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Variabilidade e Correlacido nos Teores de Acidos
Fendlicos e de Fumonisinas em Graos de Milho

Valéria Aparecida Vieira Queiroz'
Roberto dos Santos Trindade 2
Alexandre Gongalves Teles®

Flavio Dessaune Tardin #

Resumo - As fumonisinas s&o as micotoxinas mais relevantes em milho
cultivado no Brasil, por causa da alta prevaléncia e da elevada toxidez delas
para animais e humanos. Sao sintetizadas por fungos do género Fusarium,
predominantemente de campo, por isso, a melhor maneira de reduzir acimulo
delas nos graos é prevenir a contaminagéo da cultura. Compostos naturais
produzidos por plantas, como os fendlicos, tém sido relatados na literatura
como sendo potenciais agentes fungitoxicos, antibacterianos e antiviréticos.
Portanto, especula-se que gendtipos com maior teor desses compostos
possam apresentar menor contaminac&o por micotoxinas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar, em um painel contendo 25 hibridos de milho, o
grau de contaminagdo com fumonisinas, o teor de acidos fendlicos livres e
ligados e verificar se ha correlagéo entre essas duas variaveis. Observou-
se que 100% das amostras estavam contaminadas com fumonisinas,
variando entre 64,5 ug/kg e 6.528 ug/kg de amostra, sendo que trés estavam
acima do limite estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) (5.000 pg/kg). Houve variabilidade nos teores de acidos fendlicos
entre os hibridos avaliados, com maior concentracdo nas fragdes ligadas.
O &cido ferulico foi o de maior prevaléncia, tanto nas fragbes livres quanto
ligadas. N&o foi verificada correlacdo entre os acidos fendlicos analisados
e os teores de fumonisinas B1 (FB1), fumonisinas B2 (FB2) e fumonisinas
totais. No entanto, os hibridos 1Q2461 e 1R2631 se destacaram com baixos
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niveis de contaminagdo com fumonisinas e com teores de acidos fendlicos
consideraveis, revelando potencial para uso em programas de melhoramento
de milho visando a resisténcia a presenga de Fusarium e, consequentemente,
a produgao dessa micotoxina.

Termos para indexagao: micotoxinas, seguranga alimentar, compostos
fendlicos, resisténcia genética.
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Variability and Correlation in the
Contents of Phenolic Acids and
Fumonisins in Corn Grains

Abstract - Fumonisins are the most relevant mycotoxins in maize cultivated in
Brazil, due to their high prevalence and high toxicity to animals and humans.
They are synthesized by fungi of the genus Fusarium, predominantly in the
field, so the best way to reduce their accumulation in grains is to prevent
contamination. Natural compounds produced by plants, such as phenolics,
have been reported in the literature as being potential fungitoxic, antibacterial
and antiviral agents. Therefore, it is speculated that genotypes with higher
content of these compounds may present less contamination by mycotoxins.
Thus, the objective of this work was to evaluate, in a panel containing 25 maize
hybrids, the degree of contamination with fumonisins, the content of free and
bound phenolic acids, and to verify if there is a correlation between these
two variables. It was observed that 100% of the samples were contaminated
with fumonisins, ranging between 64.5 pug/kg and 6,528 ug/kg of sample,
and three of them were above the limit established by the Brazilian Health
Regulatory Agency (Anvisa) (5,000 pg/kg). There was variability in the levels
of phenolic acids among the evaluated hybrids, with a higher concentration
in the bound fractions. Ferulic acid was the most prevalent, both in free and
bound fractions. There was no correlation between the analyzed phenolic acids
and B1, B2 and total fumonisin contents. However, the hybrids 1Q2461 and
1R2631 stood out with low levels of fumonisin contamination and considerable
phenolic acid content, revealing potential for use in maize breeding programs
aimed at resistance to the production of this mycotoxin.

Index terms: mycotoxins, food safety, phenolic compounds, genetic
resistance, environmental sustainability.
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Introducao

O milho (Zea mays L.) é altamente suscetivel ao ataque de uma variedade
de fungos que infectam e colonizam as plantas no campo, causando perdas de
produtividade, ou atacam os graos na pés-colheita, reduzindo sua qualidade e
seguranga para consumo (Costa et al., 2018). Entre esses, 0 género Fusarium
se destaca, por sua alta prevaléncia em sementes e em graos de milho em todo
o territério brasileiro e por causar inUmeros danos em plantulas e podridao da
raiz, do colmo e da espiga (Giordano et al., 2017), além de ser responsavel
por produzir micotoxinas altamente toxicas nos grdos, como fumonisinas e
fusarinas, (Fusarium verticillioides e F. proliferatum) e desoxinivalenol (DON)
e zearalenona (F. graminearum) (Pasquali et al., 2016).

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por fungos,
prejudiciais a saude dos seres humanos e dos animais (Mycotoxins...,
2003; Omotayo et al., 2019). Sao estaveis ao calor, por isso, ndo podem
ser totalmente eliminadas durante os processos usualmente utilizados na
producédo de alimentos e de racdes (Hazel; Patel, 2004), tornando-se um
problema de importancia mundial (Omotayo et al., 2019). Por causa da
elevada incidéncia, dos niveis de contaminagéo nos gréos e da alta toxidez,
as fumonisinas sdo as micotoxinas mais relevantes em milho (Lanza et al.,
2016).

Como as fumonisinas sao produzidas por Fusarium, que € um fungo
predominantemente de campo, a melhor maneira de reduzir seu acumulo
nos graos € a prevengao da contaminagao. Porém, s&o varios os fatores que
contribuem para o desenvolvimento fungico e a producéo de micotoxinas,
como condigdes ambientais, praticas agricolas e suscetibilidade do gendtipo.
Assim, diversas devem ser, também, as estratégias utilizadas para mitigagcao
do problema. Nesse sentido, vem crescendo o interesse por tecnologias
mais naturais e sustentaveis, a exemplo da busca por fontes genéticas de
resisténcia a doencas flngicas e de seus mecanismos de agéo (Giordano et
al., 2017). Compostos naturais produzidos por plantas, como os fendlicos,
tém sido relatados na literatura como sendo potenciais agentes fungitoxicos,
antibacterianos e antiviréticos (Scorzoni et al., 2016). Portanto, especula-
se que gendtipos com maior teor desses compostos possam apresentar
correlagdo com menor contaminagao por micotoxinas.
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Os compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios naturais
biossintetizados nas plantas por meio de vias metabdlicas, como pentose
fosfato, chiquimato e via fenilpropanoide (Cheynier et al., 2013; Heleno et al.,
2015). Essas vias sdo usadas pelas plantas para produzir compostos fenélicos
monoméricos, como flavonoides, acidos fendlicos e fenilpropanoides,
ou compostos fendlicos poliméricos, como taninos, ligninas, lignanas e
melaninas. Esses compostos possuem diversidade estrutural por causa da
sua funcgao especifica no crescimento e no mecanismo de defesa da planta.
Eles n&o apenas ajudam na regulagao de varios tipos de fungdes fisiologicas
nas plantas durante o crescimento e desenvolvimento, mas também estédo
envolvidos nos mecanismos de defesa das plantas contra condigdes de
estresse, tanto abiodtico quanto bidtico (Chowdhary et al., 2022). A capacidade
de sintetizar compostos fendlicos especificos em resposta ao estresse bidtico
ou abidtico é desenvolvida nas plantas por meio de fenébmenos evolutivos
adaptativos. Em razdo de diferentes desafios ambientais, as plantas
desenvolveram diversidade na sintese de varios compostos fendlicos (Caputi
et al., 2012).

No caso do estresse bidtico, as plantas acumulam fendis nos locais de
infecgdo para retardar o crescimento de patégenos microbianos e restringi-
los ao local infectado (Chowdhary et al., 2022). Estudos tém sugerido que os
compostos fendlicos eliminam patégenos fungicos por alteragbes causadas
na permeabilidade da membrana celular e na integridade da parede celular,
por supressdo da atividade das enzimas, por formagédo de radicais livres,
por inibicdo da biossintese de certas proteinas, por danos ao DNA e por
supressao da expressao de genes de viruléncia.

Nos gréos de milho, os acidos fendlicos (AF) nas formas soluveis (livres)
ou ligados a parede celular (conjugados) representam a forma mais comum
de compostos fendlicos. Em ensaio in vitro, esses AF foram capazes de
reduzir o crescimento fungico e o acumulo de micotoxinas. Portanto, eles
poderiam desempenhar um papel na inibicdo de espécies micotoxigénicas
de Fusarium (Boutigny et al., 2009). Um estudo relatado por Chiremba et al.
(2012) mostrou alta correlagcao entre o teor de acidos fendlicos e a dureza
do endosperma de milho, a qual é altamente correlacionada, também, com o
ataque de fungos e de pragas. Assim, & possivel que o tipo e o teor de acidos
fendlicos presentes nos graos de milho possam ter influéncia na dureza do
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endosperma e, consequentemente, no grau de contaminagao dos graos com
fungos e micotoxinas.

Um trabalho de Atanasova-Penichon et al. (2012) mostrou que, na fase
inicial do desenvolvimento do grao de dois hibridos de milho amarelo, o
acido clorogénico pode ter desempenhado um papel na resisténcia do milho
ao acumulo de deoxinivalenol (DON). Ja Picot et al. (2013) sugeriram um
possivel papel do acido ferulico ligado a parede celular na resisténcia do
milho a F. verticillioides.

Entretanto, poucas informagdes estao disponiveis sobre o teor de acidos
fenodlicos e a redugdo na produgdo de fumonisinas em gréos de milho,
especialmente cultivados em condi¢gdes climaticas brasileiras, e sobre
correlagao entre essas duas caracteristicas, sendo esses os objetivos desse
estudo.

Hibridos de milho que apresentem maior resisténcia ao ataque de fungos
toxigénicos, como o Fusarium, poderéao contribuir com a redugéo do niumero
de aplicagbes de fungicidas nas lavouras e, consequentemente, com a menor
contaminagdo dos graos e do ambiente com esses agroquimicos. Nesse
contexto, este trabalho atende a meta 12.4 estabelecida pela Organizacao
das Nagbes Unidas (ONU): “Até 2020, alcangar o manejo ambientalmente
saudavel dos produtos quimicos e todos os residuos, ao longo de todo o
ciclo de vida destes, de acordo com os marcos internacionais acordados,
e reduzir significativamente a liberagcdo destes para o ar, agua e solo,
para minimizar seus impactos negativos sobre a saude humana e o meio
ambiente”, relacionada ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
12: “Assegurar padrbes de produgéo e de consumo sustentaveis”.

Material e Métodos

Material

Foram avaliados 25 hibridos de milho de um ensaio de valor de cultivo
e uso (VCU) do programa de Melhoramento de Milho da Embrapa Milho e
Sorgo. A semeadura aconteceu nas areas experimentais da Embrapa Milho
e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, com implantagédo do ensaio em dezembro de
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2021 e colheita em junho de 2022. Foram avaliados 25 hibridos, em duas
repeticbes de campo e parcelas de duas linhas de 4,2 m. Todos os tratos
culturais utilizados nos experimentos seguiram as recomendacgdes para a
cultura do milho. A colheita de cada parcela foi feita com colheitadeira de
parcelas, com afericdo de peso e umidade na mesma ocasiao, e retirada de
uma amostra homogeneizada de 500 g de cada parcela para analise.

Os graos foram enviados para o Laboratério de Seguranga Alimentar
da Embrapa Milho e Sorgo e acondicionados a -18 °C até as analises de
fumonisinas e de acidos fendlicos. Para as analises, os grdos foram moidos
até granulometria 0,5 mm e utilizados conforme metodologias a seguir.

Analises Quimicas

Acidos fenélicos livres e ligados

A extracéo dos compostos fendlicos foi realizada com a solugéo extratora
de metanol:agua (80:20, v/v). Aproximadamente 0,2 g da amostra moida foi
adicionada em 4 mL da solucéo extratora e levada para agitacdo em mesa
agitadora (marca Nova Etica, modelo 109) a 200 rpm por 2 horas. Em
seguida, a mistura foi centrifugada em centrifuga Jouan (modelo B4i) a 3.000
rom durante 10 min, o sobrenadante foi coletado em cubeta, levado para
secagem a 50 °C sob fluxo de ar comprimido seco e, posteriormente, foi
ressuspendido em 500 pL de solugdo de metanol:agua (1:1, v/v). Em seguida,
a amostra foi filtrada em filtro seringa de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com
0,22 pm.

Para a liberagao dos éacidos fendlicos ligados as paredes celulares dos
graos de milho, foi realizada uma hidrolise basica no precipitado resultante
da centrifugagao. A ele, foram adicionados 4 mL de solugéo de hidroxido de
sédio (NaOH 2M), e foi levado para homogeneizagao em agitador magnético
(marca IKA, C-MAG HS 7) por 2 horas. Ajustou-se o pH, adicionando-se 0,8
mL de acido cloridrico (PA). O conteudo foi lavado com 20 mL de acetato
de etila e, posteriormente, foi centrifugado a 3.000 rpm por 2 min. Esse
procedimento foi realizado duas outras vezes. O sobrenadante das lavagens
foi levado para secagem em rotaevaporador (marca IKA, RV 10 basic) a 50
°C. Posteriormente, a amostra foi ressuspendida em 4 mL de solugado de
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metanol:agua (1:1, v/v) e, apds isso, foi filtrada em filiro seringa (PVDF) de
0,22 um.

Para quantificagéo do perfil de acidos fendlicos nos extratos, foi utilizado
o cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Waters Alliance™ 2695,
utilizando-se uma coluna de fase reversa C18 de 250 mm x 4,6 mm, com
particulas de 5 ym e um detector de matriz de diodo (DAD) de 320 nm. A
eluicao foi realizada com fase moével em gradiente, de solugdo aquosa de
acido acético (99:1, v/v) e acetonitrila, com vazao de 1,0 mL/min, perfazendo
um tempo total de 60 min. Aidentificagao foi possivel por meio da comparagéao
com o tempo de retencao e do espectro de absor¢ao dos padrdes analiticos.
Ja a quantificagao foi feita utilizando-se uma curva analitica com os padroes
de solugao de acido ferulico, cafeico e cumarico.

EXTRACAO
(Acidos Fendlicos
LIVRES)

Extracio Agitagio Centrifugagdo Secagem Ressupensdo

0,2 g de amostra +
4mL igg min 3230#:" Sobrenadante MEOH'i!OZ?JL(l;l )
MEOH:H20 (80:20, v/v) : .

=

Hidrdlise Basica + Agitagdo

@
Ajuste de pH (Agitador magnético por 120 min) Precipitado Hﬂﬂ »
N Filtragem
maEEE l (Filtro Seringa)
‘ 0,8 mL }‘—{ 4mL }‘7 (Acijx(;rskéecriﬁcos
HCI (PA) NaOH 2M CONJUGADOS)

é

Injeca:

Lavagem (X3) HPLC
e

Secagem

Ressupensdo

Centrifugagdo

[ ] e
1 E
H H
s 0oL
20 mL 3000 rpm Rotaevaporador 4 mL Filtragem D
Acetato de Etila 2 min as50°C MEOH:H20 (1:1, v/v) (Filtro Seringa)

Figura 1. Desenho esquematico da extracéo e analise dos acidos fendlicos livres e
ligados.
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Fumonisinas

Na anadlise dos teores de fumonisina B1 (FB1) e fumonisina B2 (FB2) e
fumonisinas totais, 10 g de amostra moida foram extraidos com 50 mL de
solucdo de extracdo agua:metanol:acetonitrila (50:25:25 v/v), e levados para
agitacao a 200 rpm por 40 min. Logo apos isso, os extratos foram centrifugados
a 3.000 rpm por 10 min, e 5 mL do sobrenadante foram retirados e diluidos
em 20 mL de solugado PBS (tampéo fosfato). A solugao foi filtrada em filtro
de microfibra de vidro e, em seguida, 10 mL foram transferidos para coluna
de imunoafinidade Fumonitest. A coluna foi lavada com 10 mL de solugao
tampao PBS e, em seguida, 2,5 mL de metanol (grau HPLC) foram eluidos
pela coluna. As amostras foram coletadas e levadas para secagem a 50 °C sob
fluxo de ar comprimido seco e, posteriormente, ressuspendidas em solugéo
acetonitrila:agua (1:1, v/v). A uma aliquota de 50 pL dessa ultima solugéo,
adicionaram-se 50 uL da solugédo de O-ftaldialdeido com 2-mercaptoetanol
(OPA).

A quantificacdo dos teores de fumonisina foi realizada injetando-se a
amostraem HPLC, acoplado com uma coluna de fase reversa C18 de 150 mm
X 4,6 mm com 5 um e detector de fluorescéncia (FLR) com 335 nm excitagéo
e 440 nm emissao. A eluicao foi realizada com fase mével em gradiente de
solugdo de MEOH:NaH2PO4 0,1M (77:23, v/v), com vaz&o de 1,0 mL/min. O
tempo de retengao foi de 4 min e de 9 min para FB1 e FB2, respectivamente.
A quantificacao dos teores foi realizada utilizando-se uma curva analitica com
referéncia de fumonisinas, marca Trilogy Analytical Laboratory, com teor de
fumonisinas totais de 4,3 mg/kg
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EXTRAGAO
(Fumonisinas
BleB2)
Extracdo itacs i a
Agitagdo Centrifugacdo Adicso de PBS
10 g de amostra + [ g6 sol Tamp3
Som. 200 om 3000 Fitragem Fofoem s mido
H20: MEOH: ACN 40 min 10 min (Filtro Qualitativo) Sobrenadante
(50:25:25, v/v)

Fumonitest
ww w W
-
mi == BEa HHHO
Lavagem com 2,5 Lavagem com Coluna de Aliguota de 10 mL f' (Filtro l;lltrMalgzr::bra de
mLde Metanol 10 mL de PBS Imunoafinidade da sol. filtrada Vidro)

Secagem

H H H Ressuspensdo
P + 50 plL da solugdo de
Extrato Eluido Acetonitrila:Agua OPA em 50 pL da sol. HPLC
(1:1,v/v) N
ressuspendida

Figura 2. Desenho esquematico da extracdo e analise dos teores de fumonisina B1
e B2.

Adigdo de OPA

Injeca:

Analises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), com duas
repeticdes. Os resultados dos teores de acidos fendlicos e de fumonisinas
foram analisados por ANOVA, e as médias dos tratamentos (hibridos de
milho) foram comparadas por teste de Tukey em nivel de 5% de significancia,
utilizando-se o programa estatistico SISVAR. O coeficiente de correlagdo de
Pearson foi utilizado para avaliar o nivel de associagcao entre as variaveis:
teores de 4cidos fendlicos e teores de fumonisinas nos gréos de milho.
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Resultados e Discussao

Neste estudo, identificaram-se e quantificaram-se os teores de compostos
fenolicos e de fumonisinas B1 e B2 e total em 25 amostras de gréos de milho.

A Tabela 1 apresenta os teores dos acidos fendlicos cafeico, cumarico
e ferulico, tanto nas fragdes livres como nas conjugadas das amostras

analisadas.

Tabela 1. Teores dos acidos fendlicos cafeico, cumarico, ferulico livres e/ou conjuga-
dos (ug/g)* em gréos de milho de 25 hibridos cultivados em Sete Lagoas, MG, safra

2019/2020.

Gendtipo

ACa liv ACu liv AFeliv  Total liv ACu lig AFelig Totallig

ug/g (peso seco)

1F640PRO2

1P2215

1Q2359

1Q2363

1Q2366

1Q2370

1Q2400

1Q2423

1Q2425

1Q2427

1Q2461

1R2526

1R2529

1R2536

1R2539

1R2540

1R2546

57 ab 20,3 ab 135 a 394 ab 1266 ab 2.121,1 ab 2.247,7 ab
136 ab 149 ab 184 a 469 ab 1537 ab 1.551,5 b 1.7052 b
87 ab 92 b 93 a 272 b 1101 ab 1.5820 b 1.6921 b
80 ab 146 ab 17,7 a 40,3 ab 177,2 ab 2.140,5 ab 2.317,7 ab
116 ab 17,0 ab 126 a 41,2 ab 9,4 ab 1.3854 b 14808 b
10,6 ab 13,7 ab 157 a 40,0 ab 1754 ab 1.5362 b 1.711,6 b
27 b 11,7 ab 181 a 324 ab 181,3 ab 1.996,3 ab 2.177,6 ab
11,2 ab 129 ab 10,1 a 342 ab 1589 ab 1.589,1 b 1.7480 b
10,1 ab 16,1 ab 149 a 41,1 ab 1695 ab 1.530,7 b 1.700,2 b
91 ab 131 ab 138 a 360 ab 1488 ab 2.064,1 ab 22129 ab
124 ab 20,7 a 332 a 663 a 18,4 ab 1.8526 ab 2.039,0 ab
67 ab 11,5 ab 173 a 355 ab 1761 ab 1.923,6 ab 2.099,7 ab
74 ab 132 ab 104 a 31,0 ab 2002 ab 21369 ab 2.337,1 ab
143 ab 125 ab 11,7 a 384 ab 1171 ab 1.3951 b 1.5122 b
87 ab 104 ab 105 a 295 ab 1462 ab 1.830,1 ab 1.976,3 ab
154 a 17,1 ab 188 a 51,3 ab 1851 ab 1.893,9 ab 2.080,0 ab

63 ab 121 ab 174 a 358 ab 131,0 ab 1.766,8 ab 1.897,8 ab
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Tabela 1: Continua....

ACuliv  AFeliv  Total liv ACu lig AFelig Total lig
Genodtipo

Hg/g (peso seco)

1R2622 89 ab 131 ab 165 a 385 ab 171,3 ab 1.5986 b 1.769,9 b
1R2628 49 ab 11,4 ab 106 a 269 b 81,2 b 1.9%49 ab 20761 ab
1R2629 86 ab 10,8 ab 93 a 288 b 1726 ab 20314 ab 22040 ab
1R2631 36 b 96 ab 103 a 235 b 1835 ab 2690,7 a 28742 a
2R2642 77 ab 161 ab 10,2 a 339 ab 1456 ab 1.533,3 b 1.6789 b
3R2593 79 ab 158 ab 225 a 462 ab 2242 ab 1.9453 ab 2.169,5 ab

AG8088PRO2 31 b 92 b 195 a 31,7 ab 18,8 ab 1.9384 ab 21252 ab

242,8 2.690,7 2.874,2

*Médias de duas repeticdes de campo. ACa liv: acido cafeico livre. ACu liv: acido cumarico livre. AFe liv:
acido ferulico livre. ACu lig: acido cumarico ligado. AFe lig: acido ferulico ligado. Médias seguidas de letras
diferentes dentro da mesma coluna séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

O total de acidos fendlicos livres, que € o resultado do somatério dos acidos
fendlicos da fracao livre, variou de 23,51 ug/g (hibrido 1R2631) a 66,3 ug/g
(hibrido 1Q2461). Giordano et al. (2017) analisaram os niveis de fenolicos
livres nos graos de milho em diferentes estédgios de desenvolvimento, e os
resultados apresentaram teores muito acima dos encontrados neste estudo,
com variagbes de 251,3 pg/g a 6.499,4 ug/g.

Os niveis de acidos fendlicos na fragao livre variaram de 2,72 ug/g (1Q2400)
a 15,4 pg/g (1R2540) para o acido cafeico. Quanto ao acido cumarico, suas
concentracgdes foram de 9,18 pg/g (AG8088PR0O2) a 20,65 ug/g (1Q2461). Ja
para o acido ferdlico livre, seus teores variaram de 9,27 ug/g até 33,21 ug/g.
Todos os 25 gendtipos foram estatisticamente semelhantes (P<0,05).

Na fracdo conjugada, ndo foi detectado acido cafeico em nenhum dos
hibridos analisados, e os teores dos acidos cumarico e ferulico e total foram
muito superiores nessa fragdo em comparagdo com a livre. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos anteriores (Xu et al., 2010;
Giordano et al., 2017). O hibrido 1R2620 apresentou a maior concentragao
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do acido cumarico ligado (242,8 ug/g) e 1R2628 menor concentragéo (81,20
pg/g). O hibrido 1R2631 destacou-se com maior concentragédo de AFe lig
(2.690,7 pg/g) e de acidos fendlicos totais. Em geral, o acido ferulico foi o
fendlico de maior incidéncia; ele € amplamente citado como um dos principais
compostos fendlicos encontrados no milho (Holguin-Acufia et al., 2008).
Os resultados obtidos neste estudo foram analogos aos encontrados por
Atanasova-Penichon et al. (2012), que avaliaram as concentracdes médias
dos principais compostos fendlicos ligados a parede celular no milho, e
identificaram o acido ferulico como sendo o principal fendlico ligado a parede
celular nos graos, entre 75% e 95% do conteudo total de fendlicos conjugados.

A Tabela 2 mostra os resultados dos niveis de fumonisinas B1 e B2 e
totais para os 25 genotipos de milho analisados. Os resultados mostram
contaminagdo em 100% das amostras quanto as fumonisinas totais (FB1 +
FB2). Observa-se que trés amostras (12%) estavam acima do limite de 5.000
pg/kg estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
para milho néo processado (Brasil, 2022). A maior concentracao foi expressa
no hibrido 1Q2425 (6.528 pg/kg). Ja para farinha de milho ou fuba, o limite
estabelecido é de 1.500 pg/kg. Com isso, 13 amostras (52%) se encontravam
dentro desse limite e 12 acima dele. As menores concentragbes foram
observadas nos hibridos 1Q2461, 1R2631, 1R2540 e 1R2536 (Tabela 2).

Tabela 2. Teores de fumonisinas B1, B2 e totais (ug/kg)* em gréos de milho de 25
hibridos cultivados em Sete Lagoas, MG, safra 2019/2020.

Fumonisina B1 ~ Fumonisina B2 Fumonisinas totais

Gendtipo

1Q2425 4.381,0 ab 2.147,0 a 6.528,0
1R2539 4.174,0 ab 2.116,5 a 6.291,0 ab
2R2642 44345 a 1.601,0 ab 6.035,5 abc
1Q2427 3.590,5 ab 1.395,5 abc 4.986,0 abcd
1Q2370 3.064,0 ab 1.185,5 abc 4.249,0 abcd
1R2529 2.766,0 ab 900,0 abc 3.666,0 abcd
1R2628 2.490,5 ab 1.079,5 abc 3.569,5 abcd
1Q2423 2.353,0 ab 873,5 abc 3.226,5 abcd
1R2546 1.873,5 ab 595,0 abc 2.468,5 abcd
1Q2366 1.592,0 ab 640,0 abc 2.232,5 abcd
3R2593 1.311,5 ab 397,0 bc 1.708,5 abcd
1Q2400 1.247,5 ab 371,5 bc 1.619,0 abcd

1P2215 880,5 ab 320,0 bc 1.200,5 abcd
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Tabela 2: Continua...

Fumonisina B1 Fumonisina B2 Fumonisinas totais

Gendtipo
pg/kg
1R2622 643,5 ab 224,5 bc 868,5 abcd
1R2526 509,0 ab 79,5 bc 588,5 bcd
AG8088PRO2 297,0 ab 114,0 bc 411,0 cd
1R2629 238,5 ab 150,0 bc 388,5 cd
1Q2359 244,0 ab 73,5 bc 317,5 cd
1Q2363 205,5 ab 45,0 bc 250,5 cd
1R2536 163,5 ab 25,5 bc 189,0 d
1R2540 171,0 ab 18,0 bc 189,0 d
1R2631 73,5 b 0,0 c 73,5 d
1Q2461 64,5 b 0,0 c 64,5 d

Minimo 64,5 0,0 64,5

Média 1.513,5 586,4 2.100,0

Maximo 4.434,5 2.147,0 6.528,0

*Médias de duas repeticdes de campo. Médias seguidas de letras diferentes dentro da mesma coluna séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

A fumonisina € um tipo de micotoxina produzida por fungos do género
Fusarium, podendo contaminar os gréos durante o armazenamento e antes
dele, isto &, ainda no campo. Em estudos, Queiroz et al. (2012) avaliaram
a ocorréncia de fumonisinas em milho armazenado em fazenda familiar
em Minas Gerais, Brasil, e encontraram valores que variaram de 230 ug/g
a 6.450 pg/kg, corroborando com os resultados deste estudo quanto a
incidéncia e aos valores encontrados (64,5 ug/g a 6.528,0 ug/kg). Camargos
et al. (2000) analisaram o teor de fumonisinas em 19 cultivares de milho em
trés bases experimentais do Instituto Agrondmico, em Sao Paulo, Brasil. Os
niveis de micotoxina variaram de 1.63 pg/g a 25.69 ug/g, resultado muito
acima dos teores encontrados no presente trabalho. Essas diferengas podem
ter ocorrido pela diversidade genética dos materiais utilizados em ambos
os estudos, e por condi¢cdes de clima e cultivo distintas. O alto acumulo
de fumonisinas nos gréos de milho, possivelmente, ocorre em razdo das
condic¢des propicias, destacando-se, principalmente, as altas temperaturas e
a intensa pluviosidade. Portanto, maiores registros sdo observados durante
a safra de verdo (Mac Jr.; Soares 2000; Henig et al., 2020). Além disso,
segundo Henig et al. (2020), elevadas variagdes no teor de micotoxinas estao
associadas a fatores como solo, fertilizagéo, praticas culturais, pragas e até
mesmo a proépria cultivar.
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Para a concentragédo de fumonisina B1 (FB1), os teores variaram de 64,5
pa/g a 4.434,5 pg/kg, sendo o menor teor, assim como nas fumonisinas totais,
expresso pelo gendtipo 1Q2461. A FB1 foi a micotoxina de maior presenca
registrada, corroborando com o que foi relatado por Kawashima e Soares
(2006), que avaliaram 74 amostras de produtos de milho, sendo 71 (96%)
positivas para fumonisina B1.

Ja em relagéo a fumonisina B2 (FB2), 92% dos gendtipos apresentaram
contaminagdo. Orsi et. al (2000) relataram uma porcentagem um pouco
acima da apresentada neste estudo em relagdo a fumonisina B2. Eles
estudaram a ocorréncia de fumonisina em milhos recém-colhidos e apos
armazenamento em instalagdes normais no estado de Sao Paulo, Brasil, e
obtiveram resultados positivos para FB2, acima de 97% das 195 amostras
testadas. As cultivares 1Q2461 e 1R2631 apresentaram resultado negativo
para FB2. Por outro lado, o gendtipo 1Q2425 apresentou maior concentragéo
dessa micotoxina, por volta de 2.147,0 pg/kg.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdes simples de Pearson entre as variaveis: teores
de acido fendlicos e fumonisinas B1, B2 e totais, em graos de milho.

Fumonisina B1 Fumonisina B2 Fumonisinas totais

ACa liv -0,038 -0,015 -0,031
ACu liv 0,019 0,001 0,014
AFe liv -0,312 -0,311 -0,313
Total liv -0,195 -0,192 -0,195
ACu lig -0,163 -0,196 -0,174
AFe lig -0,261 -0,261 -0,262
Total lig -0,269 -0,273 -0,271

ACa liv: acido cafeico livre. ACu liv: acido cumarico livre. AFe liv: acido ferulico livre. ACu lig: acido cumarico
ligado. AFe lig: &cido ferdlico ligado.

As correlagbes entre os acidos fendlicos livres e conjugados e os teores
de fumonisinas B1, B2 e totais foram descritas na Tabela 3. Os valores das
correlagdes variaram de -0,0313 a 0,001, estes valores mostram que nao
houve correlagdo entre essas variaveis analisadas, ou seja, elevados teores
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de acidos fendlicos nao influenciam diretamente na diminuicdo da producao
das micotoxinas FB1 e FB2.

Conclusoes

Os niveis de fumonisinas totais revelaram contaminagcao em 100% dos
25 hibridos de milho, com variagdes consideraveis para fumonisinas B1 e
B2. A porcentagem de amostras acima do limite estabelecido pela Anvisa
foi de 12%, fato que representa uma preocupacédo em relagéo a seguranga
alimentar. Os hibridos 1Q2461, 1R2631, 1R2540 e 1R2536 apresentaram
baixas incidéncias de micotoxina. A avaliagao dos teores de acidos fendlicos
mostrou variagbes estatisticamente significativas tanto nas fragdes livres
quanto nas conjugadas. O acido ferulico teve a maior incidéncia em ambas
as fragdes, evidenciando-se como um dos principais do milho. Os hibridos
1Q2461 e 1R2631 foram superiores, em relagao aos teores de acidos fendlicos
totais livres e conjugados, respectivamente. Nao foi verificada correlagao
entre os teores de acidos fendlicos analisados e os teores de fumonisinas
B1, B2 e total. Portanto, maiores teores de acidos fendlicos nao tém efeito
na redugdo da producdo de fumonisinas pelo fungo. Todavia, os hibridos
1Q2461 e 1R2631 se destacaram com baixos niveis de contaminagao com
fumonisinas e com teores de acidos fendlicos consideraveis. Assim, sugerem-
se novas avaliagbes desses hibridos em outras safras e locais de cultivo
para confirmar seu potencial de resisténcia a produgao de fumonisinas, que
certamente podera trazer beneficios econémicos e para a saude de animais
e humanos.
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