a produgdo total de
cereais, leguminosas e oleaginosas do Brasil atingiu
116,6 milhdes de toneladas; sendo que para o ano de
2007, o IBGE estima uma producao superior em 9,7%
ao ano anterior. O Estado do Paranad mantém-se lider
na producao de milho, trigo e feijao e a condicao de
segundo produtor de soja. O Estado, que em 2006
produziu 11,1 milhdes de toneladas de milho (safras
de verdo e inverno), apresenta uma previsdao de
colheita superior na ordem de 11,2% (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
—IBGE, 2007).

O milho é uma importante fonte nutricional e
componente constante na alimentagcdo humana, além
de representar 60 a 70% da composicdo de ragcdes
empregadas na suinocultura e avicultura. Outrossim,
sua qualidade nutricional confere caracteristica de
substrato ideal, que aliado ao clima tropical-
subtropical predominante no Brasil (temperatura e
umidade), favorece o crescimento fungico, sendo
constante motivo de preocupag¢do em relagdo ao
perigo de deteriora¢do de grios e da produgdo de
micotoxinas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2000).

Alimentos destinados ao consumo humano sofrem
contaminagdes das mais variadas origens desde o
plantio, colheita, armazenamento da matéria-prima,

processamento e embalagem a comercializagdo do
produto final (LAZZARI; LAZZARI, 2000). No caso
de graos, o principal perigo relacionado a infestagdo
microbiana refere-se ao crescimento fingico, uma vez
que estes produzem metabolitos secundarios, as
micotoxinas, capazes de causar alteragdes patologicas
resultantes de anormalidades fisiologicas em humanos
e animais (MALLMANN, 1998).

Fusarium verticillioides Niremberg (= Fusarium
moniliforme Sheldon) destaca-se entre os fungos
envolvidos na qualidade pds-colheita de milho
(BULLERMAN, 1996), cujo metabolito secundario
toxico principal produzido pertence ao grupo de
fumonisinas, classificadas como carcindégenos do
grupo 2B, isto é, possivelmente carcinogénico a
humanos pelo “International Agency for Research
on Cancer” (WORLD HEALTH
ORGANIZATION..., 2002).

A ocorréncia de Fusarium verticillioides em
milho e a possibilidade de produgao de fumonisinas
(YAMAGUCHI; HIROOKA; SHIBATA, 1992;
HIROOKA; YAMAGUCHI; AOYAMA, 1996;
MALLMANN; SANTURIO; DILKIN 1997; ORSI;
CORREA; POZZI, 2000), justificam a necessidade
de estudo direcionado ao ponto critico de controle na
producao destas toxinas.

Em face disto, o trabalho visa contribuir com a
minimizacao de contaminagdo de milho por meio do
estudo da dindmica da produgao de fumonisina, bem
como propor modelo matematico preditivo para este
metabolito.
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Modelagem matematica para fumonisinas em milho e perfil cromatogrdfico de metabélitos produzidos por Fusarium verticillioides

Material e Métodos
Matéria-prima

A matéria-prima utilizada no desenvolvimento do
trabalho foi o milho do hibrido simples Tork (textura
dura e cor laranja), pertencente a safra marg¢o/2005
da empresa Syngenta, regioes dos municipios de
Londrina e Santa Helena — PR, e fornecido pelo
Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR). O lote
foi homogeneizado em misturador rotativo, em forma
de V, dividido em sacos plasticos de 1 Kg e mantido
a 5°C até o uso.

Graos de milho da regido Norte do Estado do
Parana da safra de 2004 foram fornecidos por uma
cooperativa da regido, amostrando-se 500g de milho
imediatamente apds a colheita (no campo), nos
caminhdes antes da descarga na moega e na saida
da moega (antes da secagem); procedendo-se a
quantificacdo de fumonisinas apos a amostragem.
Estas amostras foram parte integrante de um estudo
que objetivou determinar os Pontos de Controle
relacionados a contaminagdo com fumonisinas na
cadeia produtiva do milho (Projeto FINEP — Cadeia
Produtiva de Milho, 2004) e¢ foram utilizados seus
dados de contaminagao de fumonisinas para aplicacao
nos modelos matematicos desenvolvidos.

Cultura fingica

Fusarium verticillioides da cepa 103F, isolada
de ragao envolvida em intoxicacdo animal, foi utilizada
no estudo. O indculo foi preparado em agua destilada
contendo 0,1% de Tween 80, empregando cultivo
ativado em agar batata dextrose. A seguir procedeu-
se a contagem em camara de Newbauer (2,33 x 107
conidios/mL de suspenséo) para inocular 4,64 x 10*
esporos/g de milho.

Procedimento experimental

Aliquotas de 500g de milho submetidas a
tratamento térmico a 121° C por 15min e, iguais
quantidades ndo submetidas a este processo, foram

ajustadas a umidade de 15, 20 e 25% adicionando-se
agua destilada estéril, utilizando a equacgdo (1). Os
graos, contendo 0,15% de solo estéril como
adsorvente, foram inoculados com a suspensdo de
E verticillioides (4,67 x 10* esporos/g de milho) e
incubados por 20 dias em estufas tipo BOD, a 20, 25
€ 30°C. O controle negativo consistiu de graos de milho
sem in6culo do fungo e submetidos as mesmas
condicdes. Os erlenmeyers foram manualmente
homogeneizados, sendo o procedimento repetido a cada
7 dias de incubagao, para melhorar a distribuicao fiingica.

(1

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

Procedeu-se, desta maneira, a um planejamento
fatorial completo com duas variaveis em trés niveis
(umidade e temperatura) e uma variavel em dois niveis
(inéculo de F. verticillioides), por 20 dias de
incubagdo. Sendo assim, o planejamento foi composto
por 22 experimentos aleatorizados, sendo 3 repeti¢des
no ponto central, para testar a hipdtese de que a
variabilidade no ponto central ndo difere da
variabilidade na regido experimental.

Os graos foram avaliados quanto a concentragdo
de fumonisinas pré (tempo zero; t ) € pos-periodo de
ensaio (20 dias; t, ), sendo que os dados necessarios
para a elaboragdo de modelos matematicos foram
obtidos por subtragdo dos valores destes dois periodos
de analise, para milho submetido ao tratamento
térmico (121° C/ 15min).

Posteriormente, os dados reais de umidade e
temperatura, provenientes da safra 2004
(FINANCIADORA DE PRODUTOS E
PROJETOS — FINEP, 2004), foram utilizados nos
modelos matematicos desenvolvidos. Desta maneira,
as respostas preditivas, para um periodo de 20 dias
de concentra¢do de fumonisinas B, B, ¢ B
graos de milho, foram confrontadas com as das
analises realizadas logo apds a amostragem por
pesquisadores envolvidos no Projeto FINEP.

cm

total
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Determinagcao de fumonisinas

As fumonisinas foram quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE,
segundo Shephard et al. (1990), modificado por Ueno
et al. (1993). As fumonisinas foram extraidas com
metanol:agua (3:1, v/v), purificadas empregando-se
mini-colunas de troca idnica Sep-Pak accell plus
QMA (Waters Co., Ltda), derivatizadas com o-
ftaldialdeido-OPA e o eluato injetado em sistema
CLAE isocratico de fase reversa da Shimadzu,
equipado com coluna C , (80x 15mm) e detector de
fluorescéncia. Os comprimentos de onda de excitacdo
e emissdo foram 335nm e 450nm, respectivamente. A
fase movel consistiu de metanol: fosfato de sodio 0,1M
(80:20, v/v) pH 3,3 (&cido ortofosforico), ajustado para
o fluxo de 1,0mL/min. Os limites de detec¢do para FB,
¢ FB, foram 50ng/g e 80ng/g, respectivamente, 0s quais
foram determinados em trabalhos prévios.

Os perfis cromatograficos do substrato milho,
tanto pré quanto pos tratamento térmico, foram
analisados para identificacdo e quantificacdo de
fumonisinas, assim como para detec¢do dos demais
compostos produzidos por géneros fungicos, durante
o planejamento experimental em estudo.

Meétodos matematicos e estatisticos

A distribuicdo normal dos dados, por meio do Teste
de Shapiro-Wilk’s W. e, a homogeneidade das
variancias, mediante aplicagdo do teste de Levene,
foram utilizadas para averiguar a aplicabilidade da
analise de variancia (ANOVA).

Os coeficientes dos modelos e suas significancias
associadas aos fatores foram determinados mediante
ajuste dos modelos ao conjunto de dados, usando-se
analise de variancia. Para verificar que nao houve
falta de ajuste dos dados ao modelo construido, testou-
se amédia quadratica devida ao erro puro, utilizando
o programa “Software Statistica”, versdo 5.1.

As variaveis estudadas no milho, consistindo de
umidade (X)), inoculo (X,) e temperatura (X,) foram
aplicadas no modelo sob a forma codificada,
conforme equagdo (2).

2

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

Para avaliagdo da dinamica da produgado de
fumonisinas foram utilizadas as superficies
tridimensionais dos modelos construidos em funcao
das variaveis investigadas.

Validag¢ao dos modelos matematicos
Validag¢ao matematica/estatistica

Para avaliar a performance dos modelos preditivos
de producdo de fumonisinas foram calculados o
coeficiente de determinagdo (R?), erro médio
quadratico (EMQ) e fator de viés.

Validagcao grafica

A confiabilidade geral dos modelos também foi
analisada pela visualizagdo de propriedades gerais
dos modelos matematicos desenvolvidos, procedendo
a plotagem das respostas observadas em fun¢do das
preditas, bem como através do grafico da distribuicdo
normal de residuos.

Resultados e Discussao

O lote do hibrido Tork safra margo/2005 (Tabela
1; t,) apresentou niveis de fumonisinas (FB, = 3,78 +
1,25 ug/g; FB,= 0,91 + 0,34 pg/g) dentro do limite
maximo de 5, 10, 50 e 50 ug/g recomendado para
eqiiino, suino, bovino e ave, respectivamente, pelo
“Mycotoxin Committee of the American Association
of Veterinary Laboratory Diagnosticians”
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). Nao
obstante, aquém do estabelecido pelo 6rgao legislador
“United States Food and Drug Administration”,
considerando os limites de 2, 3 e 4 pug/g recomendados
para farelo de milho, milho para pipoca e milho para
producdo de massas, respectivamente.
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O milho utilizado (Tabela 1; t)) apresentou perfil
de contaminagdo natural semelhante aos estudos
prévios realizados em 37 amostras de milho recém-
colhido do Norte do Parand (ONO et al., 1999),
mostrando a dificuldade de obtencdo de milho isento

de fumonisinas. As fumonisinas B, e B, foram
detectadas em todas as amostras, com niveis variando
de 0,37 a 13,46 pg/g (médiade 4,56 £2,97 ng/g) e de
0,20 a 6,92 pg/g (média de 2,20 + 1,45 pg/g),
respectivamente (ONO et al., 1999).

Tabela 1. Perfil da contaminagdo de fumonisinas (FB, e FB,) em milho safra mar¢o/2005 utilizado no ensaio (tempo
inicial — t ) e resultados do planejamento experimental (ap6s 20 dias de estocagem —t, )

. FB, FB,
Contaminagdo (ng/g) 3,78 4+ 1.25 0,91 + 0,34
tao
U I T FB, (ng/g) FB,(ng/g)
] ) ] 1,76 0,97
0 +1 -1 28.46 6,66
+1 +1 -1 20,17 9,05
-1 -1 -1 1,29 0,25
0 -1 -1 4,77 2.85
+1 -1 -1 15,65 5,33
-1 +1 0 5.87 0,76
0 +1 0 231 0,89
0 +1 0 1025 2,76
0 +1 0 5.25 2,13
+1 +1 0 8,78 2,28
-1 -1 0 533 2.10
0 -1 0 1,19 1,11
0 -1 0 2,58 0,98
0 -1 0 9,33 2,03
+1 -1 0 8,44 2,46
-1 +1 +1 3,34 1,46
0 +1 +1 2,95 121
+1 +1 +1 4,82 1,38
-1 -1 +1 1.91 0,28
0 -1 +1 2.80 2,05
+1 -1 +1 8.21 2,67

*1 (indculo de E verticillioides): (-1) = sem inoculacao de esporos de F. verticillioides; (+1) com inoculagdo de esporos
de E verticillioides; U (Umidade): (-1) 15%; (0) 20%; (+1) 25%;T (Temperatura): (-1) 20 °C; (0) 25 °C; (+1) 30 °C.

Os dados obtidos para a contaminagdo de
fumonisinas pelo planejamento fatorial realizado estdo
expressos na Tabela 1; t,. Para o desenvolvimento
dos modelos matematicos e analise dos efeitos de
cada variavel sobre as respostas obtidas procedeu-
se aum planejamento fatorial completo, submetendo
os graos ao tratamento térmico (121° C/ 15min),
sendo que a andlise de normalidade, mediante
aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk's W., demonstrou
que os dados ndo seguiram uma distribui¢do normal;
no entanto, a analise pelo teste de Levene demonstrou

que as variancias das respostas obtidas apresentaram
homogeneidade. Portanto, a anélise de variancia
(ANOVA) pdde ser aplicada para avaliacéo
individual de cada parametro.

Os coeficientes dos modelos matematicos
desenvolvidos para fumonisinas B, B, e fumonisina
total, baseados na obtencdao do maior valor do
coeficiente de determinagao (R?), menor erro médio
quadratico (EMQ) e falta de ajuste ndo significativa
(p>0,05), estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2. Modelos matematicos para a produgdo de FB, e FB, e fumonisina total

FB]
Constante 3,233 £1,223 *
Termos lineares (X)
X 2,762 £1,116 *
X, 1,320 + 1,402
X3 -5,930 + 1,933 *ok
Termos quadraticos (X?)
X3 2,896 £ 1,655
Produto de termos (X . X)
X2 X, -3,027+1,718
Xi. X3 -3,766 + 1,367 *
X% X3 2,868 2,638
X,. X3 -2,684+1,116 *
X, . X’ 2,637 1,718
FBz
Constante 1,240 + 0,257 wkx
Termos lineares (X)
X 0,470 £ 0,406
X, 0,261 £0,294
X3 -1,356 £ 0,234 *k*
Termos quadraticos (X?)
X3 0,805 £ 0,348 *
Produto de termos (X . X)
X;. X, 0,395 £ 0,234
X2 X, -0,618 0,361
Xi.X; -1,298 +£ 0,287 oAk
X . X5’ 1,001 0,497
X,. X3 -0,781+0,234 ok
X, . X’ 0,504 = 0,361
FBmml
Constante 4,473 £1,435 **
Termos lineares (X)
X 3,900 + 1,310 *
X, 1,581 £ 1,647
X3 -5,374+£ 1,310 *oE
Termos quadraticos (X?)
X3 3,701 £ 1,944
Produto de termos (X . X)
X2 X, -3,645+2,017
Xi.X; -5,065 + 1,605 ok
X,. X3 -3,465 + 1,310 *
X, . X5? 3,141 +2,017

366

— nao significativo; *p <0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

A temperatura exerceu efeito mais significativo
na produgdo de fumonisinas se comparado com a
umidade, conforme significancias dos coeficientes
dos modelos desenvolvidos (Tabela 2). Considerando
que o metabolismo secundario se inicia na fase
estacionaria de crescimento microbiano, i.e., a
contagem microbiana tende a manter-se constante,
fatores integrantes diretos como substrato na reagdo

X, =umidade, X, = inoculo, X, = temperatura.

bioquimica (ex: agua) ndo teriam efeito substancial
na biossintese da toxina. Por outro lado, fatores
fisicos, como condi¢des climaticas, transporte ¢
processos empregados na secagem poderiam causar
uma mudanca drastica nas condi¢des de graos
expostos no campo (choque térmico, interrup¢ao no
fornecimento de nutrientes pela colheita), bloqueando
os mecanismos naturais de defesa e processos

Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 29, n. 2, p. 361-378, abr./jun. 2008
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fisiologicos da planta, que desencadeiam a indugao

de enzimas envolvidas no metabolismo secundario

(KADOZAWA et al., 2006).

Houve uma tendéncia ao aumento da produgao
de fumonisnas com a redugdo da temperatura (20°
C) e aumento da umidade (25%) em milho inoculado
com F verticillioides (Figura 1). O resultado foi
similar ao relatado por Scott (1993), em que ocorreu
maior produ¢ao de fumonisinas a 20° C e, corrobora
com pesquisas que demonstraram aumento nos niveis

de fumonisinas em regides sub-tropicais

(HIROOKA; YAMAGUCHI; AOYAMA, 1996;

ettt SR i et et g S N i It g ] el E St ara R T S LN EH ) B ]
1,32

(ByEHY Tag

| Kl
=115
110

11

(a)

SCUDAMORE; PATEL, 2000). Esta temperatura
também foi a ideal para producao destas toxinas
utilizando substrato arroz (HINOJO et al., 2006).
Dilkin et al. (2002) obtiveram as maiores
concentragoes de fumonisinas em 20% de umidade
a 25° C. No entanto, a contradi¢do com os resultados
deste trabalho pode ser devido a diferenga na cepa
de F verticillioides utilizada, uma vez que esses autores
empregaram as cepas 113F, LAMIC 2999/96 e NRRL
13616, enquanto que foi empregada a cepa 103F nesta
modelagem. Salienta-se que a cepa pertence a cultura
mantida em nosso laboratério desde 1991, portanto com

a caracteristica genética estabilizada.

=1, 24 = A7 1 358+ BOTY 2+ F2071 - G127 21 J9E%0+ 1 D002 T2 071 e 504 2
+H0

(BB Tag

= ka &omom

(b)

Figura 1. Superficies de resposta da produgao de fumonisina B, (a) e B, (b) versus umidade e temperatura, mantido a

presenca de indéculo.

Validacao matematicalestatistica dos modelos

matematicos

Os resultados das andlises matematicas/
estatisticas usadas para avaliar a performance de
modelos matematicos para a produgao de fumonisinas
B,, B, e total (FB, + FB,) nos graos de milho estao
apresentados na Tabela 3. A variabilidade dos dados
em torno do ponto central nao diferiu da variabilidade
na regiao experimental nos trés modelos, uma vez

que a falta de ajuste nio foi significativa (p>0,05).

O modelo desenvolvido para a produgio de FB,
apresentou maior capacidade para predi¢ao (mais
exato), explicando 82% dos dados experimentais (R?
= 0,82), aliado a menor média residual (0,661) e um
fator de viés de 0,94, indicando ser um modelo que
super-estima os dados preditos. Os modelos para a
produgao de FB e FB_ , apesar de também nao
apresentarem falta de ajuste significativo (p>0,05),
explicaram 61,8 e 67,9% dos dados, apresentando o
primeiro modelo caracteristica de super-estimagao
(fator de viés= 0,75), e o segundo, de sub-estimagao
(fator de viés= 1,02).
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Tabela 3. indices de, validagio para a performance dos modelos matematicos

Y EMQ* FA** (“p”) R* (%) Fator de viés
FB, 14,957 0,1729 61,8 0,75
FB, 0,661 0,4866 82,0 0,94

FBioul 20,618 0,2238 67,9 1,02

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

Validagao grafica dos modelos matematicos

As plotagens das respostas observadas na
produgdo de FB, FB, e FB_ ., em fungdo das
preditas pelos modelos e os graficos da distribuigédo
normal dos residuos estdo mostrados na Figura 2.
Os dados apresentaram um ajuste adequado em
relacdo a distribuicdo normal dos residuos nos trés
modelos preditivos, estando estes proximos a linha
de equivaléncia. O modelo para produgdo de FB,
apresentou melhor predigao (Figura 2b), devido a maior
proximidade a linha de tendéncia pela plotagem dos
dados experimentais versus preditos, se comparados
aos modelos de FB, ¢ FB, (Figura 2a e 2¢).

Aplicagdo de dados reais aos modelos matematicos

Mediante utilizacdo de modelos matematicos
desenvolvidos, é possivel obter a tendéncia atingida
no 20° dia (tempo de manutengdo fixado em t,),
quanto aos niveis de fumonisinas (Tabela 4). Salienta-
se que o modelo ¢ valido, desde que as condigdes
estabelecidas no t permanegam constantes, i.e.,
mantidas inalteradas at¢ o t, ¢, em grdos de milho
mantidos dentro das faixas de umidade e temperatura
utilizadas no desenvolvimento da equagdo
(15%<umidade<25%; 20°C<temperatura<30° C).

Conhecendo-se as restrigdes, para simular o perfil

de fumonisinas em t_, os modelos desenvolvidos

20°
(Tabela 2) foram aplicados empregando dados reais
obtidos na analise de milho safra 2004, pertencentes
ao Projeto FINEP — Cadeia Produtiva de Milho

(Tabela 4). Para efetivar a equacdo, codificaram-se

as variaveis originais de umidade, temperatura e
in6culo de F. verticillioides mediante aplica¢do da
formula (1). A seguir, os valores de variaveis
codificados obtidos foram introduzidos nos modelos
matematicos desenvolvidos, para a predi¢ao no tempo
t,,dos niveis de FB, FB, e F _ (Tabela 4).

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

Conforme Tabela 4, os niveis de fumonisinas
obtidos, tanto nos dados reais (t,) quanto nas respostas
preditas pelos modelos matematicos (t,), variaram
de 0,07 a 6,05 ug/g, sendo que a quantificagdo de
fumonisina total nos dados reais foi de 0,07 a 3,55
ug/g (t,) e atingiu niveis preditos de 2,46 a 6,05 ug/g
(t,,)- Considerando que o limite recomendado para
eqiiideo (um dos animais mais sensiveis) seja de 5
pug/g, segundo o “Mycotoxin Committee of the
American Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians”, a concentracdo de fumonisinas
situou-se em valores inferiores em todas as amostras
no t,, mas no t,, 3 amostras que continham entre
5,122 6,05 png/g de fumonisinas ultrapassaram o valor.
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Valores preditos

Valores preditos

Valores preditos

Figura 2. Respostas observadas de produgédo de FB, (a), FB, (b) e FB,_ (c) em fung¢do das preditas pelo modelo;
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Tabela 4. Aplicagdo de dados reais (Projeto FINEP — Cadeia Produtiva de Milho) aos modelos matematicos desenvolvidos

paraFB ,FB, e FB

total

Variaveis originais Variaveis codificadas

Respostas reais (to) Respostas preditas (tyg)

U*  T* I* FB, FB, FBiol FB, FB, FBuotal
(%)  (°C)  (UFC/g) U* T* I* (ng/g)  (nglg)  (ng/g)  (ng/e)  (nglg)  (ng/p)
19,1 30,0 1,6x10° -0,18 1 1 0,13 ND** 0,13 1,63 0,55 4,15
195 27,1 1,7x10* -0,1 0,42 1 1,14 0,35 1,49 1,77 0,78 3,33
18,9 283  12x10°  -0,22 0,66 1 2,55 1,00 3,55 1,16 0,53 2,90
17,8 29,6 1,3x10*  -044 092 1 1,82 0,41 2,23 1,53 0,29 3,34
193 285  4,0x10*  -0,14 0,7 1 0,91 0,19 1,1 1,19 0,57 3,10
17,6 293  6,5x10°  -0,48 0,86 1 1,61 0,21 1,82 1,33 0,25 2,89
22,6 284  85x10* 0,52 0,68 1 1,98 0,55 2,53 1,06 0,72 2,46
20,5 28,0  9,0x10° 0,1 0,6 1 0,87 ND 0,87 1,41 0,73 3,26
19,5 30,0  1,9x10° -0,1 1 1 0,72 ND 0,72 1,56 0,61 4,14
20,0 30,0  3.2x10* 0 1 1 0,07 ND 0,07 1,46 0,67 4,06
20,0 250  1,9x10° 0 0 1 0,52 0,05 0,57 4,55 1,50 6,05
20,0 250  8,0x10° 0 0 1 0,19 0,09 0,28 4,55 1,50 6,05
190 250  2,1x10° 0,2 0 1 0,55 ND 0,55 3,88 1,30 5,12
18,0 30,0 1,6x10* -0,4 1 1 0,15 ND 0,15 1,83 0,34 3,94
17,0 30,0  24x10* -0,6 1 1 1,95 1,09 3,04 2,00 0,11 3,45
16,5 250  1,6x10° -0,7 0 1 0,2 ND 0,2 1,14 0,60 1,54
18,0 30,0 1,4x10* -0,4 1 1 0,19 ND 0,19 1,83 0,34 3,94

* U =umidade; T = temperatura; | = Fusarium spp. (considerando que o indculo de F verticillioides 103F aplicado no
milho tratado foi de 10* UFC/g). ** ND =nao detectado (< 100 UFC/g).

Outrossim, estes niveis de fumonisinas tém sido
detectados em casos reais de intoxica¢do animal na
regido, assim como em contaminagdo natural de
milho. No primeiro trabalho publicado sobre
intoxicacao por fumonisinas no Brasil, os niveis de
fumonisinas variaram de 0,2-38,5 ug/g FB, € 0,1-12,0
ug/g FB, (SYDENHAM et al., 1992), assim como
de 2,89 a 14,54 pg/g FB_  no monitoramento das
safras 1991-1997 do Estado do Parana (ONO et al.,
2004). Por outro lado, no Estado de Sao Paulo,
Camargos et al. (2000) detectaram niveis da toxina
(FB,,,,) variando de 1,63 a 25,69 ng/g na safra 97/
98. Abbas et al. (2006), analisando a contaminagdo
de fumonisinas em hibridos de milho no Arkansas,
detectaram niveis de 8,0 a 83,6 ug/g na safra de 2001.
Procedendo a analogia entre estes dados de

contaminac¢do natural relatados com os nossos dados
experimentais (Tabela 4), pode-se inferir que as
condi¢des que mantém o metabolismo microbiano em
atividade devem ser cessadas, de preferéncia nas
fases de pré e pos-colheita.

Em relagdo as duas toxinas isoladamente, o
somatorio de FB, e FB,, i.e. FB_ , preditas pelos
respectivos modelos foi, no contexto geral, inferior
aovalordeFB_ |
este somatério (Tabela 4). Provavelmente isto
decorreu devido aos baixos coeficientes de correlagdo
obtidos para os modelos de FB, ¢ FB_ (61,8 ¢
67,9%, respectivamente, Tabela 3), demonstrando a
necessidade de cautela na utilizagao destas equacoes
de modelagem.

obtido aplicando-se o modelo para
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Os niveis de FB, e FB, tanto dos dados reais,
que variaram de 0,07 — 2,55 ug/g (FB,) e ndo
detectado— 1,09 ng/g (FB,), quanto dos preditos pelos
modelos, variagdo de 1,06- 4,55 pg/g (FB)) e 0,11-
1,50 pg/g (FB,), foram inferiores ao encontrado no
interior de Sao Paulo, cujos niveis médios foram de
5,61 pg/g para FB, e 1,86 ug/g para FB,
(CAMARGOS et al., 2000).

Tendo em vista que a temperatura Otima
determinada para a produgdo de fumonisinas no
ensaio experimental inoculado com F verticillioides
103F em milho termicamente tratado situou-se a 20°
C e que, em valores superiores observou-se uma
dréstica redug@o na concentragdo da toxina (Figura
1); as elevadas temperaturas na moega durante a
safra de verdo (janeiro/abril, Projeto FINEP) — faixa
de 25 a 30° C, simulada na Tabela 4 — enfocaria
condicdo externa nao ideal para desencadear a
biossintese de fumonisina.

Considerando a presencga de dois grandes grupos
de fungos toxigénicos (Aspergillus spp. € Fusarium
spp.) numa regido subtropical com alta produtividade
de milho, aliado a dados obtidos, o procedimento
recomendado para a pré-estocagem de milho seria a

secagem imediata a teores de umidade inferior a 15%,
mesmo mantendo temperatura de 20° C (Figura 1).
Dados estes que confirmam o valor maximo permitido
pela Legislagdo Federal de 14% de umidade para
conservacao de sementes de milho (BRASIL, 1989).

Cromatogramas FB, e FB, em milho sob aspecto

dindamico de interacao microbiana

A Figura 3 apresenta o perfil cromatografico de
substrato milho antes de iniciar o ensaio com indculo
de F verticillioides 103F (), tanto pré (Figura 3a)
quanto pos (Figura 3b) tratamento térmico, referente
a analise de fumonisinas por CLAE. Denota-se que
o substrato original ja continha fumonisinas, sendo
que o tratamento térmico utilizado ndo causou redugio
relativa no teor, considerando 4,69 ng/g de FB._ no

total
substrato original, em relagdo a 4,66 pg/g de FB_
no substrato tratado termicamente, com picos nitidos
de FB, (6,7-6,9 min) e FB, (12,1-12,3 min). Os picos
cromatograficos
decorreram da presenca de compostos de carater
catidnico, eluidos por solvente acido, além de
interferentes fluorescentes, oriundos de derivatizagao

com orto-ftaldialdeido — OPA.

adicionais provavelmente

W FE-

Amostraf34 (1.2 ~
(a)

pFB2
Amostra 214 0(1:2) 7
(b)

*codifica¢ao da amostra seguida da correspondente diluigéo.
Figura 3. Cromatogramas de FB, e FB, em milho no tempo zero (t)): (a) submetido ao tratamento térmico; (b) ndo

submetido ao tratamento térmico.
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Figura 4. Cromatogramas de FB, e FB, no substrato milho com tratamento térmico sem F. verticillioides (t,,).
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Figura 5. Cromatogramas de FB, e FB, no substrato milho com tratamento térmico e contendo F. verticillioides (t, ).
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As figuras 5 e 6 apresentam os cromatogramas,
respectivamente do extrato de milho submetido e nao
ao tratamento térmico, ambos inoculados com F
verticillioides 103F. A Figura 4 apresenta a mesma
analise cromatografica em extrato resultante de milho
submetido ao tratamento térmico, mas sem o inéculo
de F. 103F. Estes

cromatograficos corresponderam a andlise de extrato

verticillioides perfis
resultante de substrato milho no decorrer de 20 dias
de incubagdo a 20-30° C e 15-25% de umidade,
Os

cromatogramas foram obtidos procedendo a analise

conforme planejamento apresentado.
de extrato pés-coluna de limpeza diluido a 1:2, 1:10,
1:20, 1:50, 1:100 e 1:500, para obter pico com area
que permita melhor andlise quantitativa de
fumonisinas, i.e., concentrag¢des dentro do intervalo

da curva padrao.

Em suma, considerando que o tempo de retengao
aproximado de FB, seja de 6 min e FB, de 10-12
min, os cromatogramas obtidos indicaram a produgao
desta micotoxina em toda faixa de umidade e
temperatura testada (figuras 4, 5 e 6). Todavia, uma
observacdo interessante € sobre a diversidade nos
perfis de picos cromatogrificos apresentados sob
diferentes condi¢ées de cultivo, resultantes de
diferenca na condi¢ao de incubagao (temperatura e
umidade), assim como sob aplicagdo ou nao de

tratamento térmico no substrato (figuras 3 a 6).

A diversidade de picos com tempos de retengao
diferentes das fumonisinas, principalmente referente
aos com tempos de reten¢ao em 13-18 min, sugeriu
presenca de outros compostos oriundos de intensa
atividade metabdlica principalmente de F.
verticillioides 103F, uma vez que, conforme
demonstrado na Figura 4, estes picos nao foram
detectados no substrato nao inoculado com esporos do
fungo (inéculo = -1). Comparando as figuras 5 e 6,
ambas inoculadas com F. verticillioides 103F, submetida
e nao ao tratamento térmico, respectivamente, o
crescimento de outros géneros fingicos tendeu reduzir
a produgao de metabdlitos correspondentes a estes picos,

assim como de fumonisinas.

Todavia, o mesmo pico de interferente nao foi
observado no ensaio conduzido no substrato
inoculado com E verticillioides 103F com 25% de
umidade a 20° C, onde ocorreu maior produgao de
fumonisinas (Figura 1). Portanto, estes metabolitos
poderiam estar relacionados com a biossintese de
FB, e FB,, porém numa relacdo inversa; ou ainda
pertencer a categoria de um dos 28 analogos de
fumonisina atualmente caracterizados (MUSSER;
PLATTNER, 1997; RHEEDER; MARASAS;
VISMER, 2002), porém com menor polaridade do
que FB, a exemplo daqueles sem o grupamento TCA

(acido tricarboxilico) na estrutura molecular, citando-

se a AP .

Sendo assim, a 20° C e 25% de umidade a via
biossintética nao acumulou estes metabdlitos
adicionais, o que proporcionou menor concentragao
de interferentes na corrida cromatografica. Desta
maneira, sob esta condi¢ao, maior foi a concentragao
das duas fumonisinas quantificadas (FB, e FB)) e,
conseqiientemente, seria a condi¢ao ideal para o
cultivo destinado a obtengao de fumonisina

purificada.

Salienta-se que estes metabolitos correspondentes
aos picos com tempo de reten¢ao em 13-18 min
também nao foram observados no substrato inicial,
embora estivesse contaminado naturalmente (to; Figura
3). O fato indicaria metabélitos de F. verticillioides

produzidos ao longo de 20 dias de incubagao.

Comparando os cromatogramas apresentados nas
figuras 5 e 6, em geral observa-se maior nimero de
picos interferentes no substrato milho sem tratamento
térmico (Figura 6), indicando que sejam
provavelmente oriundos de metabolismo da micobiota
natural de milho. Estes perfis evidenciaram a
vantagem de milho esterilizado para a producgao de
fumonisinas, pela maior concentragao obtida (dilui¢ao
1:500, cultivo a 20° C e 25% umidade), aliada a menor
de

cromatograma apresentado na Figura 5.

concentragao interferentes, conforme
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Figura 6. Cromatogramas de FB, e FB, no substrato milho sem tratamento térmico e com F. verticillioides (t, ).
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Conclusao

Os modelos desenvolvidos tratam-se de primeira
etapa visando a predi¢ao do perigo de fumonisina
em milho, visto que se adequaram aos indices
estatisticos e matemadticos e de validagao grafica,

dentro dos limites utilizados no estudo.

As informagoes obtidas destinam-se a tomada de
decisao perante colheita, plantio ou armazenamento
de milho, minimizando a deteriorag¢ao, perda de
qualidade e produgdo de fumonisina. E importante
salientar, que outros parametros, a exemplo de
condicoes de estocagem, oscilagoes de temperatura,
presenca de competidores, hibrido de milho, praticas
agronémicas, agentes antifingicos, também
influenciariam nas respostas em nivel de campo,

inclusive no armazenamento.
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