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RESUMO GERAL

RESUMO GERAL

CASTRO, M.F.P.M. de; LEITAO, M.F.F. Efeitos da fosfina no
crescimento de Aspergillus flavus Link (Zea mays, L.) e na producio de
aflatoxinas em milho armazenado com elevados teores de umidade.
Campinas: FEA, UNICAMP, 2003. Tese (Doutorado) Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, 2003.

As condigdes de clima tropical que prevalecem durante a maior parte do
ano em nosso pais, favorecem o crescimento de fungos e produgdo de
micotoxinas, principalmente quando o produto recém-colhido permanece com
elevado teor de umidade aguardando a sua secagem. Essa situacao (produto
umido) pode ocorrer quando a safra coincide com periodos chuvosos do ano.
dificultando ou mesmo impedindo a secagem natural no campo. A infra-estrutura
para secagem artificial dos grdos muitas vezes é inexistente ou aquém da
necessaria. O crescimento flngico também pode ocorrer quando os graos sio
reumidecidos durante o armazenamento ou o transporte em navios para
exportacao.

O milho & o principal cereal cultivado em nosso pais, tendo alcancado uma
produgdo meédia de 35 milhdes de toneladas nas safras de 2001/2002 (CONAB,
2002) e aquele que no mundo, tem apresentado maiores problemas com
micotoxinas. Dentre essas, merecem destaque as aflatoxinas, devido a sua
elevada toxicidade e potencial carcinogénico e porque as principais espécies
produtoras dessas micotoxinas (Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus) estao
adaptadas e ocorrem com freqiiéncia em nossas condigées climaticas.

A fosfina, fumigante largamente utilizado no controle de insetos de graos
armazenados, tem se apresentado como uma alternativa promissora para o
controle de fungos e micotoxinas em grdaos com elevado teor de umidade.
Apresenta ainda como vantagens a sua facilidade de aplicacéo, disponibilidade

comercial e o fato de praticamente nao deixar residuos no produto.
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O principal objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos da fosfina no
crescimento de Aspergillus flavus e producao de aflatoxinas em milho armazenado
com elevados teores de umidade. Para essa pesquisa foram utilizadas amostras
préviamente inoculadas com uma cepa toxigénica de A. flavus. O efeito
concomitante de atividades de agua de 0,85 a 0,98 (equivalente a conteudos de
umidade de 15,3% a 24,5%, b.u.), concentragdes de fosfina de 0 a 4g m™ e
periodos de exposicao de 1 a 15 dias ao fumigante foi verificado utilizando-se a
Metodologia da Superficie de Resposta. Analises de teor de umidade, atividade de
agua, micologicas, ergosterol, aflatoxinas e residuo de fosfina foram realizadas
nas amostras submetidas aos diferentes tratamentos.

Os resultados indicaram que a concentragao de fosfina foi mais relevante
do que o periodo de exposigao para o controle de Aspergillus flavus. Com o
aumento da atividade de agua dos graos as concentragdes do fumigante também
devem ser aumentadas para o controle daquela espécie fungica. Em relagcao a

° evitou a

produgao de aflatoxinas, uma concentragdo de fosfina de 0,2g m~
produgao das aflatoxinas B4 e B>, em milho com 0,92 e 0,95 de atividade de agua
(equivalente a 19,2% e 21,6%, b.u.) estocado por 8 e 15 dias.

Com base nos resultados alcangados, concluimos que a fosfina pode ser
uma alternativa para o controle de Aspergiilus flavus, bem como, para evitar a
producao de aflatoxinas Bi e B, em milho com elevados teores de umidade,

armazenado por até 15 dias.
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The tropical weather conditions that prevail during most part of the year in
our country favour fungal growth and the production of mycotoxins, mainly when
the freshly harvested corn is kept at high moisture content while waiting for drying.
This situation (wet product), can occur when the harvest season coincides with the
rainy season of the year, making it difficult to achieve natural drying in the field.
The infra-structure for the artificial drying of the grains either does not exist or the
capacity is insufficient to meet the demand. Fungal growth can also occur when the
grains are re-wetted during storage or transported by ship for exporting.

Corn is the main cereal grown in our country. The production in the
2001/2002 harvest was 35 millions tons and this crop has shown the biggest
problems with mycotoxins globally. Among mycotoxins, the aflatoxins require
attention, due to their high toxigenicity and carcinogenic potential and also because
the main aflatoxin-producing species (Aspergilllus flavus and Aspergillus
parasiticus) are adapted to and occur frequently in our climatic conditions.

Phosphine, a fumigant widely applied for insect control in stored grain, has
been shown to be an alternative for controlling fungi and mycotoxin production in
grains with high moisture content. It also has the advantage of easy application,
commercial availability and that it leaves no significant chemical residue in the
grain.

The main objective of the present study was to verify the effects of
phosphine on the growth of Aspergillus flavus and on aflatoxin production in corn
stored at high moisture content. For this study, samples were previously inoculated
with an Aspergillus flavus toxigenic strain. The concomitant effect of water activities
from 0.85 to 0.98 (equivalent to moisture content of 15.3% and 24.5%, w.b.),
concentrations from 0 to 49 m™ and exposure times from 1 to 15 days to the
fumigant was verified by the Surface Response Methodology. Moisture content,
water activity, mycological, ergosterol, aflatoxins and phosphine residue analyses

were carried out in the samples submitted to the different treatments.



GENERAL SUMMARY

The results indicated that the phosphine concentration was more relevant
than the exposure time to the fumigant for the Aspergillus flavus control. With the
increase in water activity of the grains the fumigant concentrations have also to be
increased in order to control this fungi species. In relation to the aflatoxins, a
concentration of 0.2g m™ completelly avoids aflatoxins B; and B, production in
corn with 0.92 and 0.95 water activities (equivalent 1019.2% and 21.6%, w.b.)
stored for 8 and 15 days.

On the basis of the achieved results we concluded that phosphine can be an
alternative to control Aspergillus flavus growth, as well as, avoiding aflatoxin B, and

B> production in corn stored at high moisture content for up to 15 days.




INTRODUCAO

INTRODUGAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios tdxicos produzidos por certos
fungos que se desenvolvem em produtos agricolas. Nos cereais, a ocorréncia
dessas toxinas é frequente, principalmente em milho. As aflatoxinas, zearalenona,
ocratoxina A, os tricotecenos (principalmente T-2, DAS, DON) e mais
recentemente as fumonisinas estdo entre as micotoxinas que tém sido
freqientemente associadas com esse cereal (ABBAS et al., 1988; MILLS, 19809:
SABINO et al., 1989; WIDIASTUTI et al., 1988; SHEPHARD et al., 1996). Dentre
essas, as aflatoxinas produzidas, principalmente, pelos fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus tém merecido maior atencdo devido ao seu elevado
potencial carcinogénico e toxicidade. No Brasil, a ocorréncia de aflatoxinas em
milho tem sido verificada por diversos autores (SCUSSEL, RODRIGUES-AMAYA,
DA SILVA, 1986; SABINO, 1980; VALE, 1992: SANTURIO et al.,1992;
HENNIGEN & DICK, 1992). Sabe-se que a producao de aflatoxinas por cepas de
A. flavus ocorre devido a secagem e armazenagem inadequadas do produto. No
caso do milho, teores de umidade acima de 17,5% e temperaturas superiores a
13°C, favorecem a formagao de aflatoxinas (REHANA & BASAPPA 1990). A
atividade de agua minima para germinagéo e crescimento de A. flavus é 0.82 a
25°C, 0,81 a 30°C e 0,80 a 37°C (PITT & MISCAMBLE, 1995). Os dados
disponiveis sobre a influéncia da atividade de agua na produgao de aflatoxinas
por A. flavus s&o escassos e sugerem um limite préximo de 0,86 (PITT, 1995).

Em nosso Pais, durante a maior parte do ano, prevalecem condigoes de
clima dmido e quente que propiciam o desenvolvimento fungico e a producao de
micotoxinas. O periodo da safra, muitas vezes, coincide com épocas chuvosas do
ano, o que dificulta ou mesmo impede a secagem natural do produto logo apés a
colheita até os niveis considerados seguros para a estocagem. A infra-estrutura
para secagem artificial do produto é freqiientemente inexistente ou aquém da
necessaria. Nessas situagdes, os grdaos permanecem temporariamente
armazenados sob condigdes criticas, que favorecem o desenvolvimento de

fungos e a contaminagao do produto por micotoxinas, tornando-o impréprio para o
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consumo humano ou animal. Alternativas a secagem, tais como o resfriamento do
produto e tratamento com acido propiénico sdo dispendiosas ou inadequadas a
alimentos destinados ao consumo humano. O crescimento fungico também pode
ocorrer guando os graos sado reumedecidos durante o armazenamento ou
transporte em navios.

O milho é o principal cereal cultivado no Brasil que € o terceiro produtor
mundial desse grao, apoés a China e os Estados Unidos, portanto, torna-se de
extrema importancia o desenvolvimento de técnicas que controlem e evitem a
producdo de alfatoxinas durante o periodo em que seu teor de umidade
permanece ou se torna elevado. A fosfina, fumigante amplamente utilizado para o
controle de insetos em graos armazenados, principalmente nas regidoes tropicais,
tem se revelado como uma alternativa promissora para o controle de fungos e
micotoxinas em graos. Apresenta como vantagens a facilidade de aplicagéo, o
baixo custo, a disponibilidade comercial e o fato de praticamente nao deixar
residuos no produto. No Brasil, a concentracdo recomendada para controlar os
insetos & de 2 a 3g m™, com um periodo de exposicao de 120 horas.

Com base nessas consideragbes, esta pesquisa foi conduzida com os
seguintes objetivos:

e Otimizar uma metodologia para determinagao de ergosterol por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em milho em graos.

e Verificar os efeitos da fosfina no crescimento de A. flavus em milho em
graos armazenado com atividade de agua de 0,85 a 0,98 (equivalente a
conteudos de umidade de 15,3% a 24,5%, b.u.), quando aplicada em
concentragdes de 0 a 4g m™ por periodos de exposicdo de 1 a 15 dias;

e Investigar os efeitos da fosfina no crescimento de fungos em milho
armazenado com elevados teores de umidade, nas condigbes
anteriormente mencionadas, comparando o método do plaqueamento direto
dos graos, da diluicdo em série e do ergosterol;

o Verificar a existéncia de uma possivel relagao entre o crescimento fungico e
a sorcao de fosfina e, mais especificamente, entre o controle de A. flavus e

a sorcao de fosfina, em milho fumigado nas condi¢cdes estudadas.
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» Verificar os niveis de sor¢do e avaliar os residuais desse fumigante em
milho em graos com elevado teor de umidade.

O presente trabalho consta de seis capitulos, sendo que o Capitulo 1,
referente a reviséo bibliografica, seguiu as normas para redacao de tese da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP e destinou-se a dar
embasamento tedrico aos estudos desenvolvidos, apresentados nos capitulos 2,
3,4, 5 e 6 na forma de artigos cientificos.

O artigo referente ao Capitulo 2, intitulado “Determinagao de ergosterol em
milho em gréos com diferentes niveis de contaminagao fungica”, foi redigido
conforme as normas da Brazilian Journal of Food Technology (BJFT).

O Capitulo 3, referente ao artigo intitulado “Effects of phosphine on the
growth of Aspergillus flavus and aflatoxin production in corn grains stored at high
moisture contents”, foi redigido conforme as normas do Journal of Stored Products
e publicado no “Proceedings of the International Conference on Controlled
Atmosphere and Fumigation", realizado em Fresno, Califérnia, USA, no periodo de
29/10/2000 a 03/11/2000.

O artigo “Fungi control by phosphine fumigation in high moisture corn”,
referente ao Capitulo 4, foi apresentado na “/ntemational Conference on Stored
Product Protection”, realizado em York, U.K., no periodo de 24 a 28 de julho de
2002 e sera publicado nos Proceedings desse evento. Esse artigo foi redigido
conforme as normas do Journal of Stored Products.

Os Capitulos 5 e 6 referentes aos artigos “The relationship between
phosphine sorption and fungal control in high moisture com grains” e “Sorcao de
fosfina e avaliagao dos seus niveis residuais em milho em graos com elevado teor
de umidade” foram redigidos conforme as normas da Brazilian Journal of Food
Technology(BJFT).
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CAPITULO 1

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Milho

O milho (Zea mays, L.) constitui um dos mais importantes graos cultivados
no mundo, sendo esse o cereal de maior producdo no Brasil (35 milhdes de
toneladas nas safras 2001/2002). A producao brasileira desse grao s € superada
pela dos Estados Unidos e China (CONAB, 2002).

O milho é utilizado principalmente para ragdo animal. Na formulagao de
racbes para aves participa com até 63% e na de suinos com até 75%
(NOGUEIRA, NOGUEIRA & TSUNECHIRO, 1987). A suinocultura e a avicultura
sao responsaveis pela maior parte da utilizagdo dos graos (41%). O restante da
producao divide-se entre a industria (13,5%), a formulagdo de ragdes de outras
espécies animais (5,6%) e produg¢ao de sementes (0,6%). A nao-comercializagao
de 39,3% dos graos produzidos deve-se, principalmente, ao consumo na
propriedade rural, na ordem de 24,7%. O restante dessa nao-comercializagao
encontra escoamento no consumo humano nas grandes cidades (4,4%) e nas
perdas durante a colheita e 0 armazenamento, responsaveis por 9,9% do total
produzido no Pais (PEDROSA & DEZEN, 1991).

A presenca de graos deteriorados por fungos (ardidos/fermentados) e de
micotoxinas compromete a qualidade e a seguranga desse alimento e dos
produtos derivados, e portanto, € um aspecto de suma importancia na sua
comercializagado (KINOSHITA, 2001; MENEGAZZO et al., 2001).
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2. Aspergillus flavus e aflatoxinas

Aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A, os tricotecenos (principalmente T-2,
DAS, DON) e as fumonisinas estdo entre as micotoxinas que tém sido
freqlientemente associadas com milho (ABBAS et al, 1988; MILLS, 1989; SABINO
et al., 1989; WIDIASTUTI et al., 1988, SHEPHARD et al., 1996). Dentre essas, as
aflatoxinas, produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus tem merecido maior atengdo devido ao seu elevado

potencial carcinogénico e toxicidade.

De acordo com KLICH & PITT (1988) Aspergillus flavus Link, principal
espécie produtora de aflatoxinas, se distingue das demais espécies do genéro
Aspergillus principalmente por apresentar colonias verde-amareladas (Figura 1)
com conidiéforos de parede rugosa, conidios de paredes lisas ou levemente
rugosas, medindo de 3 a 6um em diametro. Apesar de estar distribuido
mundialmente & predominantemente um fungo tropical ou subtropical
aparentemente mais comum em solos cultivados do que n&o-cultivados. Coloniza
vegetacdo em decomposicdo, sementes e muitos outros substratos. Tem sido
relatado como patégeno de insetos e animais.

Figura 1. Colonias de Aspergillus flavus Link no meio de cultura CZAPEK agar.
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O termo aflatoxina normalmente se refere a um grupo de metabdlitos de
bisfuranocumarina produzido por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e A.
nomius. Sao conhecidas 17 substancias do grupo, entretanto as mais importantes
em alimentos sao as aflatoxinas B4, By, G1 e G, (WYLLIE & MOREHOUSE, 1977,
PITT & HOCKING, 1999) (Figura 2). As quatro substancias sao distinguidas com
base nas suas fluorescéncias, ou seja, a aflatoxina By (AFB4) e a aflatoxina B,
(AFB2) emitem fluorescéncia azul (Blue) e a aflatoxina G1 (AFG+) e a aflatoxina G,
(AFG2) emitem fluorescéncia verde (Green) (PITT & HOCKING, 1999).

AFLATOXINAS
0 o)
0 0
o 0y OCH,
<l
Q 2 0 0

I ﬁ |
|
o o OCH, o0 OCH4

Figura 2. Estruturas quimicas das aflatoxinas. Fonte: FONSECA (2002).

As aflatoxinas s&o bastante soluveis em solventes organicos polares como
cloroférmio e acetona, moderadamente soltveis em éter de petréleo e podem ser

recristalizadas facilmente (SCUSSEL, 1984).

As aflatoxinas sao estaveis ao calor sendo decompostas a temperatura de
cerca de 220°C (VAN DER ZIJDEN et al.,, 1962). Sao destruidas por agentes
oxidantes fortes e, devido a presenca do anel lactona, sao susceptiveis a agao de
base (MAGOON, VISWANATHAN & VENKITASUBRAMANIAN, 1970).
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A Tabela 1 apresenta as propriedades quimicas das aflatoxinas.

Tabela 1. Propriedades quimicas das aflatoxinas.

) Formula Peso Ponto de  Absorgao (0O) Emisséo de
Aflatoxina
molecular Molecular  Fusao (°C) 362-363 nm fluorescéncia (nm)
B C17H1206 312 268-269 21.800 425
B, C17H140¢ 314 286-289 23.400 425
Gy C17H4204 328 244-246 16.100 450
G; C17H4.0; 330 237-240 21.000 450

Fonte: BUTLER, 1974

A aflatoxina By € um metabdlito flngico altamente téxico e carcinogénico e
desempenha um importante papel na epidemiologia do cancer humano de figado
e outras doencas (PEERS, GILMAN & LINSELL, 1976). De acordo com STOLOFF
(1977) as aflatoxinas produzem quatro efeitos distintos: danos agudo ao figado,

cirrose de figado, indugao de tumores e efeitos teratogénicos.

Foi demonstrado, em uma variedade de espécies animais, que a aflatoxina
B € o mais potente carcinogénico de figado que se conhece. A carcinogenicidade
em animais € tdo elevada que qualquer esforco deve ser feito para monitorar e
reduzir os niveis em alimentos humanos (PITT & HOCKING, 1999).

3. Ocorréncia de aflatoxinas em milho e seus produtos no Brasil

No Brasil a ocorréncia de aflatoxinas em milho vem sendo verificada por
diversos autores. PREGNOLATO & SABINO (1969/1970), UBOLDI EIROA &
ARCKOLL (1978), UBOLDI EIROA (1979) e PRADO (1983) analisaram entre
outros alimentos a farinha de milho, ndo encontrando aflatoxina em nenhuma das
amostras. No entanto, SABINO (1980) analisando varios alimentos, relatou
elevados teores de aflatoxinas no grupo “arroz, milho, aveia e trigo”, porém, sem
especificar o produto que apresentou a contaminacdo mais elevada e o teor
especificamente alcangado no milho. SCUSSEL (1984) discutindo esse estudo,
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comenta que o fato de a maioria dos produtos derivados de milho nao terem
apresentado aflatoxinas, pode ser explicado pelo uso de milho nao contaminado e

também pelo tipo de processamento.

SCUSSSEL, RODRIGUES-AMAYA & DA SILVA (1986), analisaram
amostras de quatro cultivares de milho em trés estagios de maturagao junto ao
campo experimental da UNICAMP e nao detectaram a presenga de aflatoxinas
em nenhuma delas. No mesmo trabalho, os autores também analisaram 83
amostras de milho verde e seus produtos derivados sendo que somente duas
amostras de fuba apresentaram contaminagao com a aflatoxina B1 com valores de

14 e 18ug/kg, respectivamente.

Somente a aflatoxina B; foi encontrada, em milho, em niveis de 41-
2000ug/kg dentre 742 amostras de diversos alimentos, coletados em posto de
venda a varejo no Estado de Sao Paulo e analisados quanto a presenca de
aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A (FONSECA et al., 1982; 1983).

BALDISSERA et al. (1992) verificaram a contaminacao por aflatoxinas em
59 amostras de amendoim e 61 de farinha de milho, destinadas ao consumo
humano, de 21 marcas diferentes e adquiridas no comércio de Santa Maria - R.S.,
no periodo de abril a novembro de 1991. Foram detectadas aflatoxinas em
81,97% das amostras, sendo que somente 6,56% apresentaram valores
superiores ao limite de 30ug/kg. A maior concentracédo de aflatoxinas encontrada

na farinha de milho foi de 68ug/kg.

VALE (1992) analisou um total de 70 amostras de milho para pipoca, sendo
a maioria procedente do Estado do Ceara e verificou que das 20 amostras
analisadas em periodo chuvoso 30% apresentaram contaminagdo com a
aflatoxina B1 numa faixa de 22 a 87ug/kg, enquanto das 20 amostras analisadas
em periodo pos-chuvoso 50% estavam contaminadas numa faixa de 43 a
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130pg/kg e em periodo de estiagem das 30 amostras analisadas 25% estavam
contaminadas com niveis entre 25 a 53ug/kg.

SANTURIO et al. (1992) analisaram 519 amostras de racGes e graos
coletados de diferentes locais da Regido Sul do Brasil no periodo compreendido
entre os anos de 1987 a 1991, dessas 45,86% foram de milho, 31.98% de racao
balanceada para o consumo dos animais, principalmente suinos e aves e 22,16%
eram de outros alimentos como farelo de arroz, sorgo, farelo de trigo e colza. Das
amostras analisadas 28,85% estavam contaminadas por aflatoxinas: 1,73% por
ocratoxina A e 4,81% por zearalenona. O nivel maximo de contaminacao por
aflatoxinas foi de 1906ug/kg; de 745ug/kg por ocratoxina A e de 4982ug/kg por

Zearalenona.

GLORIA, FONSECA & SOUZA (1997) verificaram a ocorréncia de
aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A e os teores de umidade em milho em uma
industria moageira em S&o Paulo, em outubro de 1993 (96 amostras), marco
(106) e agosto de 1994 (90). Somente aflatoxinas foram detectadas: B; foi a mais
frequiente em 57,3%; 16,0% e 27,7% das amostras, respectivamente. Os niveis
encontrados nao foram elevados com excecao de 7 amostras que estavam acima
de 30ug/kg, que € o limite de tolerancia brasileiro do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 1996). A média de contaminagdo com as aflatoxinas B{+G; foi de
14,9ug/kg; 13,9ug/kg, 4,3ug/kg, respectivamente.

ABREU et al. (2000) analisaram amostras de milho da regido de Bastos-
S.P. Das 22 amostras analisadas apenas uma, da cidade de Chapadao do Sul-
M.S., apresentou niveis de aflatoxina By acima de 20ug/kg, no entanto, os autores
comentam que esses resultados foram devido ao fato do produto ter sofrido uma
pré-limpeza e secagem (12% de umidade) condigdo que contribui para o controle

do desenvolvimento flngico e eventual produgdo de micotoxinas.

13



CAPITULO 1

Levantamento realizado, em 1995, pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento do Brasil (MA) mostrou que 260 amostras de milho dentre 264
estavam contaminadas com aflatoxina B (98%) (AMORIM et al., 2000).

CORREA et al. (2000) monitoraram a qualidade de milho do mercado
brasileiro no periodo de 1991 a 1998. Foram coletadas 600 amostras de diferentes
Estados do Brasil (Parana, Goias e Mato Grosso do Sul) e de outros dois paises
do Mercosul (Argentina e Paraguay). Os resultados mostraram que 50,09% das
amostras estavam contaminadas com aflatoxinas (B4, B2, Gi e Gz). Cerca de
12,9% desse total apresentou niveis acima de 20ug/kg que é aquele permito pela
Legislacao Brasileira (BRASIL, 1977).

MACHINSHI ef al. (2000) analisaram 110 amostras correspondentes a 52
cultivares de milho durante o cultivo de 97/98. Cinquenta e cinco (55) amostras
apresentaram concentragao de aflatoxinas acima de 1ug/kg. As concentragdes de
aflatoxinas variaram de nao detectada para 1600ug/kg para AFB4, nao detectada
para 192ug/kg para AFB;, ndo detectada para 280ug/kg para AFG; e néao
detectada a 69ug/kg de AFG;.

No Brasil, a presenca de aflatoxinas em milho é atualmente regulada pela
Resolugé@o n° 274 de 15 de outubro de 2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, que estabelece o limite de 20ug/kg para a soma das aflatoxinas B1, Bo,
Gy e Gy, e pela Portaria n°183 de 21 de margo de 1996, do Ministerio da
Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria que estabelece o limite
maximo de 20ug/kg, para a somatéria das aflatoxinas Bi, B, Gy e Gg,

acompanhando o que foi estabelecido para os paises do Mercosul (BRASIL, 2002;
BRASIL, 1996).
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4. Condicbes para o crescimento de A. flavus e produgido de

aflatoxinas em milho

A produgao de aflatoxinas por cepas de A.flavus ocorre devido & secagem
e armazenagem inadequadas do produto. No caso do milho, teores de umidade
acima de 17,5% e temperaturas superiores a 13°C favorecem a formacao de
aflatoxinas (REHANA & BASAPPA, 1990). De acordo com PITT & MISCAMBLE
(19995) a atividade de agua minima para germinacéo e crescimento de A. flavus é
0,82 a 25°C; 0,81 a 30°C e 0,80 a 37°C. PITT (1995) comenta que os dados
disponiveis sobre a influéncia da atividade de agua na producdo de aflatoxinas

por A. flavus sédo escassos e sugerem um limite proximo de 0,86.

NORTHOLT, VAN EGMOND & PAULSCH (1977) verificaram que o
substrato desempenha um importante papel em relacao a limitar a atividade de
agua para a produgao de toxinas. De um modo geral, os estudos mostraram que
as aflatoxinas podem ser produzidas em condi¢bes de atividade de agua e

temperatura proximas daquelas minimas para o crescimento de Aspergillus flavus.

BULLERMAN, SCHROEDER & PARK (1984), sem especificar o substrato,
comentam que a produgao de aflatoxinas é favorecida por temperaturas de 25°C a
30°C e, embora também possa ocorrer abaixo de 8°C-10°C, as quantidades

produzidas sao menores e o tempo requerido € mais longo.

TRUCKSESS, STOLOFF & MISLIVEC (1988) estudaram o efeito da
temperatura, atividade de agua e outras espécies de fungos toxigénicos no
crescimento de Aspergillus flavus e producao de aflatoxinas em milho, "pinto
beans" e soja e verificaram com relagéo ao milho, que a temperatura de 16°C foi
extremamente baixa para a producado de aflatoxinas tanto pelas espécies de A.
flavus inoculadas como pelas naturalmente presentes, embora os fungos fossem
capazes de crescer em valor de atividade de agua tdo baixo quanto 0,80. A

producao de aflatoxinas foi essencialmente a mesma a 26 e 32°C com valores de
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atividade de agua limites na faixa de 0,85 a 0,89. O valor de atividade de agua

limite para o crescimento fungico a 26 e 32°C foi de 0,73 para o milho.

Segundo HUNTER (1969), citado por TRUCKSESS, STOLOFF &
MISLIVEC (1988), A. flavus ndo cresce sobre o milho armazenado em climas
temperados, se o conteudo de umidade estiver abaixo de 17,5% (equivalente a
0,79 de atividade de agua) e para a produgao de aflatoxinas em milho a 30°C é

necessaria uma atividade de agua superior a 0,86.

De acordo com NORTHOLT et al. (1976) o crescimento 6timo de A. flavus
na maioria dos substratos ocorre em uma faixa de 29 a 35°C, sendo as

temperaturas maximas e minimas de 12 e 43°C, respectivamente.

5. Técnicas de controle de fungos e micotoxinas em graos

As técnicas mais estudadas para o controle de fungos e micotoxinas em
graos sao a secagem, o resfriamento, o uso de atmosferas modificadas e os
inibidores fungicos (acido propiénico aplicado na forma pura ou em mistura com
acido aceético, isobutilico, formaldeido ou outras substancias), sendo a secagem o
método mais utilizado.

A umidade € o fator determinante para o crescimento fungico e, portanto, a
secagem do produto até niveis de umidade inferiores aqueles minimos
necessarios para o desenvolvimento de fungos € um dos métodos de controle
mais eficientes. Como o crescimento flngico pode ocorrer muito vagarosamente
acima de 0,70 de Aa esse valor representa o nivel maximo de atividade de agua a
que os graos devem ser secos para se conservarem por um periodo prolongado
de estocagem, o qual corresponde a conteudos de umidade de 12 a 14% para os
graos amilaceos (ATHIE et al., 1998).
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O resfriamento dos graos também previne a proliferacdo de insetos,
mantém a qualidade das sementes durante todo o periodo de armazenamento,
evita a utilizagdo de agrotdxicos para o controle de pragas, mantém a germinacao
e 0 vigor no caso de sementes, reduz o custo do armazenamento e permite
armazenar graos com teores de umidade mais elevados (BARRETO, BIANCHI &
BIANCHI, 2001).

O uso de atmosferas modificadas para o controle de insetos também tem
aplicacao quando se visa o controle de fungos, no entanto, muitos fungos de
armazenamento sao capazes de crescer em baixas pressdes parciais de oxigénio
e a redugao nos niveis de oxigénio disponiveis ndo é suficiente, freqlentemente,
para prevenir o crescimento fingico, particularmente de graos com elevados
teores de umidade. Niveis elevados de dioxido de carbono sdao mais inibitérios ao
crescimento fungico, mas outros fatores, tais como a temperatura e o teor de
umidade, afetam o nivel de inibicao exercido pelas atmosferas modificadas. A
manutencdo de atmosferas modificadas, particularmente aquelas com elevados
teores de CO,, requerem um sistema de armazenamento bem vedado e como tais
sistemas nao séo freqlientemente disponiveis em paises tropicais, a fumigacéao é
normalmente utilizada como método de controle de insetos (HOCKING, 1991).

O uso de fungicidas e outros compostos quimicos para controle de fungos e
de micotoxinas em graos armazenados e em mistura para racoes oferece
restricoes, devido aos problemas relativos a residuos ou por ocasionar outros

efeitos que tornam o produto impréprio para consumo humano ou animal.

6. Fosfina

O fosfeto de hidrogénio, também conhecido como fosfina (PHs), € um gas
nas Condigdes Normais de Temperatura e Pressdo (CNTP), de densidade 1.2 em
relacdo ao ar atmosférico e que pode ser obtido através da reacao quimica de
hidrolise do fosfeto de aluminio ou magnésio. Estes fosfetos estao disponiveis

comercialmente na forma de pastilhas de 0,6g e tabletes de 3,0g, sendo que o
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fosfeto de aluminio € também encontrado na formulagao de saché de 34g. Nesta
ultima condicéo, a terga parte de fosfeto é liberada em forma de fosfina pela

reacao com a umidade do ar.

O controle de insetos no armazenamento de alimentos €& realizado
principalmente pelo uso de produtos quimicos, utilizando-se fumigantes para
eliminar infestacées de insetos e inseticidas liquidos para prevenir reinfestagoes
destas pragas. Os fumigantes permitidos para uso em graos armazenados no
Brasil sao a fosfina (BRASIL, 1985) e o brometo de metila (CH3Br). Entretanto,
como o uso do brometo de metila contribui para destruir a camada de ozonio,

existe uma tendéncia de aumento do uso de fosfina nos préximos anos.

A fosfina possui a habilidade de se difundir rapidamente através de
produtos, tais como graos e farinhas armazenadas, e de ser adsorvida por estes
alimentos em pequena quantidade, ao ser comparada com outras substancias, o
que a torna um excelente fumigante para produtos estocados (HESELTINE, 1973).
Apresenta como - vantagens a facilidade de aplicagdo, o baixo custo, a
disponibilidade comercial e o fato de praticamente ndo deixar residuos no produto.
A concentragao recomendada para o controle de insetos de produtos
armazenados & no minimo de 1g m™, mas para alcancar essa concentracdo, na
pratica, se recomendam 5g m= em condicoes relativamente boas de vedagao e
até 10g m™ se as condigdes de vedagdo nao forem adequadas. O tempo de
exposigao varia com a espécie e com a faixa de temperatura, mas a maioria dos
insetos sao controlados a 20-30°C em 5 dias (120horas) (ANON, 1993). No Brasil,
a concentragao recomendadaeéde 2a3g m™ e um periodo de exposicao de até
120 horas (AGROFIT, 2002). De acordo com NAKAKITA; KATSUMATE; OZAWA
(1971), a fosfina € um inibidor das enzimas respiratorias, podendo desse modo

também ter algum efeito em fungos.
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6.1. Efeitos da fosfina
6.1.1. Sobre fungos em culturas puras

Inibicdo no crescimento de varias espécies fungicas em meio de cultura
com elevada atividade de agua na presenca de fosfina foi observada por BAILLY,
LEITAO & CABROL-TELLE (1985) e LEITAO, SAINT-BLANQUEAT & BAILLY
(1987). Esses autores verificaram que a fosfina em uma concentragao de 0,3gm™
reduziu o crescimento de culturas puras de vérias espécies de Aspergillus
(medido como peso seco de micélio) que estavam se desenvolvendo em meio
liquido, no entanto, a variagdo nos niveis de inibicdo de cepa para cepa foi
expressiva, atingindo valores de 3,5% (cepa de E. rubrum) até 86,5% (cepa de A.

flavus).

REN et al. (1983), utilizando concentragcdes de fosfina, entre 0,31 e
3,08g m™ por 3, 5 e 10 dias a 30°C, verificaram que Eurotium amstelodami era
mais sensivel a fosfina do que A. flavus. A menor concentragdo de fosfina
utilizada inibiu a germinagao de E. amstelodami, mas A. flavus germinou apos 10
dias em 0,97g m™ de fosfina. Esse mesmo autor também constatou que a fosfina
foi mais efetiva na prevengao do crescimento fungico, se aplicada em atmosferas

com baixo teor de oxigénio (<1,0%).

BAILLY, LEITAO & CABROL-TELLE (1985) verificaram que houve inibicao
de varias espécies fungicas, mantidas por 21 dias, a temperatura ambiente, em
uma atmosfera com 1,6 a 2,0 g e, Ap6s o tratamento com fosfina, as culturas
foram incubadas a 28°C por 15 dias. Das 100 cepas testadas, 41 foram mortas
pelo tratamento com fosfina e 41 inibidas, ou seja, cresceram apds remocao da
camara de fumigagdo. Verificaram que as espécies de Fusarium foram as mais
resistentes e as cepas de Penicillium as mais sensiveis ao tratamento. Das 46
cepas de Aspergillus testadas, 9 foram mortas e 31 inibidas pela fosfina.
Resultados similares foram relatados por BAILLY et al. (1987), utilizando

concentragdes superiores a 4,3 - 49g m™, por um periodo de até 90 dias.
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Entretanto, quatro isolados de Fusarium e um uUnico de Byssochlamys testado

sobreviveram a uma exposi¢ao por 90 dias.

DHARMAPUTRA et al. (1991) também verificaram o efeito de diferentes
concentragdes de fosfina (0,5; 1,5; 2,5; 3,59 m™) no crescimento do micélio,
esporulacao, germinacao dos esporos e producao de aflatoxinas por A. flavus.
Esses autores verificaram que o tamanho da colénia diminuiu com os aumentos
de concentracao de fosfina. A inibicdo do crescimento micelial comegou na
concentragdo de 0,5 m™ e para o isolado BIO 17 foi totalmente inibida a
3,59 m™. Os micélios foram inibidos e nao mortos pelo tratamento com fosfina,
uma vez que, quando incubados em condi¢cées normais, apos o tratamento ainda
foram capazes de crescer. A inibicao da esporulagcdo comegou na dose 0,5 e
1,59 m™, respectivamente, para os isolados BIO-18 e BIO-17. Com 3,5 g m™ de
fosfina nenhuma esporulagao ocorreu no isolado BIO-17. A germinagao comecgou
a decrescer a 0,5g m~ de fosfina e continuou a diminuir com o aumento da
concentragao de fosfina. Nos controles (ar), as percentagens de germinagao dos
esporos dos isolados BIO-17 e BIO-18 foram 59,1% e 52,5%, respectivamente,
enquanto a 3,59 m™ de fosfina os valores de germinagao foram 2,4% e 2,0%,
respectivamente. A germinagao dos esporos somente foi inibida pela fosfina, uma
vez que os esporos ainda tinham capacidade para germinar, quando incubados

sob condi¢cbes normais, apos o tratamento.

6.1.2. No crescimento de fungos em produtos armazenados

Alguns trabalhos, realizados em substratos naturais ou em meios de
cultura, indicaram que a fosfina tem um efeito pouco pronunciado em fungos em
estado dormente (RAGHUNATHAN & MAJUNIDER, 1969; SINHA, BEREK &
WALLACE, 1967; HOCKING & BANKS, 1991a), no entanto, estudos indicaram
que a fosfina pode ter efeito promissor no controle de fungos em condi¢ées de

estocagem nas quais esses estao ativos.

20




CAPITULO 1

NATARAJAN & BAGYARAJ (1984) observaram alguma reducdo nos
fungos em ervilhas expostas a niveis muito elevados de fosfina (100g m™),
particularmente com 15% de umidade, aproximadamente 0,80 de atividade de
agua (Aa), o valor mais elevado testado.

HOCKING & BANKS (1991a) inocularam trigo com 0,80 e 0,86 de atividade
de agua com um fungo comum de armazenamento, Eurotium chevalieri e uma
especie micotoxigénica, Aspergillus flavus ou A. parasiticus. O trigo foi entao
exposto a um fluxo de fosfina (0,1g m™) por duas semanas a 28°C, com amostras
controle expostas ao ar sob as mesmas condigdes; nos graos submetidos ao
tratamento com fosfina o desenvolvimento da maioria dos fungos de
armazenamento foi mais lento, embora o fumigante ndo tenha evitado
completamente o crescimento flingico. Esses autores sugeriram que a fosfina
poderia ser Util no retardo da deterioragao fungica em graos armazenados com
contedo elevados de umidade (15 a 19% para trigo) por curtos periodos. A
fosfina na concentracao de 0,19 m™ causou somente um pequeno decréscimo
nas populagdes fungicas que eram incapazes de crescer nos valores de atividade
de agua estudados. Esses mesmos autores (HOCKING & BANKS,1991b)
verificaram redug&o no desenvolvimento de Aspergiilus parasiticus inoculado em
arroz com casca, com atividade de agua de 0,92, apos exposicdo dos graos a
0,1g m™ de fosfina por 14 e 28 dias. Observaram ainda que a fosfina reduziu o
desenvolvimento da maioria dos fungos de armazenamento com excecdo de
Penicillium sp. Esses autores sugeriram que concentracbes mais elevadas do

fumigante fossem testadas.

CASTRO & PACHECO (1995) estudaram os efeitos da fosfina em arroz
com casca com atividades de agua de 0,84 e 0,90 (equivalente a teores de
umidade de 16,0 a 19,1%, b.u.), exposto a 0,5; 1,0 e 1,5g m™ de fosfina, por 7 e
14 dias, a 28°C. Esses autores observaram decréscimo na percentagem total de
graos infectados internamente por fungos com o aumento da concentragao do

fumigante. Para ambas as atividades de agua estudadas, a concentracdo de
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0,5 g m™ controlou Eurotium spp e as de 1,0 e 1,5 g m™ controlaram os fungos de
armazenamento durante os dois periodos de exposi¢ao estudados. O menor nivel
de infeccdo fungica foi obtido na concentragdo de 1,5 g m™ nos grdos com

atividade de agua mais elevada.

6.1.3. No controle de aflatoxinas

HOCKING & BANKS (1991a) verificaram que nao houve produgao de
aflatoxinas em trigo com 0,80 e 0,86 de atividade de agua exposto a 0,1g e,
mas a atividade de agua estava proxima do limite necessario para o crescimento
dos fungos aflatoxigénicos e abaixo do nivel no qual a toxina pode ser formada
(WHEELER, HOCKING & PITT, 1988; NORTHOLT et al, 1976). CASTRO,
PACHECO & TANIWAKI (1992) verificaram que 0,5g m™ de fosfina foi suficiente
para controlar a producdo das aflatoxinas Bs e Gi por até 14 dias de
armazenamento, em amendoim armazenado em casca, com atividade de agua

favoravel a producéao de aflatoxinas.

6.1.4. Sobre fungos e aflatoxinas em fumigagbes comerciais

Experimentos em armazeéns foram realizados visando verificar o efeito da
fosfina sobre fungos em fumigagdes comerciais. CASTRO et al (1995) realizaram
estudos em um armazém do Intituto de Tecnologia de Alimentos, em Campinas,
Sao Paulo, Brasil, no qual duas pilhas, cada uma contendo 40 sacos de
amendoim em casca com teor de umidade acima do recomendado foram
fumigadas por um periodo de 7 dias. Aplicou-se uma dose inicial de 3g m™ de
fosfina, seguida de outra igual apos 24h, para se obter uma concentragao entre
1,0 e 1,5g m™ ao final do periodo de exposi¢do. Logo apés a fumigacao, néao
foram detectados A. flavus/A. parasiticus e aflatoxinas na pilha tratada com
fosfina, enquanto na pilha nao-tratada verificou-se a presenca desses fungos no
meio e na base da pilha e a de aflatoxinas no seu topo (20ug/kg B4, 16ug/kg G+) e
na base (24ug/kg B+, 5ug/kg By). Um més apds a fumigagéo, a percentagem de

graos infectados com A. flavus/A. parasiticus na base e no meio da pilha nao-
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tratada foi aproximadamente 8 vezes maior, em relagéo a base da pilha tratada, e
3 vezes maior, em relagdo ao meio da pilha tratada. Nao foram detectadas
aflatoxinas na base e no meio das pilhas fumigadas, enquanto, nas pilhas nao-
tratadas, foram encontradas aflatoxinas (270-600pg/kg B, 18-92ug/kg B) nas

camadas correspondentes.

Em um segundo experimento (CASTRO et al.,1996), realizado em um
armazem comercial localizado na principal regido produtora de amendoim do
Estado de Sao Paulo, 3 pilhas (de um total de 6) contendo 36 sacos (25kg cada
um) de amendoim em casca, na faixa de umidade de 18 a 21% bu, foram
submetidas ao mesmo tratamento com fosfina que aquele mencionado no estudo
anterior, sendo que uma terceira dose foi aplicada 144 horas depois. Antes da
fumigagao, a percentagem de graos infectados por A. flavus/A.parasiticus variava
de 0 a 13%, enquanto aflatoxinas (até 191ug/kg) foram detectadas em todas as
pilhas. Logo apds a fumigagdao um aumento acentuado de A. flavus/A.parasiticus
(73 a 100% dos graos) e de aflatoxinas (até 10.000ug/kg) foi observado nas pilhas
nao-tratadas, enquanto nas pilhas tratadas, a percentagem de infeccao fungica e
contaminacdo por aflatoxinas manteve-se inalterada em relacdao aos valores
observados inicialmente. Apés 30 dias, as pilhas tratadas apresentaram o mesmo
grau de infecgao/contaminagédo das pilhas nao-tratadas, provavelmente devido a
recontaminagao do produto com inéculo proveniente de amendoim intensamente

mofado, que foi depositado ao lado das pilhas fumigadas.

DHARMAPUTRA et al. (1991) verificaram os efeitos da fosfina sobre os
fungos e produgédo de aflatoxinas em milho armazenado, porém a metodologia
empregada e as condigdes do produto utilizado no experimento nao foram
adequadas para obtengdo de dados conclusivos. Esses autores aplicaram o
fumigante na concentragdo de 2g/ton, por 5 dias, em duas pilhas de 4 sacos cada
uma, sendo que duas permaneceram sem tratamento como controle. Verificaram
que o tratamento reduziu a percentagem de graos infectados por Eurotium

chevalieri e Aspergillus wentii e que nao houve diferenca significativa no contetido
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de aflatoxina B+, tanto nas pilhas de milho controle como nas pilhas tratadas com
fosfina. No entanto, os autores utilizaram milho seco (na faixa de 13 a 14% de
umidade) condigao essa na qual a maioria dos fungos se encontra em estado
dormente; nesta situacao sabe-se que a fosfina teria um efeito muito reduzido
(SINHA, BEREK & WALLACE, 1967, RAGHUNATAN & MAJUNIDER, 1969).
Dentre os fungos que nado estariam ativos, destaca-se o A. flavus cuja atividade
de agua minima para germinacao e crescimento esta em torno de 0,80 (PITT &
MISCAMBLE, 1995) o que corresponderia a teores de umidade no milho ao redor
de 18%, éu seja, bem acima dos valores utilizados no experimento. Outro fator a
considerar € que o produto ja apresentava contaminacdo com aflatoxinas antes
do tratamento e essas, logicamente, se mantiveram apés a fumigagao, uma vez

que a fosfina nao destoxifica o produto ja contaminado.

7. Ergosterol

O ergosterol € o esterol predominante em fungos, com excegéao de alguns
ficomicetos aquaticos e alguns fungos causadores de ferrugens em plantas
(WEETE, 1974; 1980). Nao ¢ encontrado em quantidades significativas na maioria
das plantas (MATCHAM, JORDAN & WOOD, 1984). Consequentemente, a
deteccao do ergosterol em alimentos e em amostras coletadas no meio ambiente
¢ uma forte evidéncia da presenga de fungos. Experimentos com ergosterol
visando verificar a contaminagao fungica em gracs armazenados foram realizados
primeiramente por SEITZ et al. (1977; 1979). Desde entao, varios trabalhos tém
sido publicados sobre o assunto (CAHAGNIER et al, 1983; CAHAGNIER,
LESAGE & RICHARD-MOLARD, 1993; MILLER, YOUNG & TRENHOLM, 1983,;
SCHWARDORF & MULLER, 1989; SCHNURER & JONSSON, 1992;
BORJESSON, STOLLMAN & SCHNURER, 1992; TOTHILL, HARRIS & MAGAN,
1992). As vantagens dessa técnica em relagdo aos demais métodos utilizados sao

a elevada sensibilidade de detecgao, especificidade e rapidez da analise.

O procedimento basico para a analise de ergosterol envolve a extragao da
amostra com metanol (SEITZ et al., 1977; 1979) ou etanol (NEWELL, ARSUFFI &
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FALLON, 1988; ZILL, ENGELHARD & WALLNOFER, 1988), saponificacao,
particao, extracdo dos insaponificaveis, limpeza do extrato e quantificagao. Os
metodos utilizados para quantificagdo sdo cromatografia em camada delgada
(CCD) (RAO et al, 1989) espectroscopia de ultravioleta e modernamente
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

SEITZ et al. (1977) compararam a extensao da invasao fungica pré-colheita
em amostras de graos de sorgo, trigo € milho com o plaqueamento direto dos
graos. O nivel de ergosterol forneceu uma estimativa quantitativa da invasao
prévia por fungos apesar desses ndo estarem mais viaveis. Graos de milho com
danos fungicos evidentes tinham tanto quanto 200ug/g de ergosterol, enquanto
graos sadios recém-colhidos apresentaram cerca de 0,2ug/g. Os niveis mais
reduzidos foram encontrados nos graos recém-colhidos, coletados manualmente e
que nao apresentavam danos fungicos visiveis. Os niveis mais elevados de
ergosterol foram encontrados em varias amostras selecionadas manualmente,

com graos descoloridos e estragados invadidos principalmente por Fusarium sp.

CAHAGNIER et al. (1983) realizaram experimentos com milho e arroz em
casca estocando esses produtos a temperatura constante de 30°C e temperaturas
variando de 25°C/40°C e umidades relativas de 93, 85, 80 e 72%. Para cada caso,
as especies dominantes foram identificadas e a contagem de bolores, contetdo de
ergosterol e acidos graxos estabelecidos. Para as umidades relativas superiores a
80%, boas correlagbes (r= 0,92-0,99) foram observadas entre a contagem de
bolores, o teor de ergosterol e o teor de acidos graxos dos graos, o mesmo nio
ocorrendo para as umidades relativas mais baixas (0,72Aa a 0,80Aa). Esses
mesmos autores comentam que para o milho o nivel de ergosterol é considerado

sempre inferior ao do trigo (cerca de 0,3ug/g).

SCHNURER (1991) determinou a contaminacao fungica de farinha, farelo
de trigo fino e grosso estocado com 12, 16, 20 e 25% de umidade, utilizando a

contagem de unidades formadoras de col6nias (UFCs) e o nivel de ergosterol. Os
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valores mais elevados foram encontrados no trigo armazenado com elevados
niveis de umidade. Uma fraca correlagao foi encontrada entre os valores de
UFC(s) e o contetdo de ergosterol (no MEA r= 0,67 P< 0,01 e no MAS r= 0,58 e
P<0,05). O nivel de ergosterol, segundo CAHAGNIER, LESAGE & RICHARD-
MOLARD (1993), mostrou ser um melhor indicador da qualidade tecnolégica de
cereais (verificada pela acidez) do que a contagem das unidades formadoras de

colénias (UFCs).
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CAPITULO 2

DETERMINAGAO DE ERGOSTEROL EM MILHO EM GRAOS COM
DIFERENTES NiVEIS DE CONTAMINACAO FUNGICA’

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi otimizar uma metodologia para
determinacao de ergosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia para milho
em graos e aplicar a metodologia em amostras com diferentes niveis de
contaminacao. A metodologia foi aplicada em amostras de milho da variedade
Taiuba e do hibrido Cargill 606 com diferentes niveis de contaminacao por fungos
utilizando milho recém-colhido e inoculado com cepa toxigénica de Aspergillus
flavus e estocado por 3 e 12 dias a 0,87 e 0,95 de atividade de agua. Analises
micolégicas e de aflatoxinas foram também realizadas para se estabelecer uma
possivel correlagdo com o teor de ergosterol. A avaliagdo micologica foi feita
utilizando-se o método do plaqueamento direto dos graos e diluigdo em série. O
método otimizado de ergosterol apresentou as seguintes etapas: extracdo com
metanol, saponificagcao (70°C/30min), extragdo dos insaponificaveis com éter de
petroleo e quantificacdo por CLAE. As condigées cromatograficas foram: coluna
de C4s Lichrospher 100 (125 x 4mm, 5um), detector por conjunto de diodos fixado
a 282nm e fase movel isocratica de acetonitrila/ isopropanol (70/30).

Os niveis de ergosterol obtidos nas amostras recém-colhidas foram de
2.1ug/g (variedade Taiuba) e 1,6 ug/g (hibrido Cargill 606) e variaram de 2,6 a
73,4ug/g nas amostras que foram armazenadas nas condigdes mencionadas. De
um modo geral, os niveis mais elevados de ergosterol (>8ug/g) foram encontrados
nas amostras com elevados niveis de contaminagédo por fungos e aflatoxinas. O

aumento da contagem das UFC/g de milho correlacionou-se com o aumento no

" Artigo publicado no Brazilian Journal of Food Technology, 4:49-55, 2001.
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teor de ergosterol. O meétodo otimizado para a determinagao de ergosterol por
CLAE para milho em grédos mostrou-se rapido, eficiente e simples.

Os dados indicaram que pode existir uma correlagdo entre os niveis de
ergosterol e de aflatoxinas, podendo ser esse componente fungico um indicador
potencial da presenga dessas micotoxinas.

Palavras-chave: Milho, ergosterol, metodologia, fungos, aflatoxinas
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SUMMARY

ERGOSTEROL DETERMINATION IN CORN GRAINS WITH DIFFERENT
LEVELS OF FUNGAL CONTAMINATION

The aim of the present work was to optimize a methodology for ergosterol
determination by high perfomance liquid chromatography in corn grains and to
apply it to corn grains with different levels of fungal contamination. The
methodology was applied to corn samples of the Tailba variety and to the Cargill
606 hybrid, both with different levels of fungal contamination, by analysing freshly
harvested corn samples and those which had been previously inoculated with an
aflatoxigenic Aspergillus flavus strain and stored for 3 and 12 days at 0.87a,, and
0.95a, at 25°C. Mycological and aflatoxin analyses were carried out in order to
establish any possible correlation with the ergosterol content. The mycological
evaluation was performed by the direct plating and dilution technique. The
optimized ergosterol method included the following steps: methanol extraction,
saponification (70°C/30min.), unsaponifiable material extraction with petroleum
ether and quantification by HPLC. The cromatographic conditions were: a
Lichrospher 100 reversed phase column (125 x 4 mm, 5um), photodiode array
detector set at 282nm and a mobile phase of acetonitrile:isopropanol (70:30). The
ergosterol levels obtained for the freshly harvested corn samples were 2.1 (Taiuba
variety) and 1.6 pg/g (Cargill 606 hybrid) and ranged from 2.6 to 73.4ug/g, in the
samples stored under the previously mentioned conditions. In general the highest
ergosterol levels (> 8ug/g) were obtained in corn samples with the highest fungal
and aflatoxin contamination. The total fungal populations (colony forming units,
CFU/g grain) increased with the ergosterol contents. The optimized method was

shown to be simple, fast and efficient for the determination of ergosterol in corn.
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The data indicate that may be a correlation between ergosterol and

aflatoxins levels, thus the ergosterol can be a potential indicator of these
mycotoxins presence.

Key words: Corn, ergosterol, methodology, fungi, aflatoxins.
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1. INTRODUGAO

O milho &€ um cereal de grande importancia econémica em nosso pais. O
nivel de contaminagao dos graos por fungos juntamente com outros indicadores
fornece importantes informacdes sobre a qualidade do produto auxiliando na
tomada de decisdoes sobre o destino de lotes de graos e em avaliagbes das
condigbes de estocagem. Os metodos atualmente utilizados determinam as
espécies de fungos presentes e sua abundancia relativa nas amostras, mas
somente avaliam os fungos “vivos” e requerem varios dias para andlise. O
desenvolvimento e aprimoramento de métodos rapidos para utilizagdo em analises
de rotina se torna cada vez mais primordial.

A determinacao de ergosterol € util para se avaliar a invasdo fungica de
graos porque esse esterol € um constituinte de quase todos fungos, nao esta
presente nos graos e pode ser determinado com confiabilidade e rapidez por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SEITZ et al., 1977).

O procedimento basico para a analise de ergosterol envolve a extragao com
metanol (SEITZ et al, 1977; 1979) ou etanol (NEWELL et al., 1988; ZILL et al.,
1988), saponificagcao, particao, extracdo dos insaponificaveis, limpeza do extrato e
quantificacdo. Os métodos utilizados para quantificagdo sdo cromatografia em
camada delgada (CCD) (RAO et al., 1989), espectrofotometria de ultra-violeta e
CLAE. As vantagens da CLAE em relagao aos demais métodos utilizados séo a
elevada sensibilidade de deteccao, especificidade e rapidez da analise.

O objetivo desse trabalho foi otimizar uma metodologia para determinagao
de ergosterol por CLAE e aplica-la em milho em graos com diferentes niveis de
contaminagcao. Analises micologicas e de aflatoxinas foram também realizadas

para se estabelecer uma possivel correlacao com o teor de ergosterol.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Os experimentos foram conduzidos com milho recém-colhido da variedade
Taiuba produzido na Estacdo Experimental de Capao Bonito do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) e hibrido Cargill 606 produzido na Estacao
Experimental do IAC de Campinas - S.P.- Brasil. Duas amostras (6kg/cada) foram
acondicionadas em sacos plasticos, homogeneizadas no homogeneizador Boerner
e mantidas no freezer a -20°C até o inicio do experimento. O conteldo de
umidade inicial do produto foi de 14,4% (base Umida) e 14,8% (base umida), para
a variedade Taiuba e para o hibrido Cargill, respectivamente.

Amostras com diferentes niveis de contaminagéo por fungos foram obtidas
apos reumidificagao dos graos (variedade Tailiba) até niveis de atividade de agua
de 0,87 (equivalente a um teor de umidade nos graos de 19% em base umida) e
de 0,95 (equivalente a um teor de umidade nos graos de 21,5% em base umida).
Sub-amostras de 300g em triplicata foram inoculadas com uma suspensao (10’
esporos/mL) de uma cepa toxigénica de Aspergillus flavus, isolada préviamente de
amostra de milho. A contagem dos esporos foi feita em camara de Neubauer e
confirmada posteriormente pela diluigao do indculo no meio de cultura AFPA (PITT
et al, 1983). As sub-amostras foram entado acondicionadas em recipientes de vidro
os quais foram colocados em dessecadores (1 frasco/dessecador) contendo sais
de tartarato de sodio e potassio e de nitrato de chumbo de modo a formar
ambientes com 87 e 95% de umidade relativa por 3 e 12 dias (WINSTON, BATES,
1960) segundo um planejamento fatorial.
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2.2. Métodos

2.2.1.Determinagéo de ergosterol

A otimizacado da metodologia para analise do ergosterol foi feita baseando-

se naquela descrita por SEITZ et al. (1979). Inicialmente foram comparados dois

procedimentos de extracao, A e B, de acordo com a Figura 1.

Procedimento A

Transferir para tubo de centrifuga de
200mL lavar o liquidificador com 50mL

de metanol e transferir para outro tubo
| de centrifuga

4
| Centrifugar por 10 min a 1000-1200 rpm

{
Transferir o sobrenadante para um
frasco
4
Transferir o residuo para o liquidificador
e adicionar 50mL de metanol
Agitar por 30seg

|

Transferir para tubo de centrifuga
Centrifugar por 10min

| '
Combinar os sobrenadantes
N

Amostra de 50g de milho
1
Adicionar 100mL de metanol e Procedimento B
agitar em um liquidificador com corpo
metalico por Zmin
"4 N
Filtrar em bapel de filtro

Whatman 41

+
Transferir o residuo de milho para o
liquidificador
4
Adicionar 50mL de metanol e agitar
por 1min
4

Filtrar no mesmo papel de filiro

i

Transferir o residuo de milho para o |

liquidificador e adicionar 50mL de
metanol
Agitar por Tmin
d
Filtrar
¥
Adicionar 20g de KOH e 50mL de etanol
i
Colocar em banho-maria a 70°C por 30min
3
Resfriar e adicionar 50mL de agua

destilada
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i

Transferir para funil de separagio de

200mL e adicionar 100mL de éter de

petroleo
)
Separar as fases
1
Extrair novamente com 50mL de éter de
petroleo
4
Separar as fases € juntar os extratos de
éter de petréleo
4
Secar em rotaevaporador

4

Adicionar 50mL de éter de petroleo

Tomar 10mL e secar
1
Dissolver o residuo em 2mL de
acetonitrila/isopropanol

1

Filtrar e injetar no CLAE

Figura 1. Fluxograma das etapas de extracdo do ergosterol

Foi avaliada a quantidade de amostra necessaria para analise, 25 ou 50g.
Testamos também quantas extragcbes consecutivas da amostra seriam
necessarias.

Para a escolha da fase movel testaram-se varias proporgdes de
acetonitrila/isopropanol (50:50, 60:40, 70:30).

Foi utilizado um cromatégrafo liquido (Shimadzu) com sistema binario de
solventes (LC-10AD), valvula “Rheodyne” com alca de amostragem de 20ul;
coluna de guarda, Lichrospher 100-RPs (4 x 4 mm, 5 um) (Merck, Alemanha):
coluna monomeérica Lichrospher 100-RP1s (125 x 4mm, 5 um) (Merck, Alemanha);
fase movel isocratica acetonitrila/isopropanol (70:30, v/v), vazdo de 1,0mL/min:
detector de arranjo de diodos (SPD-M10A), coletor de fragées (FRC-10A), forno
para coluna (CTO-10A) a temperatura de 25°C e software (CLASS-LC10) para

integracao dos picos. Espectros de absorbancia foram tirados entre 190 e 300nm
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e os cromatogramas a 282nm. O tempo de corrida foi de 15 minutos. Todos os
solventes utilizados foram grau P.A. para a extragdo e para analise cromatografica
foram grau CLAE, sendo que os ultimos foram filtrados e desgaseificados em
ultra-som antes do uso.

A identificacao do pico de ergosterol foi feita por comparacéo de tempos de
retencao do padrao e da amostra, por co-cromatografia e espectros de
absorbancia. A pureza do pico nas amostras foi verificada através dos espectros
de absorbancia obtidos no inicio, apice e término do pico

A quantificagdo foi feita por padronizagéo externa com padrao de ergosterol
(Sigma, Estados Unidos, pureza minima de 90%) e a curva de calibracéo foi
construida com § pontos cujas concentragées variaram de 1,0 a 20,3ug/mL. A
curva foi linear, passou pela origem e cobriu a faixa de concentracdo das

amostras.

2.2.2 Anélises micolégicas

O nivel de contaminacédo fungica foi avaliado utilizando-se o método da
diluicdo em série e do plaqueamento direto. O objetivo de se utilizar esses dois
meétodos foi o de se tentar obter uma correlagéo entre os resultados obtidos pelos
mesmos e o teor de ergosterol detectado. No plaqueamento direto dos graos,
procurou-se avaliar o percentual de graos contaminados internamente por
diferentes fungos além de Aspergillus flavus inoculado experimentalmente. Os
graos foram imersos em uma solugdo de hipoclorito de sédio 0,4% durante 2
minutos e, em seguida, enxagiiados em agua destilada estéril. Foram utilizados 50
graos dispostos em cinco placas de Petri (10 graos/placa) sobre os meios de
cultura DRBC (KING et al., 1979) para detecgao total dos fungos e DG18
(HOCKING, PITT, 1980) para deteccao das espécies xerofilicas, tais como
aquelas pertencentes ao género Eurotium sp. Os bolores detectados nas amostras
incubadas foram submetidos a uma identificagdo preliminar em nivel de género,
conforme metodologia proposta por SAMSON et al. (1981). Os resultados foram
expressos em percentual de graos internamente infectados por fungos ou por

determinado género/espécie fungica. No método da diluigao em série, para cada
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repeticao uma sub-amostra de 25g de graos foi colocada em um liquidificador com
copo metalico contendo 225mL de solugdo peptonada e agitada por 2min.,
diluindo-se em série 1mL dessa mistura em 9mL desse mesmo diluente. Aliquotas
de 0,1mL das varias diluicdes foram espalhadas sobre placas contendo o meio de
cultura DG18. As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias quando entao foram
realizadas as leituras. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de

coldnias (log).

2.2.3. Anélises de aflatoxinas

Amostras de 50g foram extraidas com metanol/KCI% (9+1); o extrato foi clarificado
com solugao de sulfato de aménia 30% e a particdo feita com cloroférmio. A
identificacao e quantificagéo foi conduzida por cromatografia de camada delgada
por comparagao com padrées (SOARES, RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). Foram
utilizados padrbes das aflatoxinas By e B, (Sigma, Estados Unidos, pureza de
98%).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinagao do ergosterol

O procedimento B, utilizando filtragao foi mais rapido, eficiente e facil de ser
executado sendo este o procedimento escolhido para a etapa inicial. Os resultados
foram 1,1 e 1,9ug/g de ergosterol para 25 e 50g de amostra, respectivamente.
Optou-se por utilizar 50g de amostra pois a distribuicdo do analito na amostra nao
é uniforme. Verificamos que 3 extragbes sdo necessarias porque na 3% extracao
uma quantidade de ergosterol, embora em niveis reduzidos, foi detectada.

A melhor separagao do ergosterol foi obtida com acetonitrila/isopropanol na
proporgao 70:30. A Figura 2 mostra um cromatograma e espectro de absorbancia
no U.V. caracteristico do ergosterol
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Figura 2.Cromatograma (abaixo) e espectro de absorbancia no U.V. (acima)
caracteristico do ergosterol em uma amostra de milho da variedade Tailba, com
atividade de agua de 0,87, inoculada com Aspergillus flavus e estocada por 12
dias a 25°C. Condigdes cromatograficas; coluna Lichrospher 100-RP 18, 125x4
mm, Sum; fase movel: acetonitrilazisopropanol (70:30), vazao: 1,0mL/min e

detector por arranjo de diodos fixado a 282 nm.
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3.2. Precisao e exatidao do método para determinagio de ergosterol

Os valores de recuperacao e de repetibilidade do método (CV%) obtidos
para ergosterol em dois niveis diferentes encontram-se na Tabela 1.

SEITZ et al. (1977) obtiveram recuperacao de 93 +5% de ergosterol em
amostras de arroz beneficiado, sem contaminagao fungica, utilizando um método
por CLAE com condigdes cromatograficas semelhantes as do presente trabalho.
GOURAMA, BULLERMAN (1995) obtiveram recuperagbes que variaram de 77 a
94% para diferentes niveis de adi¢ao de ergosterol (5, 20 ,50, 100, 150 e 200ug/g

de arroz).

Tabela 1. Taxas de recuperagao do ergosterol pelo método otimizado.

Ergosterol adicionado % de Recuperacao
(ng/g de milho) " média + DP %CV
1.2 2 9956+05 05
24 2 95,3+£4,7 50

n= numero de repeticdes
DP = desvio padrao
CV= coeficiente de variagao

A repetibilidade do método foi também testada em uma amostra sem adigao
de ergosterol extraida sete (07) vezes e os valores obtidos encontram-se na
Tabela 2. O coeficiente de variagao (CV%) foi igual a 5,4, o qual é considerado
muito bom (HORWITZ, 1982).
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Tabela 2. Repetibilidade do método para determinagéo de ergosterol por CLAE.

Tempo de retengao

N (min) Ergosterol (ug/g)
1 6,32 3,6
2 6,32 3,9
3 6,27 3.7
4 6,28 3.4
5 6,20 3,6
6 6,21 3,5
7 6,15 3,9
Média 6,25 3,6
DP 0,06 0,2
CV(%) 1,00 54

DP : Desvio padrao

CV : Coeficiente de variagao

O ergosterol & precursor da vitamina D; (ergocalciferol) e esta conversao
pode ocorrer em produtos agricolas pela agdo da luz solar. Se ergocalciferol
estiver presente nas amostras isto pode levar a uma superestimacéao dos valores
de ergosterol, quando uma coluna Hypersil MOS (Cs) for utilizada, uma vez que
esta coluna nao separa estas substancias (SCHWADORF, MULLER, 1989). Nas
condi¢cbes analiticas do presente trabalho isto ndo aconteceu, pois o tempo de

retencao do ergocalciferol foi de 3,6 min e o do ergosterol de 6,0 min.

3.3. Teores de ergosterol em milho em graos com diferentes niveis de

contaminacao

As amostras de milho recém-colhido da variedade Taiuba e do hibrido
Cargill 606 apresentaram teores de ergosterol de 2,1ug/g e 1,6u0/g,

respectivamente (Tabela 3). Essas amostras n&o apresentavam qualquer
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crescimento fungico visivel e os graos estavam infectados internamente por
espécies comumente encontradas nesse produto recém-colhido nas condigdes
climaticas do Estado de Sdo Paulo as quais foram relatadas por CASTRO et al.
(1995), ou seja, Fusarium sp, Penicillium sp (P. funiculosum, P. variabile, P.
pinophilum, etc), Acremonium sp, Nigrospora sp e outros nao esporulantes.
Evidenciamos elevada percentagem de graos infectados por Fusarium sp tanto no
meio DRBC quanto no DG18, na variedade Tailba. Essas amostras
apresentavam graos descoloridos e manchados e eram visivelmente de qualidade
inferior ao hibrido Cargill 606. SEITZ et al. (1977) também encontraram niveis
mais elevados de ergosterol em graos descoloridos e estragados invadidos
principalmente por Fusarium sp. A ocorréncia de cada espécie detectada e o teor

de ergosterol estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Percentagem de gréaos infectados por fungos e teor de ergosterol nas

amostras de milho recém-colhidas da variedade Taituba e do hibrido Cargil 606.

Taiuba Cargill 606
Espécies fungicas
DRBC DG18 DRBC DG18
Fusarium sp 100% 100% 38% 48%
Penicillium sp 6% 0% 39% 32%
Outros™ - - 16% 1%

Qutros nao esporulantes 6% 3% 26% 46%
% de graos infectados 100% 100% 91% 69%

Teor de ergosterol (ug/g) 2.1 1,6

*Nigrospora sp, Acremonium sp, etc

As amostras de milho da variedade Taiuba foram inoculadas com A. flavus
e estocadas por 3 e 12 dias com 0,87 e 0,95 de atividade de agua. O objetivo da
inoculagao foi o de assegurar a contaminagdo dos graos com uma cepa toxigénica

de Aspergillus flavus possibilitando avaliar a correlagdo entre os teores de
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ergosterol e de aflatoxinas. Os resultados da andlise micologica, teor de ergosterol

e de aflatoxinas estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Percentagem de graos infectados por fungos e contagem de bolores e
leveduras (log UFC/g) detectados sobre o DG18, teor de ergosterol e de
aflatoxinas nas amostras de milho Taiuba com 0,87 e 0,95 de Aa inoculadas com

A flavus e armazenadas por 3 e 12 dias.

0,87 0,95
Fungos
3 dias 12 dias 3 dias 12 dias
Fusarium spp 21% 0% 36% -
Penicillium spp 35% 46% 55% 12%
A flavus 30% 100% 40% 100%
Geotrichum spp 41% - 64% -
Eurotium spp 1% 3% - -
Outros nao esporulantes 1% - - -
Graos infectados (%) 94% 100% 100% 100%
Contagem de bolores e
leveduras (log UFC/g) 73 80 8.2 83
Teor de ergosterol (ug/g) 26 8.6 13,0 73,4
Aflatoxinas (ng/kg)
B, tracos 427 6 tracos 640,7
B. tracos 20,5 tracos 224

A correlacdo entre os valores de ergosterol e a percentagem de graos
infectados nao pode ser feita nas amostras armazenadas, principaimente nas
condigdes mais criticas de atividade de agua e tempo de estocagem, uma vez que
nessas condi¢des o plaqueamento direto dos graos atinge o seu limite como
medidor da invasado fungica, ndo sendo esse o caso do ergosterol. Em nosso
estudo condicdes criticas foram utilizadas, ou seja, inoculacao dos graos e valores

de atividade de agua elevados, desse modo, a percentagem de graos infectados
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internamente por fungos atingiu o valor maximo (100%) apo6s 12 dias a 0,87 de
atividade de agua e apods 3 dias a 0,95 de atividade de agua enquanto que o teor
de ergosterol continuou a aumentar indicando que a biomassa flngica estava
aumentando. SEITZ et al (1977) também comentaram que os valores de
ergosterol correlacionam melhor com o plaqueamento direto dos graos quando o
produto € recém-colhido e os graos estao levemente infectados.

A contagem fungica reflete o nivel de esporulagdo e o teor de ergosterol
torna possivel a obtengao de dados sobre a biomassa fungica atual. No caso do
presente experimento, para ambas as amostras de milho, a contagem de unidades
formadoras de colénias (UFCs) aumentou concomitantemente com o aumento no
teor de ergosterol (Tabela 4). Diferentemente do método do plaqueamento direto
dos graos, nao existem limites maximos para a contagem das unidades
formadoras de coldénia determinada pelo método da diluicdo permitindo desse
modo verificar possiveis correlagdes com o teor de ergosterol em graos altamente
infectados, como no caso do presente estudo.

De um modo geral, valores de ergosterol > 8,6 e infecgao por A. flavus de
cerca de 100% corresponderam a elevados niveis de producao das aflatoxinas B
e B;

Os dados indicam que pode existir uma correlagdo entre niveis de
ergosterol e a presenca de aflatoxinas, podendo o ergosterol ser um indicador
potencial da presenca desses metabdlitos. ZILL ef al (1988) comentaram que a
determinacao do ergosterol pode ser utilizada para se correlacionar com a
atividade fungica como a sintese de metabdlitos secundarios tdxicos tais como,
aflatoxinas, alternariol e zearalenona. GOURAMA, BULLERMAN (1995)
verificaram haver uma correlagdo positiva entre o ergosterol e a producao de

aflatoxina B1 em arroz armazenado sob condigbes controladas.
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CAPITULO 3

EFFECTS OF PHOSPHINE ON THE GROWTH OF Aspergillus flavus
AND AFLATOXIN PRODUCTION IN CORN GRAINS STORED AT HIGH
MOISTURE CONTENTS’

SUMMARY

The objective of this research was to investigate the effects of phosphine on
the growth of Aspergillus flavus and aflatoxin production in corn stored at high
moisture contents. In this experiment samples were previously inoculated with an
A. flavus toxigenic strain. Surface Response Methodology was used to assess the
various effects of phosphine on Aspergillus flavus in corn grains stored at water
activities from 0.85 to 0.98 (equivalent to moisture contents from 15.3% to 24.5%,
w.b.), phosphine concentrations from 0 to 4g m™ and exposure times from 1 to 15
days to the fumigant. Analyses of moisture content, water activity, fungi and
aflatoxins were carried out in the samples. Phosphine concentration was measured
by gas chromatography. A factorial design experiment was carried out to verify the
effects of phosphine on aflatoxins production in grains at 0.92 and 0.95 water
activities exposed to concentrations of 0.05, 0.1 and 0.2g m~ for 8 and 15 days. In
relation to the Aspergillus flavus control, the results showed that for the same water
activity the factor concentration was more relevant than exposure time to
phosphine. As water activity increased, so phosphine concentrations should be
increased to achieve the good A. flavus control. A phosphine concentration of
0.2g o R completely arrested aflatoxins By and B; production in the grains at 0.92
and 0.95a, stored for 8 and 15 days. We concluded that phophine can be an
alternative to control Aspergillus flavus growth and to avoid aflatoxins production in

high moisture corn grains stored for periods of up to 15 days.

Artigo publicado no Proceedings of the International Conference on Controlled Atmosphere and
Fumigation, Fresno, USA, v. 1, p.178-191, 2001.
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EFEITOS DA FOSFINA NO CRESCIMENTO DE Aspergillus flavus E
PRODUGAO DE AFLATOXINAS EM MILHO ARMAZENADO COM
ELEVADOS TEORES DE UMIDADE

RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi investigar os efeitos da fosfina no crescimento
de Aspergillus flavus e na produgdo de aflatoxinas em milho armazenado com
elevados teores de umidade. Nesse experimento as amostras foram previamente
inoculadas com cepa toxigénica de A. flavus. A Metodologia da Superficie de
Resposta foi utilizada com a finalidade de se verificar os varios efeitos da fosfina
sobre Aspergillus flavus em milho armazenado com atividade de agua de 0,85 a
0,98 (equivalente a contelidos de umidade de 15,3% a 24,5% b.u.), concentragbes
de fosfina de 0 a 4g m™ e periodos de exposicdo de 1 a 15 dias ao fumigante.
Analises de teor de umidade, atividade de agua, micologicas e de aflatoxinas
foram realizadas nas amostras. A concentragdao de fosfina foi medida por
cromatografia gasosa. Um experimento com delineamento fatorial foi realizado
para se verificar os efeitos da fosfina sobre a producao de aflatoxinas em milho
com atividades de agua de 0,92 e 0,95 exposto a concentragdes de 0,05; 0,1 e
02g m™ por 8 e 15 dias. Em relagao ao controle de Aspergillus flavus os
resultados indicaram que para a mesma atividade de agua o fator concentracao foi
mais relevante que o tempo de exposi¢cao a fosfina. Com o aumento da atividade
de agua as concentragdes de fosfina devem ser aumentadas para se alcangar um
melhor controle de A. flavus. Uma concentragao de fosfina de 0,2g m™ evitou
completamente a produgado das aflatoxinas By e B, nos grdos com 0,92 e 0,95Aa
armazenados por 8 e 15 dias. Concluimos que a fosfina pode ser uma alternativa
para o controle do crescimento de Aspergillus flavus e evitar a producdo de
aflatoxinas em milho em gréos armazenado com elevados teores de umidade por
periodos de até 15 dias.
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INTRODUCTION

Corn is the main cereal crop grown in Brazil, which is the third major corn
producer in the world after China and United States. The tropical weather
conditions which prevail during the greater part of the year in Brazil favour fungal
growth and mycotoxin production, mainly when the freshly harvested product is
kept at a high moisture content, while waiting for drying. The recommended
moisture level for safe storage of corn grains is from 12 to 14%. This situation
(grains with high moisture contents) can last for several days when the harvest
season coincides with the rainy season and thus the product cannot be sun dried.
Drying facilities are not available everywhere or if they are, they cannot fully supply
the demands. The occurrence of mycotoxins in corn is a problem well known all
over the world. Under brazilian climatic conditions the aflatoxins deserve special
attention due to their potential carcinogenic effects and because the species
Aspergillus flavus and A. parasiticus, which produce these mycotoxins, are very
well adapted and are frequently found in our conditions.

Phosphine, a fumigant used world-wide for insect control, has been shown
to be a promising alternative for controlling fungi and mycotoxin production in grain
stored with high moisture contents. lts advantages are its low cost, its commercial
availability and the fact that it leaves almost no residue in the product. The possible
capacity of phosphine to affect mould growth was first tentatively observed in the
1960s; but phosphine was reported to have little effect on dormant fungi
(Raghunathan and Majunder, 1969; Sinha, Berck and Wallace, 1967). A decrease
in mould development was observed for phosphine-treated wheat (Hocking and
Banks, 1991a) and rice grains (Hocking and Banks, 1991b; Castro and Pacheco,
1995). A complete arrest of aflatoxin production in shelled peanuts was observed
with a phosphine concentration of 0.5g m™ for a period of 14 days in a laboratory-
scale experiment (Castro, Pacheco and Taniwaki, 1992). The effect of the fumigant
was also tested in a warehouse-scale experiment on unshelled peanuts with
moisture contents above the recommended level (Castro et al., 1995). Neither A.
flavus and/or A. parasiticus nor aflatoxins were detected in the fumigated stacks

immediately after the treatment and a much better control was observed in the

58




CAPITULO 3

fumigated stacks a month after fumigation. Excellent results were obtained in a
second experiment conducted in a commercial warehouse located in a peanut
producing area in Sao Paulo, Brazil (Castro et al, 1996). A. flavus and/or A
parasiticus were either not detected or were isolated in insignificant amounts and
the contamination levels of aflatoxins remained unchanged in stacks of freshly
harvested peanuts stored with moisture contents in the range of 18 to 21% treated
with phosphine (3.0g m™) for 7 days. The objective of the current research was to
investigate the effects of phosphine on the growth of A. flavus and aflatoxin
production in corn stored at high moisture contents. In these experiments samples
were previously inoculated with an A. flavus toxigenic strain. Response Surface
Methodology was used in order to assess the various effects of the phosphine on
A. flavus in corn grains stored at water activities from 0.85 to 0.98 (equivalent to
moisture contents from 15.3% to 24.5%, w.b.), phosphine concentrations from 0 to
4g m™ and exposure times from 1 to 15 days to the fumigant. Analyses of moisture
content, water activity, fungi and aflatoxins were carried out in the samples.
Phosphine concentrations were obtained by gas chromatography. A factorial
design experiment was carried out to verify the effects of phosphine on aflatoxins
production in grains at 0.92 and 0.95 water activities exposed to concentrations of
0.05, 0.1 and 0.2g m™ for 8 and 15 days.

MATERIALS AND METHODS
Raw material

The experiments were conducted with the corn hybrid Cargill 606, freshly
harvested and sun-dried, grown at the Experimental Station of the Instituto
Agrondmico de Campinas, Sao Paulo, Brazil. The material (approximately 50 kg)
was cleaned, homogenised in a Boerner homogeneizer and kept in the freezer at
—20°C until the assays were set up. The corn was rehumidified up to the desired
level, for each water activity, before the phosphine tests. Rehumidification was
performed by adding amounts of distilled water previously calculated in order to

increase the initial water activities of the product up to 0.85, 0.87, 0.92, 0.95 and
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0.98a, (equivalent to moisture contents of 15.3%, 16.2%, 19.2%, 21.6% and
24 5%, w.b.).

Source of phosphine

Tablets of commercial aluminium phosphide GASTOXIN™" were used.”

Selection of the toxigenic strain of Aspergillus flavus

Samples of corn from different localities were plated on AFPA agar medium
(Pitt, Hocking & Glenn, 1983). Strains of A flavus detected were isolated in assay
tubes of Czapek agar medium and incubated at 25°C for 10 days in an incubator.
The growing cultures were transferred to plates of coconut agar medium (Lin and
Dianese, 1976) and observed under ultra-violet light. Aflatoxin quantification was
carried out in the cultures, which showed the greatest fluorescence. The culture
medium and the colony were homogenised in a mixer and the aflatoxin extracted
with chloroform. The extract was filtered and concentrated in a rotary evaporator
up to almost complete dryness. Separation was carried out by thin layer
chromatography. A strain isolated from the Tailba variety was chosen due to its
high fluorescence in the coconut agar medium. In YES medium, this strain

produced 94ppm and 2.7ppm, respectively, of B; and B; aflatoxins.

Experimental designs

Two experiments were carried out. The first experiment was to verify the
effects of phosphine on Aspergillus flavus control and the second one to evaluate
the effects of this fumigant on the aflatoxins production.

Experimental design and statistical analyses for fungal analyses: A rotational
design of second order with three factors and six repetitions at the central point
was used by applying the Surface Response Methodology (Box, Hunter and

Hunter, 1978). The factors and the level of each factor used in this study are

TM.: Trade mark
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shown in the design table (Table 1) and include: water activities from 0.85 to 0.98,
exposure times from 1 to 15 days and phosphine concentrations from 0.0 to
4.0g m™. The range intervals for the various factors were selected based on
practical and published data.

Table 1. Experimental design.

Coded Real Values
Assays Wgtgr Time PhOSpD}ine Water Time Phospgine
activity (days) (gm™) activity (days) (gm™)
1 -1 -1 -1 0.87 3.8 0.8
2 =1 -1 1 0.87 3.8 S
3 -1 1 -1 0.87 12.2 0.8
4 -1 1 1 0.87 12.2 3.2
5 1 -1 -1 0.95 3.8 0.8
6 1 -1 1 0.95 3.8 3.2
7 1 1 -1 0.95 12.2 0.8
8 1 1 1 0.95 122 3.2
9 -1.68 0 0 0.85 8.0 2.0
10 1.68 0 0 0.98 8.0 2.0
11 0 -1.68 0 0.92 1.0 2.0
12 0 1.68 0 0.92 15.0 20
13 0 0 -1.68 0.92 8.0 0.0
14 0 0 1.68 0.92 8.0 4.0
15 0 0 0 0.92 8.0 2.0
16 0 0 0 0.92 8.0 20
17 0 0 0 0.92 8.0 2.0
18 0] 0 0 0.92 8.0 20
19 0 0 0 0.92 8.0 2.0
20 0 0 0 0.92 8.0 20

For each water activity the flasks containing the inoculated samples were

distributed in desiccators of 9 litre capacity (1 flask/desiccator), with approximately
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500mL of appropriate saturated salt solution for humidity control. The salts used
were potassium dichromate (0.98), lead nitrate (0.95), sodium potassium tartrate
(0.92), sodium tartrate (0.87) and potassium chloride (0.85) in different
concentrations in order to obtain a saturated solution and create equilibria
environments of controlled relative humidity varying from 85 to 98% (Winston and
Bates, 1960) and a free space volume of 8.7litres. The desiccators were kept in a
chamber with a controlled temperature of 25+2°C. According to the experimental
design previously established, the samples were submitted to different phosphine
treatments. Each assay was run three times. Immediately after the phosphine
fumigation period, the samples were subjected to the various analyses.
Experimental design and experimental set up for the aflatoxins analysis: A
factorial design experiment was carried out in order to verify the effects of
phosphine on grains stored at 0.92 and 0.95a, (equivalent to 19.2% and 21.6%
moisture contents, w.b.) and exposed to phosphine concentrations of 0.0, 0.05, 0.1
and 0.2g m™ for 8 and 15 days. For each water activity the flasks containing the
inoculated samples were distributed in desiccators of 9 liter capacity
(1flask/desiccator), with approximately 500mL of saturated salt solution. The salts
used were lead nitrate (0.95) and sodium potassium tartrate (0.92) at different
concentrations in order to obtain saturated solutions and create equilibria
environments of controlled relative humidity of 92% and 95%. The desiccators
were kept in a chamber with a controlled temperature of 25+2°C and opened after
holding for 8 and 15 days Three repetitions of each treatment were carried out.
Immediately after the phosphine fumigation period, the samples were collected for

aflatoxin analyses.

Analyses

Water activity and moisture content: The water activities of the samples
were determinated in a DECAGON apparatus model 2X-T. The moisture content
determination was carried out with 15g of grains, in an aerated oven at 120°C, for
72 hours (AACC, 1976).
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Phosphine concentration: Phosphine was obtained from Gastoxin tablets in
a generator, according to the FAO method n°16 (Anon, 1975). The gas
concentration inside the generator was analysed by gas chromatography using a
flame photometric detector. A cylinder of phosphine of 99,99% purity was used as
a standard to measure the phosphine concentration obtained from the tablets in
the generator. The percentage of phosphine from the tablets was obtained by
comparing the areas of the pure phosphine obtained from the cylinder with the
areas obtained from the tablets. This concentration of phosphine, was assessed as
86%, and this value was used to calculate the required concentrations for the
assays, considering that 1mL of phosphine (99,9%) is equivalent to 1.39mg of this
gas.

At the end of the exposure times the gas concentrations inside the
desiccators were measured again. A phosphine standard curve was used to
assess the phosphine concentrations.

The gas chromatographic conditions were: Gas chromatograph HP 6890
with a flame photometric detector, temperature of 150°C, with a phosphorous filter
(525nm), hydrogen flow of 150mL/min and air flow of 110mL/min. Capillary column
1909/j413 HP-5 with phenyl methyl siloxane 5% (30m x 320 pm x 0.25 pym) with a
constant flow nitrogen of 2.0mL/min and a split injector (50:1) with make up at
60mL/min, both at 150°C. Sampling volume was 20ul and 100ul. The
chromatography was linked to a computer (Chemstation) HP Vectra XA.

Fungal analyses: Direct plating methodology was used, in order to evaluate
the percentage of grains internally infected with Aspergillus flavus. The grains were
immersed in 0.4% sodium hypochloride solution for 1 minute and then rinsed with
sterile distilled water. Fifty grains were plated (10 grains/plate) on the AFPA culture
medium (Pitt, Hocking and Glenn, 1983) for Aspergillus flavus detection.

Aflatoxin analysis: Fifty-gram samples were extracted with methanol/ 4%
KCI (9+1); the extract was clarified with 30% amonium sulfate solution and
partioned with chloroform. Identification and quantification was conducted via thin
layer chromatography by comparison with standards (Soares and Rodrigues-
Amaya, 1989).
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Fungal analyses

RESULTS AND DISCUSSION

The fungal analyses results are shown in Table 2.

Table 2. Fungal analyses results.

Assays 2 Time PH§3 A ﬂav%s
(days) (gm™) AFPA (%)
T1 0.87 3.8 0.8 13
T2 0.87 3.8 3:2 28
T3 0.87 12.2 0.8 3
T4 0.87 12.2 3.2 4
T5 0.95 3.8 0.8 91
T6 0.95 3.8 3.2 34
T7 0.95 12.2 0.8 47
T8 0.95 12.2 3.2 i
TS 0.85 8.0 2 9
T10 0.98 8.0 2 6
T11 0.92 1.0 2 16
T12 0.82 15.0 2 7
T13 0.92 8.0 0 100
T14 0.92 8.0 4 3
T15 0.92 8.0 2 2
T16 0.92 8.0 2 1
T17 0.92 8.0 2 8
T18 0.92 8.0 2 6
T19 0.92 8.0 2 0]
T20 0.92 8.0 2 8
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As can been seen in Table 2, the percentage of grains internally infected
with Aspergillus flavus varied from 0 to 100%.

The effect analyses indicated that the water activity, exposure time and
mainly phosphine concentrations affect this response. The increase in exposure
time and mainly in phosphine concentration decreased the percentage of grains
internally infected by Aspergillus flavus, on the other hand, as water activity
increased the control of this fungi specie was less efficient.

The variance analyses showed that at a confidence level of 85% the
calculated Fvalue (7.23) for the regression was higher than the tabulated Fvalue
(2.30) and thus the model (real) was valid.

The model and the determinant coefficient (r?) for the response studied is
shown in Table 3. The determinant coefficient was high, showing that the model
adequately described the experimental data obtained in the intervals of water

activities, exposure time and phosphine concentrations studied.

Table 3. Models and determinant coefficients for the responses studied.

Response Model (p < 0,15) ()
Aspergillus flavus =132.74 - 1097.87 a, + 1178.76 a,* + 13.48 t + 0.21 * + —
(%) (AFPA) 235.36 PH5 + 12.58 PH,* — 20.75 a,, t — 328.95 a,, PH; e

a,, = water activity
PH, = phosphine concentration (g . m™)

t = exposure period to the fumigant (days)

Figure 1 shows the response surfaces for percentage of corn grains
internally infected by Aspergillus flavus detected on AFPA agar medium as a
function of exposure time and phosphine concentration with water activities fixed at
0.89, 0.92 and 0.95 a,. As can be observed phosphine concentration is more
important than exposure time for Aspergillus flavus control. As water activity
increased, higher phosphine concentrations were needed to get the minimum
percentage of grain internally infected by this species.
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Figure 1. Response surfaces for percentage of grains internally infected by Aspergillus flavus

detected on AFPA agar medium as a function of exposure time and phosphine concentration with

water activity fixed at 0.89 (above), 0.92 (middle) and 0.95 (below) (equivalent to moisture contents

of 16.2%, 19.2% and 21.6%, w.b.).
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At 0.89a, the lowest percentage of grains infected with A flavus was
achieved with an exposure time of 7 to 15 days and phosphine concentrations of
1.5 to 3.0g m~>. When the water activity was fixed at 0.92a,,, the best conditions for
Aspergillus flavus control were exposure times from 8 to 15 days and phosphine
concentrations from 1.8 to 3.5g m™. At 0.95 the lowest percentage of infected
grains by Aspergillus flavus was achieved with exposure times from 8 to 15 days
and phosphine concentrations from 2.0 to 4.0g m™.

Aflatoxin analyses

The results of the factorial design experiment to verify the effects of

phosphine in the aflatoxin production are shown in Figures 2, 3, 4 and 5.
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Figure 2. Aflatoxin B4 (ng/kg) in corn grains stored at
0.92a, and exposed to 0.05, 0.1 and 0.2g m™ of
phosphine for 8 (m) and 15 days (m).
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Figure 4. Aflatoxin B, (ng/kg) in corn grains stored at
0.95a,, and exposed to 0.05, 0.1 and 0.2g m™ of
phosphine for 8 (m) and 15 days (m).
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Figure 3. Aflatoxin B, (ng/kg) in corn grains stored
at 0.92a,, and exposed to 0.05, 0.1 and 0.2g m™ of
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Figure 5. Aflatoxin B, (ng/kg) in corn grains stored
at 0.95a,, and exposed to 0.05, 0.1 and 0.2 g m™ of
phosphine for 8 (m) and 15 days (m).
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As can be seen from Figures 2 and 3, at 0.92a,, although 0.1g m™ of
phosphine completely arrested production of both aflatoxins for 8 days, a
concentration of 0.2g m~ was necessary to control these mycotoxins for a storage
period of 15 days. When freshly harvested paddy rice (0.92a,) was inoculated with
A. parasiticus and exposed at 28°C to 0.1g m™ phosphine, Hocking and Banks
(1991b) also observed that aflatoxins were still formed although the levels in the
phosphine treated rice were less than half those in the air controls. As can be seen
from figures 4 and 5, at 0.95a,, a concentration of 0.2g m™ completely arrested the
production of both aflatoxins for 8 and 15 days storage. Castro, Pacheco and
Taniwaki (1992) verified that a phosphine concentration of 0.5 m™ completely
arrested the aflatoxins production in high moisture shelled peanuts for a period of
14 days in a laboratory-scale experiment.

There are two Brazilian laws for aflatoxin limits in food and feeds:

e 30ug/Kg aflatoxins B1+G; -CNNPA 34/76 of the Ministry of Health

(Brasil,1977)

e 20ug/Kg aflatoxins B1+B»+G1+Gy-Regulation 183/96 of the Ministry of

Agriculture (Brasil, 1995).

DISCUSSION

Practical considerations

The fumigation of sacked maize at the necessary concentrations should not be
difficult when it is done by fumigating stacks of sacks under a gas-proof sheet. For
economy of fumigant and to guarantee the concentration and the exposure time it
would be necessary to build the stack on a base sheet. This can be rolled together
with the covering sheet, or better, the two sheets can be joined with an adhesive.
The quality of the seal can be checked by using a vacuum half-life test. The
fumigation of maize in bulk in a well-sealed silo with air circulation can be used,

provided that the initial dosage will ensure the necessary concentration and

69



CAPITULO 3

exposure time. An alternative strategy for bulk grain is to put the newly harvested
grain directly into large strong polyethylene bags supported by re-usable nylon
slings (web) (Mills, pers. comm.). On harvesting or later on arrival at the grain
store, the bags can be dosed and sealed. They can then be unloaded and built into
stacks, even in the open air, for the necessary exposure time. This treatment is
only a holding treatment to preserve the quality of grain, which is in excess of the
recommended moisture contents. These methods should give a good distribution
of phosphine with minimal leakage. However, there is no requirement for a totally
effective treatment since grain which is slightly underdosed will be mixed with well-
treated grain before drying and the average amount of mycotoxin should be within
the permitted limits. There is still the need for final drying. The grain can be held in

this way until dryer capacity is available.

CONCLUSIONS

Based on the prevailing experimental conditions, it can be concluded that:

o When the water activity is constant, the phosphine concentration has a
greater effect than exposure time on Aspergillus flavus growth.

o Aflatoxin production is more affected by phosphine than is the Aspergillus
flavus growth and much lower concentrations of the fumigant are needed for
aflatoxins control.

e The effects of phosphine on fungal development vary with the type of grain
and fungal species to be controlled.

e In practical terms phosphine treatment can be an alternative to keep the

grain quality for a short-term storage of high moisture corn grains.
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CAPITULO 4

FUNGI CONTROL BY PHOSPHINE FUMIGATION
IN HIGH MOISTURE CORN’

SUMMARY

Control of fungal growth by phosphine was studied in corn stored with high
moisture contents. In addition to the natural mycroflora of the grains, the product
was inoculated with an Aspergillus flavus toxigenic strain. Surface Response
Methodology was used in order to assess the various-eﬁects of phosphine on
fungal growth in the grains, at water activities from 0.85 to 0.98 (equivalent to
15.3% and 24.5% moisture contents, w.b.), phosphine concentratiohs from 0 to
4 g m™ and exposure times from 1 to 15 days to the fumigant. The control of fungal
growth was evaluated by direct plating of the grains, the serial dilution technique
and the ergosterol content. Analyses of moisture content, water activity and
aflatoxins were also carried out on the samples subjected to the different
treatments. Phosphine concentrations were measured by gas chromatography.
The results showed that, in general, the phosphine concentration was more
important than the exposure time to the fumigant for fungal control. At water
activities higher than 0.92, grains should not be kept for periods longer than about
7 days due to the growth of Fusarium verticillioides (a potential fumonisin producer)
and yeast and yeast-like molds which seemed to be more tolerant to this fumigant.
Aflatoxins were not detected in the fumigated samples. It was concluded that
phosphine can control fungal growth and the production of aflatoxins and could
thus be applied to grains while waiting to be properly dried or when the product is

rewetted during storage or ship transportation.

Trabalho apresentado na International Conference on Stored Product Protection, realizada em
York, U.K., 2002.
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CONTROLE FUNGICO ATRAVES DE FUMIGAGAO COM FOSFINA EM
MILHO COM ELEVADO TEOR DE UMIDADE

RESUMO

Controle do crescimento flungico com fosfina foi estudado em milho
estocado com elevado teor de umidade. Além da microflora natural dos graos, o
produto foi inoculado com uma cepa toxigénica de Aspergillus flavus. A
Metodologia da Superficie de Resposta foi utilizada com a finalidade de se verificar
os varios efeitos da fosfina no crescimento flingico nos graos, com atividade de
agua de 0,85 a 0,98 (equivalente a 15,3% e 24,5% de teor de umidade, b.u.),
concentragdes de fosfina de 0 a 4 g m™ e periodos de exposicéo de 1 a 15 dias ao
fumigante. O controle fungico foi avaliado pelo plagueamento direto dos graos,
pela técnica da diluicdo em série e pelo contetido de ergosterol. Analises de teor
de umidade, atividade de agua e aflatoxinas foram também realizadas nas
amostras submetidas aos diferentes tratamentos. As concentracdes de fosfina
foram medidas por cromatografia gasosa. Os resultados mostraram que, de um
modo geral, a concentragdo de fosfina foi mais importante que o periodo de
exposicao ao fumigante para o controle fungico. Em atividades de agua superiores
a 0,92, os graos nao devem ser mantidos por periodos superiores a 7 dias devido
ao crescimento de Fusarium verticillioides (um produtor potencial de fumonisinas),
leveduras e ‘“yeast-lke molds” os quais parecem ser mais tolerantes a esse
fumigante. Aflatoxinas nao foram detectadas nas amostras fumigadas. Concluiu-se
que a fosfina pode controlar o crescimento fingico e a producédo de aflatoxinas e
desse modo poderia ser aplicada aos graos enquanto aguarda condi¢bes para
uma secagem adequada ou quando o produto € reumedecido durante o

armazenamento ou transporte.
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INTRODUCTION

Corn is the main cereal grown in Brazil, which, in turn is the third corn
producer in the world after the United States and China. The tropical weather
conditions which prevail during most of the year in Brazil favour fungal growth and
mycotoxin production, mainly when the freshly harvested product is kept at a high
moisture content while awaiting drying. The recommended safe moisture level for
the storage of corn grains varies from 12 to 14%. This situation (grains with high
moisture content) can sometimes last for a period of days when the harvesting
season coincides with the rainy season and the product cannot be sun dried. The
drying facilities are not available everywhere, or, if they are, they cannot fully
supply the demand during the harvest. Mould growth can also occur when grains
are rewetted during storage or in export shipments.

Phosphine, a fumigant used worldwide for insect control, has been shown to
be a viable alternative for controlling fungi and mycotoxin production in grain stored
at high moisture contents (Castro, Pacheco and Taniwaki, 1992; Castro and
Pacheco, 1995; Castro et al.,1995; Castro ef al., 1996, Hocking and Banks, 1991a;
Hocking and Banks, 1991b). The advantages are its low cost, its commercial
availability and the fact that it leaves almost no residue in the product. The fact that
phosphine might possibly affect mould growth was first tentatively observed in the
1960s; but phosphine was reported to have little effect on dormant fungi
(Raghunatan and Majunder, 1969; Sinha, Berck and Wallace, 1967). A decrease in
mould development has been observed in phosphine-treated wheat (Hocking and
Banks, 1991a) and rice grains (Castro and Pacheco, 1995; Hocking and Banks,
1991b). A complete arrest of aflatoxin production in shelled peanuts was observed
with a phosphine concentration of 0.5g m™ for a period of 14 days in a laboratory-
scale experiment (Castro, Pacheco and Taniwaki, 1992). The effect of the fumigant
was also tested in a warehouse-scale experiment on unshelled peanuts with
moisture contents above the recommended level (Castro et al., 1995). Neither A.
flavus and/or A parasiticus nor aflatoxins were detected in the fumigated stacks

immediately after the treatment and a much better level of control was observed in
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the fumigated stacks a month after fumigation compared to the situation in
untreated stacks. Excellent results were also obtained in a second experiment
conducted in a commercial warehouse located in a peanut producing area in Sao
Paulo, Brazil (Castro et al., 1996). A. flavus and/or A. parasiticus were either not
detected or were isolated in insignificant amounts, and the contamination levels of
aflatoxins remained unchanged in stacks of freshly harvested peanuts stored with
moisture contents in the range of 18 to 21%, and treated with phosphine for 7 days
with three applications of 3.0g of aluminium phosphide/m®, as compared to
untreated stacks. The objective of the current research was to investigate the
effects of phosphine on the growth of fungi in corn stored at water activities from
0.85 to 0.98 (equivalent to 15.3% to 24.5%, w.b.), exposed to phosphine
concentrations from 0 to 4 g m™ for 1 to 15 days.

MATERIALS AND METHODS

Raw material

The experiments were conducted with the corn hybrid Cargill 606, freshly-
harvested and sun-dried, grown at the Experimental Station of Instituto
Agronomico de Campinas, Sdo Paulo, Brazil. The material (approximately 50 kg)
was cleaned, homogenized in a Boerner homogenizer and kept in a freezer at
—20°C until the assays were set up. The corn was re-humidified up to the desired
level, for each water activity, before the phosphine tests. The re-humidification was
performed by adding amounts of distilled water previously calculated in order to
increase the initial water activities of the product up to 0.85, 0.87, 0.92, 0.95 and
0.98 water activities (equivalent to moisture contents of 15.3%, 16.2%, 19.2%,
21.6% and 24.5% w.b.). Before setting up the assays, the samples were inoculated
(1mL/300g) with a spore suspension (10°cfu/g) of an Aspergillus flavus toxigenic
strain previously selected and tested for aflatoxin production. The Aspergillus
flavus toxigenic strain was isolated from corn grains. The counting of the spore

suspension was carried out in a Neubauer chamber.
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Phosphine

Tablets of the commercial aluminium phosphide formulation GASTOXIN

each weighing 3g and producing 1g of phosphine, were used.

Experimental design and statistical analyses

A second order rotational design with three factors and six repetitions at the
central point was used, by applying the Surface Response Methodology (Box,
Hunter and Hunter, 1978). The factors and the level of each factor used in this
study are shown in the design table (Table 1) and include: water activities from
0.85 to 0.98, exposure times from 1 to 15 days and fumigant concentrations from 0
to 4g m™. The range interval was selected for the various factors based on
practical and published data.
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Table 1. Surface Response Methodology design

Coded Real Values
A oy (G doens WA Time gays) | oS
1 -1 -1 -1 0.87 3.8 0.8
2 1 -1 -1 0.95 3.8 0.8
3 -1 -1 1 0.87 3.8 3.2
4 1 -1 1 0.85 3.8 3.2
5 -1 1 —1 0.87 12.2 0.8
6 1 1 -1 0.95 12.2 0.8
7 -1 1 1 0.87 12.2 3.2
8 1 1 1 0.95 12.2 3.2
9 -1.68 0 0 0.85 8.0 2.0
10 +1.68 0 0 0.88 8.0 2.0
11 0 0 -1.68 0.92 8.0 0.0
12 0 0 +1.68 0.92 8.0 4.0
13 0 -1.68 0 0.92 1.0 2.0
14 0 +1.68 0 0.92 15.0 2.0
15 0 0 0 0.92 8.0 2.0
16 0 0 0 0.92 8.0 2.0
7 0 0 0 0.82 8.0 2.0
18 0 0 0 0.92 8.0 2.0
19 0 0 0 0.92 8.0 2.0
20 0 0 0 0.92 8.0 2.0

For each level of water activity the flasks containing the inoculated samples
were distributed in desiccators of 9 litre capacity (1 flask/desiccator), with
approximately 300mL of appropriate saturated salt solution. The salts used were
saturated solutions of potassium dichromate (0.98ay), lead nitrate (0.95a,,), sodium
potassium tartrate (0.92a,), sodium tartrate (0.87a,) and potassium chloride
(0.85ay) in order to create environments with equilibrium relative humidities (ERH)

varying from 98 to 85% and a free space volume of 8.7 litres. The desiccators were
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- kept in a chamber with a controlled temperature of 25+ 2°C. According to the
previously established experimental design, the samples were submitted to the
different phosphine treatments. The phosphine was prepared in a gas burette
generator, according to FAO method n°® 16 (FAO, 1975). The gas concentration
inside the generator was analysed by gas chromatography using a flame
photometric detector. A cylinder of phosphine of 99.99% purity was used as a
reference to measure the phosphine concentration in the generator. The
percentage of phosphine from the tablets was obtained by comparing the areas of
pure phosphine from a cylinder with the areas from phosphine obtained from a
generator. This concentration was assessed as 86%, and this value was used to
calculate the required concentrations for the assays, given that 1mL of phosphine
(99.9%) is equivalent to 1.39mg of this gas .

A standard curve of concentration against peak area was obtained in the
range of 0.2g m™ to 4.0g m™ and used to assess the experimental phosphine
concentrations. A gas-tight syringe was used to take the phosphine from the
generator though a septum and introduced it into the desiccators. The assays were
carried out in triplicate and the average reported. Immediately after the phosphine

fumigation period, the samples were subjected to the various analyses.

Analyses

Water activity and moisture content. The water activity of the samples was
calculated using a Decagon instrument model 2X-T. The moisture content
determination was carried out with 15g of grains in an aerated oven at 120°C for 72
hours (AACC, 1976).

Phosphine concentration: Phosphine concentration was measured by gas
chromatography. The gas chromatographic conditions were: gas chromatograph
HP 6890 with a flame photometric detector, temperature of 150°C, with a
phosphorous filter (525 nm), hydrogen flow of 150mL/min and air flow of
110mL/min. Capillary column 1909/j413 HP-5 with phenyl methyl siloxane 5% (30m
x 320um x 0.25um) with a constant nitrogen flow of 2.0mL/min and a split injector
(50:1) with make up at 60mL/min, both at 150° C. The chromatograph was linked to
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a computer (Chemstation) HP Vectra XA. A 20ul sample volume was injected to
calculate concentrations from integrated peak areas.

Evaluation of fungal control. The effect of phosphine on fungal growth was
evaluated by direct plating of the grains, the serial dilution technique and ergosterol
concentrations.

The direct plating methodology was used in order to evaluate the
percentage of grains internally infected with different fungi in addition to the
Aspergillus flavus experimentally inoculated. The grains were immersed in 0.4%
sodium hypochloride solution for 1 minute and then rinsed with sterile distilled
water. Fifty grains were plated (10 grains/plate) on the DG18 medium (Hocking and
Pitt, 1980). The fungi identification was carried out according to the methodology
described by Samson et al. (1996).

The serial dilution technique was applied in order to evaluate the effects of
phosphine on the viable spores and mould fragments. Twenty-five grammes of
homogenized grain were suspended in 225mL of peptone water, serial diluting 1mL
in 9mL of this same diluent and spreading 0.1mL aliquots on the DG18 agar
medium. Plates were incubated for 5 days at 25°C when colony- forming units
were counted.

The total fungal biomass of the various samples was evaluated by
determining the ergosterol levels according to the methodology described by
Castro et al. (2001).

Aflatoxins analyses: Fifty-gram samples were extracted with methanol/ 4%
KCI (9+1); the extract was clarified with 30% amonium sulfate solution and
partioned with chloroform. Identification and quantification was conducted via thin
layer chromatography by comparison with standards (Soares and Rodrigues-
Amaya, 1989).
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RESULTS AND DISCUSSION

Fungal and ergosterol analyses

The results of the direct plating, serial dilution technique and ergosterol
analyses are shown in Table 2.

The fungal species detected in the samples submitted to the treatments in
addition to the Aspergillus flavus experimentaly inoculated were Fusarium
verticillioides, Penicillium spp (P. variabile, P. citrinum, P. funiculosum and P.
pinophilum), others filamentous fungi, yeasts and yeast-like molds (Geotrichum sp.
and others not identified). These fungi commonly colonise freshly harvested grains
in brazilian climatic conditions (Castro et al., 1995). Fusarium verticillioides is a
potential fumonisin producer. The Penicillium spp. detected are those generally
known as “field Penicillium” (Mislivec and Tuite, 1970).Yeasts and yeast-like molds
are generally present in grains at high moisture contents and cause rancidity and
off odours. No Eurotium species were detected in the samples submitted to the
phosphine treatments probably because, in the conditions of the current research,
other fungi were much more competitive or the lowest concentration applied was
enough for the control of these specie. In this experiment the lowest phosphine
concentration tested was 0.8g m™. Castro and Pacheco (1995) verified that
0.5g m™ was enough for the control of Eurotium spp. when paddy rice at 0.84 and
0.90 ay, was exposed to phosphine for 7 and 14 days.

The external appearance of the fumigated samples was, in general,
excellent (Figure 1B) with very few exceptions where there was an extensive
growth of yeasts and yeast-like molds on the surface of the grains giving a “white
powder” appearance to the surface of the product (Figure 1A). Yeasts and yeast-
like molds are very competitive and predominate at high moisture contents and

probably these microoganisms were tolerant to this fumigant treatment.
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Figure 1A. Corn with extensive growth of yeasts and
yeast-like moulds on the surface.

Figure 1B. Corn fumigated with phosphine.
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The models and the determination coefficients (r?) for the responses studied
are shown in Table 3. In general the determinant coefficients were high. The
analyses of variance (ANOVA) also showed that the calculated F values were
higher than the tabulated F values, so the predictive real models well describe the
experimental data obtained at the intervals of water activities, exposure time and
phosphine concentrations studied .

Table 3. Models and determination coefficients (r?) for the responses studied.

Response Models (%)

% of infected

_ =443.75-377.94 a, —84.68t—-5.00 PH; + 91.52 a, t 72.0%
grains (p<0,15)

Fungi counts

(log CFU/Qg) =153.4 — 363.71 a,, + 221.44 a,* + 539 PH, - 6.32 a, PH;  84.7%
(p<0,15)

Ergosterol (ug/g) =648.15 - 1485.46 a,, + 854.83 a,° — 3.218 t + 20.40 PH, +

97.8%
(p<0.1) 0,73 PH3? + 3.76 a,, t — 26.34 a, PHy — 0.06 t PH; ’

a,, = water activity
PH; = phosphine concentration (g . m“3}

t = exposure period to the fumigant (days)

Figures 2, 3 and 4 show the response surfaces for grains internally infected
by fungi (%), colony forming units (log) on DG18 agar medium and ergosterol
contents (ug/g), when the water activity was fixed at 0.89, 0.92 and 0.95.

The surface responses were fixed at 0.89, 0.92 and 0.95 to provide a better

evaluation of the effect of phosphine on grains with increasing water activity.
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Figure 3. Response surfaces for colony forming units (cfu log) on DG18 agar medium as a function
of exposure time and phosphine concentration in corn grains with water activities fixed at 0.89, 0.92
and 0.95 (equivalent to moisture contents of 16.2%, 19.2% and 21.6%, w.b.).
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Figure 4 shows the ergosterol contents which varied from 0.8 to 9.6ug/g.
Water activity, phosphine concentration and the interactions between these three
factors had significant effects on the ergosterol concentration. In comparison, the
exposure time to the fumigant showed a smaller effect. This was also verified by
the direct plating technique. As the water activity increases (above 0.92), the
exposure time to the fumigant becomes more critical, higher phosphine

concentrations are needed and the exposure time should be reduced.

Aflatoxin analyses

No aflatoxins were detected in the fumigated samples. In assay 13, where
no phosphine was applied, the aflatoxin levels were 271.4ug/kg and 24.3ug/kg for
aflatoxins B4 and B,, respectively. Castro, Pacheco and Taniwaki (1992) verified
that a phosphine concentration of 0.5g m™ completely arrested aflatoxin production
in high moisture shelled peanuts during a treatment period of 14 days in a
laboratory-scale experiment.
Recently Castro et al (2001), also verified that a concentration of 0.2g m™
was sufficient to control aflatoxins in corn stored at 0.92 and 0.95 water activities,
for up to 15 days. These results indicate that aflatoxin production by Aspergillus
flavus is very sensitive to even low phosphine concentrations.
There are two brazilian regulations for aflatoxin limits in food and feeds:
e 30ug/Kg aflatoxins B1+Gy (CNNPA 34/76 of the Ministry of Health)
(Brasil, 1977).

e 20ug/Kg aflatoxins B1+B,+G1+G, (Regulation 183/96 of the Ministry of
Agriculture). (Brasil, 1996).

In some situations it is difficult to comply with these limits for aflatoxins.
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Figure 4. Response surfaces for ergosterol contents (pg/g)as a function of exposure time and
phosphine concentration in corn grains with water activities fixed at 0.89, 0.92 and 0.95 (equivalent
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DISCUSSION

All evaluation methods have their own limitations. The use of more than one
methodology emphasizes the tendency of the effect of phosphine to decrease at
very high water activities. Long exposure times, even at high concentrations, are
not effective in preventing fungal growth, due to the prevalence of yeasts, yeast-
like moulds and Fusarium verticillioides, which appear to be tolerant to phosphine.

There is a serious problem with phosphine resistance in at least 13 species
of stored-product insects (Price and Mills, 1988; Taylor,1989; Mills and Athié,
2000). Careful consideration will have to be given to dosage and exposure time
recommendations for the use of phosphine applied for mycological reasons, when
the product is also infested with insects. The use of phosphine in such a way may
lead to selection for resistance, and this situation must be avoided. Should
phosphine resistant insects be present, then the dosages and, particularly, the
exposure times for their control, will have to be the determining factor in a
phosphine fumigation strategy for high moisture content commodities. These doses
do not cause a residue problem so there are ample possibilities for the integration

of the use of phosphine for control of both fungi and insects.
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CAPITULO 5

THE RELATIONSHIP BETWEEN PHOSPHINE SORPTION AND FUNGAL
CONTROL IN HIGH MOISTURE CORN GRAINS’

SUMMARY

The present study had as its objectives to verify the relationship between
phosphine sorption and fungal control and, more specifically, the control of
Aspergillus flavus, in corn grains stored at high moisture contents. The Response
Surface Methodology was used in order to assess the various effects of phosphine
on fungi and, in particular, on Aspergillus flavus in corn grains stored at water
activities from 0.85 to 0.98 (equivalent to moisture contents from 15.3% to 24.5%,
w.b.), phosphine concentrations from 0 to 4g m™ and exposure times to the
fumigant from 1 to 15 days. Analyses of moisture content, water activity and fungi
were carried out in the samples submitted to the different treatments. Fungal
analyses were performed using the direct plating technique on DG18 agar (for
general fungal quantifications) and on AFPA agar medium (for the enumeration of
Aspergillus  flavus). Phosphine concentrations were measured by gas
chromatography. The results showed that a relationship may exist between
phosphine sorption and fungal control, and between phosphine sorption and
Aspergillus flavus control depending, on the water activity of the grains. It was
concluded that the sorbed phosphine may have some effect on fungi present and

thus be a positive factor when the fumigation is aimed at controling fungal growth.

Key words: grain storage; corn; phosphine sorption; fungal control; Aspergillus

flavus

" Artigo publicado no Brazilian Journal of Food Technology, 5:79-86, 2002.
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RELACAO ENTRE SORGAO DE FOSFINA E CONTROLE
DE FUNGOS EM MILHO EM GRAOS ARMAZENADO COM
ELEVADOS TEORES DE UMIDADE

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivos verificar a relacdo existente entre
sor¢cao de fosfina e o controle de fungos, e mais especificamente, com o controle
de Aspergillus flavus, em milho em graos armazenado com elevados teores de
umidade. O planejamento experimental utilizado foi 0 da Metodologia de Superficie
de Resposta com o proposito de determinar os diversos efeitos da fosfina sobre os
fungos, em particular sobre A. flavus, em milho em grdos armazenado com
atividades de agua variando entre 0,85 a 0,98 (equivalente a conteldos de
umidade entre 15,3% e 24,5%, b.u.), concentragdes de fosfina entre 0 a 4gm™ e
periodos de exposicao ao fumigante de 1 a 15 dias. Foram realizadas analises de
teor de umidade, atividade de agua e de fungos nas amostras submetidas aos
diferentes tratamentos. A analise de fungos foi realizada pelo método do
plagueamento direto dos grdos em DG18 agar e em AFPA agar (para contagem
de A. flavus). As concentragbes de fosfina foram determinadas por cromatografia
gasosa. Os resultados indicaram que pode existir uma relagéo entre a sorgao do
fumigante fosfina e o controle de fungos e entre a sor¢cao de fosfina e o controle
especifico de A. flavus, dependendo da atividade de agua do graos. Concluiu-se
que a fosfina sorvida pelo grao pode ter algum efeito sobre os fungos presentes, e

desse modo, atuar como um fator positivo no controle desses microrganismos.

Palavras-chave: graos armazenados; milho; fosfina-sorgcao; fungos-controle;

Aspergillus flavus.
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1. INTRODUCTION

Phosphine, a fumigant widely used throughout of the world for insects
control, has also been shown to be an alternative for fungal and mycotoxin control
in grains stored with high moisture contents (HOCKING & BANKS, 1991a;
HOCKING & BANKS, 1991b; CASTRO et al, 1992; CASTRO & PACHECO, 1985;
CASTRO et al., 1995; CASTRO et al., 1996). The temporary storage of corn with
high moisture contents is common under tropical conditions because the
harvesting season sometimes coincides with the rainy season, and for this reason
the product can not be sun- dried. In addition, the drying facilities are not available
everywhere, or even if they are, they cannot fully meet the demands. Recent work
on corn has shown the possibility of using phosphine fumigation for controlling
Aspergillus flavus and aflatoxin production in high moisture corn grains (CASTRO
et al, 2001). However, there is no information in the literature regarding a possible
relationship between the sorbed phosphine and fungal control. Sorption is a term
that includes both chemical sorption and physical sorption according to MCBAIN
(1926) cited by BERCK & GUNTHER (1970) and influences distribution
persistence, concentration-time relationships, bioactivity and interactions of
fumigants with many kinds of substrate. It is known to be affected by particle size,
moisture content and the nature of the substrate, as well as by fumigant dosage,
temperature and contact time (LINDGREN & VINCENT, 1962, BERCK, 1964,
1965, cited by BERCK & GUNTHER, 1970). The objective of this study was to
verify the existance of a possible relationship between fungal control and
phosphine sorption and, more specifically, between A. flavus control and
phosphine sorption in corn grains stored at water activities from 0.85 to 0.98 and
exposed to phosphine concentrations from zero to 4.0g m™ for 1 to 15 days.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Raw material

The experiments were conducted with the corn hybrid Cargill 606, freshly-
harvested and sun-dried, grown at the Experimental Station of the Instituto
Agronémico de Campinas, Sao Paulo, Brazil. The material (approximately 50kg)
was cleaned, homogeinized in a Boerner homogeinizer and kept in the freezer at
-20°C until the assays were set up. The corn was rehumidified to the desired level
for each water activity (aw), before the phosphine tests. The rehumidification was
performed by adding amounts of distilled water, previously calculated, in order to
increase the initial moisture content of the product to a water activity,
corresponding to values of 0.85, 0.87, 0.92, 0.95 and 0.98.

2.2. Phosphine

Tablets of commercial aluminium phosphide GASTOXIN™" each of 3g and
which releasing 1g of phosphine, were used.

The phosphine was produced in a generator, according to the FAO method
n°16 (ANON, 1975). The gas concentration inside the generator was analysed by
gas chromatography using a flame photometric detector. A cylinder of phosphine
with a purity of 99.99% was used as a reference to measure the phosphine
concentration in the generator. The percentage of phosphine produced from the
tablets was calculated by comparing the areas of the pure phosphine obtained
from the cylinder with those obtained from the phosphine produced by the
generator. This concentration of phosphine was assessed as 86%, and this value
was used to calculate the required concentrations for the assays, considering that

1mL of phosphine (99.9%) was equivalent to 1.39mg of this gas.

" TM. Trade market.
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At the end of the exposure times the gas concentrations inside the
desiccators were measured again using gas chromatography. A phosphine

standard curve was prepared and used to assess the phosphine concentration.

2.3. Inoculation with an Aspergillus flavus strain.

The corn samples were inoculated with a suspension of a toxigenic
Aspergillus flavus strain obtained from our laboratory collection. The strain was
previously isolated and tested for aflatoxin production. The spore suspension was
prepared in flasks containing a phosphate buffer solution and Tween 80 and glass
beads. The spore count was carried out using a microscope and a Neubauer
chamber, in order to obtain 10’spores/mL. This suspension was sprayed on to the

corn grains (1mL/300g) previously placed in glass containers.

2.4. Experimental design and statistical analyses

A second order rotational design with three factors and six repetitions at the
central point was investigated by applying Response Surface Methodology (BOX et
al, 1978). The factors and the level of each factor used in this study are shown in
the design table (Table1) and include: water activities from 0.85 to 0.98, exposure
times from 1 to 15 days and fumigant concentrations from 0.0 to 4.0gm™. The
range intervals were selected for the various factors based on practical and
published data. The results of the assays were analysed by the STATISTIC
program version 6.0.

100



CAPITULO 5

Table 1. Response surface methodology design

Coded Real Values
MRS Wét?r Time Phosphine . Time Phosphine
activity (days) dose (g m™) (days) dose (g m™)
1 -1 -1 -1 0.87 3.8 0.8
2 1 -1 -1 0.95 3.8 0.8
3 -1 -1 1 0.87 3.8 3.2
4 1 -1 1 0.95 3.8 A2
5 -1 1 -1 0.87 12.2 0.8
6 1 1 -1 0.95 12.2 0.8
7 -1 1 1 0.87 12.2 3.2
8 1 1 1 0.95 12.2 22
9 -1.68 0 0 0.85 8.0 2.0
10 1.68 0 0 0.98 8.0 2.0
11 0 0 -1.68 0.92 8.0 0.0
12 0 0 +1.68 0.92 8.0 4.0
13 0 -1.68 0 0.82 1.0 2.0
14 0 +1.68 0 0.92 15.0 2.0
15 0 0 0 0.92 8.0 2.0
16 0 0 0 0.92 8.0 2.0
17 0 0 0 0.92 8.0 2.0
18 0 0 0 0.92 8.0 2.0
19 0 0 0 0.92 8.0 2.0
20 0 0 0 0.92 8.0 2.0

For each water activity the flasks containing the inoculated samples were
distributed in 9L desiccators (1 flask/desiccator), containing approximately 500mL

of the appropriate saturated salt solution. The salts used were potassium

101



CAPITULO 5

_dichromate (0.98a,), lead nitrate (0.95a,), sodium potassium tartrate (0.92a),
sodium tartrate (0.87a,) and potassium chloride (0.85a,) in order to create
environments with equilibrium relative humidities varying from 85 to 98%
(WINSTON and BATES, 1960) in a free space volume of 8.7 litres. The desiccators
were kept in a chamber with a controlled temperature of 25+ 2°C. According to the
previously established experimental design, the samples were submitted to
different phosphine treatments. Each assay was run three times. Immediately after
the phosphine fumigation period the phosphine was dosed again and the samples

taken out of the desiccators for the mycological analyses.

2.5. Analyses

2.5.1. Water activity and moisture content

The values of water activity of the samples were determined in a DECAGON
apparatus model 2X-T. The moisture content determination was carried out with

15g of grains in an aerated oven at 120°C, for 72 hours (AACC, 1976).

2.5.2. Phosphine concentration

Phosphine concentrations were measured by gas chromatography. A
phosphine standard curve was used to obtain the concentrations according to the
integrated areas.

The gas chromatographic conditions were: Gas chromatograph HP 6890
with a flame photometric detector, temperature of 150°C, with a phosphorous filter
(525nm), hydrogen flow of 150mL/min and air flow of 110mL/min. Capillary column
1909/j413 HP-5 with 5% phenyl methyl siloxane (30m x 320um x 0.25um) with a
constant nitrogen flow of 2.0mL/min and a split injector (50:1) with make up at
60mL/min, both at 150°C. The chromatograph was linked to a computer
(Chemstation) HP Vectra XA, which integrates peak areas and calculates

concentrations. A sample volume of 20ul was injected.
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To prepare the phosphine standard curve the phosphine obtained in the
generator, and previously assayed, was used. The range of the phosphine
concentrations was from 0.0g m™to 4.0g m™. To achieve this concentration range,
the phosphine gas was trapped in a glass tube or gas burette (40cm x 4.0cm
diameter), completely full of water, with a screw-thread adaptor at the top, closed
with silicone rubber and immersed in a beaker filled with water (previously boiled
and degassed in an ultra-sonic apparatus for 10 minutes). From the gas burette,
through the silicone septum, volumes of 1.5mL to 30mL of gas were removed with
a gas- tight syringe (Hamilton model 1010 of 10mL) and injected to 9L capacity
desiccators. Samples (20ul) were injected into the gas chromatograph from the
desiccators with different phosphine concentrations.

The amount of phosphine sorption was obtained by measuring the

phosphine concentration 10 minutes after dosing and again just before airing.

2.5.3. Fungal analyses

The direct plating methodology was used, in order to evaluate the
percentage of grains internally infected with different fungi in addition to the
Aspergillus flavus experimentally inoculated. The grains were immersed in 0.4%
sodium hypochlorite solution for 1 minute and then rinsed with sterile distilled
water. Fifty grains were plated (10 grains/plate) on the AFPA culture medium (PITT
et al., 1983) for Aspergillus flavus detection and on the DG18 medium (HOCKING
& PITT, 1980) for the detection of xerophilic species. The fungal identification was
carried out according to the methodology described by SAMSON et al. (1996).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Phosphine standard curve

The areas obtained after injections of 20ul of phosphine concentrations
between 0.2 to 4.0g m™ are shown in Table 2. Figure 1 shows the standard curve
obtained from these data.
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Figure 1. Phosphine standard curve.
Table 2. Areas obtained for the phosphine concentrations
Phosphine* Phosphine
P p 4 Area (A) SD (%) VC (%)
(mL) concentration (g m™)
1.5mL 0.2gm™ 1078.4 10.5 0.9
6.0mL 08gm™ 6627.2 414 06
9.0mL 12gm™ 13683.9 97.8 0.7
12.0mL 16gm™ 16632.1 1139.5 6.8
15.0mL 20gm™ 18493 .4 955.0 5.1
18.0mL 24g m™ 25461.8 1070.2 42
21.0mL 28g 11k 28458.5 843.0 2.9
24.0mL 32gm> 31585.2 196.0 0.6
27.0mL 36gm™ 33184.8 203.0 0.6
30.0mL 40gm™ 377916 358.4 0.9

* VVolume of phosphine produced by the phosphine generator and injected into the desiccator in order to obtain

phosphine concentrations from 0.2 to 4.0g m™.

A - Average of three replicate injections. SD - standard desviation. VC- variation coefficient
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3.2. Fungal and phosphine analyses

The results of the fungal and phosphine analyses are shown in Table 3.

Table 3. Percentage of grains internally infected by fungi and by Aspergillus flavus
and phosphine sorption (g m™) in corn grains stored with different water activities

and exposed to different phosphine concentrations for different periods.

Water Exposure time Phosphine Infected A flavus Phosphine
Assays

activity (days) (@m™)  grains (%) (%) sorbed (g m™)

1 0.87 3.8 0.8 80 13 0.1
2 0.95 3.8 0.8 93 91 0.1
3 0.87 3.8 3.2 83 28 04
4 0.95 3.8 3.2 89 34 0.3
5 0.87 12.2 0.8 40 3 0.1
6 0.95 12.2 0.8 100 47 04
7 0.87 12.2 3.2 27 4 0.7
8 0.95 12.2 3.2 100 7 1.1
9 0.85 8.0 2.0 79 9 0.3
10 0.98 8.0 2.0 100 6 1.5
11 0.92 8.0 0.0 100 100 0.0
12 0.92 8.0 4.0 60 3 0.4
13 0.92 1:6 2.0 82 16 0.1
14 0.92 15.0 20 94 7 0.6
15 0.92 8.0 2.0 68 2 0.3
16 0.92 8.0 2.0 85 1 0.5
17 0.92 8.0 2.0 70 8 0.2
18 0.92 8.0 2.0 82 6 0.5
19 0.92 8.0 20 82 0 0.6
20 0.92 8.0 2.0 98 8 0.3
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In addition to Aspergillus flavus, which was experimentally inoculated, the
fungal species detected on DG18 agar medium in the fumigated samples were
Fusarium verticillioides, Penicillium spp (P. variabile, P. citrinum, P. funiculosum, P.
pinophilum), other filamentous fungi, yeasts and “yeast-like fungi” (Geotrichum ssp
and others not identified). These fungi are commonly found in freshly harvested
grains and the yeasts and yeast-like fungi are generally present in grains with high
moisture contents. No Eurofium spp was detected in the samples submitted to the
phosphine treatments. The highest phosphine sorption was observed in the grain
with the highest water activity and exposure period, a result which is to be
expected.

The models and the determination coefficients (r?) for the responses studied
are shown in Table 4. The determination coefficients for the response Aspergillus
flavus (AFPA) was high and the analyses of variance showed that the predicted
model (real) was valid as the calculated F value for the regression (7.23) was
higher than the tabulated F value (2.4). The predicted models (real) for the
responses infected grains and phosphine sorption were also valid, as the
calculated F values were, respectively, 9.52 and 7.82 (higher than the tabulated
values 2.36 and 2.28, respectively).

Table 4. Models and determination coefficients (r°) for the responses studied.

Response Real model (p< 0.1) (@

Aspergillus 5 5
= 132.74- 1097.87 a,+ 1178.60 a,° + 13.48t + 0.21 t* +
flavus (%) 84.0%
235.36 PH; + 12.58 PH4?- 20.75 a,.t- 328.95 a,,. PH;

(AFPA)
Infected
) =443.75- 377.94a, - 84.68t - 5.00 PH; + 91.52a,, t 72.0%
grains (%)
Phosphine y
_ =102.20-30.20 a,,+128.91a,+20.038 t+ PH; 0.374-0.06 PH,; 78.3%
sorption

a,, = water activity
PH, = phosphine concentration (g . m™)
t = exposure period to the fumigant (days)

106



CAPITULO 5

All effect analyses were carried out at within a confidence limit of 90%
according to the pure error. For the percentage of grains internally infected by
Aspergilus flavus the effect analyses showed that only the interaction bewteen the
exposure period and phosphine concentration did not affect the response, and thus
this term was excluded from the model. An increase in the exposure period to the
fumigant and mainly in the phosphine concentration, will decrease the percent of
grains internally infected by this species. For grains internally infected by fungi, the
significant effects were mainly the interaction between water activitiy and exposure
period to phosphine (positive effect) followed by water activity, exposure period to
phosphine and phosphine concentration. As water activity and exposure period to
the fumigant increased the grains internally infected by fungi also increased. The
water activity, exposure time and phosphine concentration all had positive effects
on phosphine sorption by the grains, i.e., with an increase in the value of these
variables, phosphine sorption also increased.

Figures 2, 3 and 4 show the response surfaces for phosphine sorption,
percentage of total grains internally infected by fungi and the percentage of grains
internally infected by Aspergillus flavus and detected on AFPA agar medium. They
were obtained when the water activity levels were fixed at 0.89, 0.92 and 0.95.

Figure 2 shows that when the water activity was fixed at 0.89, phosphine
sorption varied from 0.0 to 0.6g m~. The area of maximum phosphine sorption by
corn grains was obtained after approximately 11 days of exposure at phosphine
concentrations above 2.5g m™. The percentage of grains internally infected by
fungi ranged from around 44% to 100%. The lowest percentage of grains internally
infected by fungi was after 13.5 days at phosphine concentrations above 3.5g m™
The percentage of grains internally infected by Aspergillus flavus varied from 8 to
100%, the minimum values were reached at between an exposure time of 6 and 15
days and phosphine concentrations of 1.5 to 3.0g m~. The area of maximum
sorption by the grain at this water activity coincided with the area of minimum
percentage of total grains internally infected by fungi so it is probable that in this

case a relationship may exist between phosphine sorption and control of fungi.
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Figure 3 shows that when water activity was fixed at 0.92 phosphine
sorption varied from 0.07 to 0.7. At this water activity the range of maximum
sorption was achieved after exposure times of around 11 days and phosphine
concentrations above 2.5 m™. The percentage of grains internally infected by
fungi varied from between 71% and 100%. The lowest percentage of grains
internally infected by fungi was achieved after eleven days at phosphine
concentrations above 3.8g m™. At this water activity, grains internally infected by A
flavus varied from between 9% and 100%. The minimum percentage of grains
internally infected by Aspergillus flavus was achieved with exposure times
exceeding 7.5 days and phosphine concentrations between 1.8 and 3.5g m™.
Again the area of maximum sorption by the grain at this water activity coincided
with the area of minimum percentage of total grains internally infected by fungi, so
it is probable that in this case, a relationship may exist between phosphine sorption

and the control of fungi.
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Figure 4 shows that phosphine sorption ranged from 0 to 1g m™ when water
activity was fixed at 0.95. The maximum phosphine sorption by the grains was
achieved after an exposure time of 12 days and phosphine concentration from 2.2
to 4.0g m™. The percentage of grains internally infected by fungi varied from 70%
to 100%. The lowest percentage of grains infected by fungi was achieved with
exposure times of 1 to 4 days and phosphine concentrations above 3.5g m™. The
minimum percentage of grains internally infected by Aspergillus flavus was
achieved between 8 and 15 days of exposure at phosphine concentrations above
2.0g m™. The percentage of grains internally infected by A flavus varied from 9 to
90%. At this water activity the area of maximum sorption coincided with the area of
the minimum percentage of grains internally infected by Aspergillus flavus. The
overlay of the graphs for Aspergillus flavus and phosphine sorption clearly show

this relationship.

111



CAPITULO 5

[ il
[ iRk
o2
W o
[
O o0s%
B oes
o
W o6
W 0%
B atove

| k]
| R
| s
| RERE
5 61982
] Bagss
B T8
B 2009
[ e
W %7
| Eln

| [kl
[ REREA
| [P
W 5364
[ 45455
[ 54543
I 636%
| RFEry
W esie
| ik
| B

(2] suieiB pEaajul

(=) SMABY Y

(cwyB) vondios auydsoud

2

=

&

[ Rl
| AL
W 014
[ ]
3 0428
[ 05%
W 05
W 05
W 0858
W %
W above

Exposurs time (dzys;

M @
| Rkl
W
W 7eon
[ #1982
[J g5
[ &7
[ w0
[
W %097
I above 1 3 5 7 ]

PHz (g m™%)

H 13 18

Exposure time |days)

| L]
| RIALH
| B
W 3%
[ 4,455
[ 54545
[ 63,63
W 277
| Kt
I o0908
B chiove 1 3

o

7 L] n 1 15

Exposure fime |days)

Figure 4. Response surfaces for phosphine sorption (above), percentage of grains internally infected by fungi

(middle) and by Aspergillus flavus (below) as a function of exposure time and phosphine concentration in corn

grains at 0.95 a,,




CAPITULO 5

In normal fumigation practice, phosphine concentrations between 0.1 and
0.5g m™, and exposure times of 3 to 16 days are recommended to control insects,
varying according to the temperature. VALENTINI et al. (1996) Sorption is a cause
of concentration loss and so less fumigant is left for the control of insects.

Previous papers have shown that phosphine can also be used for fungal
and mycotoxin control. In this case phosphine sorption by the grain could be of
benefit, as the fungi are on the inside of the grains.

Unlike studies on insects there is no study on how phosphine controls the
fungi. It is uncertain if the action is due to the phosphine in the free spaces or that
which is adsorbed by the grain or both. Our study shows that for corn grains,
depending on the water activity, a relationship may exist between the phosphine
sorbed and the control of fungi as measured by the direct plating technique. More
studies are needed to verify if control by the sorbed phosphine is species
dependent.

4. CONCLUSION

Based on the prevailing experimental conditions, we concluded that,
depending on the water activity of the grain, a relationship may exist between
fungal control and the phosphine sorbed by the grains, and more specifically,

between Aspergillus flavus control and phosphine sorption.
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CAPITULO 6

SORGAO DE FOSFINA E AVALIACAO DOS SEUS NiVEIS RESIDUAIS
EM MILHO EM GRAOS COM ELEVADO TEOR DE UMIDADE’

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram verificar os niveis de sorcao de fosfina e
avaliar os niveis residuais desse fumigante em milho em graos com elevado teor
de umidade. A sor¢do de fosfina foi determinada pela diferenca entre as
concentragdes inicialmente aplicadas e aquelas determinadas apos os diferentes
periodos de exposicdo as mesmas. A técnica da Metodologia de Superficie de
Resposta foi utilizada, de modo a se obter os niveis de sorcéo e de residuo desse
fumigante, quando aplicado em milho com atividade de agua de 0,85 a 0,98,
exposto a concentragdes de 0 a 4g m™ de fosfina por 1 a 15 dias. Os residuos de
fosfina foram quantificados por espectrofotometria no comprimento de onda de
400nm. Amostras de milho isentas de fosfina e fortificadas com este gas nas
concentracbes de 0,5ug/g e 1,0ug/g apresentaram recuperagbes nas faixas de
94% a 116% e 95% a 117%, respectivamente. Os niveis de sorcdo de fosfina
aumentaram com o teor de umidade e com a concentragdo do fumigante; no
entanto, nenhum residuo de fosfina foi detectado no milho dentro do limite de
quantificagcéo do método que é de 0,1ug/g e, portanto, nao foi possivel a obtencéo
de superficies para essa resposta. Em relagéo aos resultados obtidos, concluiu-se
que o uso da fosfina com a finalidade de controlar fungos em milho com elevado
teor de umidade n&o apresenta impedimentos sob o ponto de vista de seguranca

alimentar, visto que esse fumigante nao deixa residuos no produto.

Palavras-chave: Milho, fumigacao, fosfina-residuo, fosfina-sorcao.

" Artigo publicado no Brazilian Journal of Food Technology, 5: 87-93, 2002
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PHOSPHINE SORPTION AND EVALUATION OF ITS RESIDUE LEVELS
IN CORN GRAINS WITH HIGH MOISTURE CONTENTS

SUMMARY

The objectives of this research were to verify the sorption levels of
phosphine and to evaluate the residual levels of this fumigant in corn grains with
high moisture content. Phosphine sorption was determined from the difference
between the concentrations initially applied and those determined after different
periods of exposure to each treatment. Response Surface Methodology technique
was used in order to determine the sorption and residue levels of this fumigant
when applied to corn with water activities from 0.85 to 0.98, exposed to phosphine
concentrations of 0 to 4g m™ for 1 to 15 days. The phosphine residues were
quantified by spectrophotometry at a wave length of 400 nm. Corn samples
containing no phosphine and fortified with this gas at concentrations of 0.5ug/g and
1.0ug/g, showed recoveries in the range of 95% to 117% and 94% to 116%,
respectively. The sorption levels of phosphine increased with the moisture content
and with fumigant concentration. However, no phosphine residue was detected in
the grains, the quantification limit for the method which is up to 0.1ug/g, so that it
was not possible to obtain a response surface for this parameter. It was concluded
that the use of phosphine with the aim of controlling fungi in corn with a high
moisture content, had no restrictions with respect to food safety, since this leaves

no residues in the product.

Key-words: Corn, fumigation, phosphine-residue, phosphine-sorption
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1. INTRODUCAO

O milho € o cereal mais importante cultivado no Brasil. Condicées climaticas
desfavoraveis ou falta de infra-estrutura adequada podem impossibilitar a
secagem desse cereal até limites considerados seguros para a sua estocagem. A
manutengao de teores de umidade e temperatura elevadas favorecem o
crescimento de Aspergillus flavus e a produgdo de aflatoxinas nesse produto,
tornando-o inadequado para consumo humano ou animal.

A fosfina, um fumigante amplamente utilizado para o controle de insetos,
tem se apresentado como uma alternativa vidvel para controlar fungos e
micotoxinas em gréos armazenados com elevados teores de umidade (CASTRO,
PACHECO, 1995, CASTRO et al., 1992, CASTRO et al., 1995, CASTRO et al.,
1996, HOCKING, BANKS, 1991a, HOCKING, BANKS, 1991b).

Recentemente CASTRO et al. (2001), estudaram o efeito da fosfina no
controle de Aspergillus flavus e na producéo de aflatoxinas em milho Umido e
determinaram as condigdes de fumigacdo necessarias para se obter controle
daquela espécie flngica e evitar a producio de aflatoxinas, sem contudo avaliar
os niveis de sorgao e de residuos no produto fumigado. No entanto, sabe-se que
dependendo das condigdes ambientais, da umidade das amostras e da maneira
como € realizada a fumigagao, diferentes teores de fosfina podem ser sorvidos
pelos graos (BERCK, GUNTHER, 1970, SALEM, M'NAQUAR, 1991). Sorgéo é um
termo que inclui tanto a sorgdo quimica quanto a fisica de acordo com MC BAIN
(1926) citado por BERCK, GUNTHER (1970).

Apesar da importancia tecnolégica do uso da fosfina para evitar a producao
de micotoxinas, existe o risco da mesma, por meio do fenémeno de sorgao, atingir
concentragoes nos graos que possam acarretar danos a satide do consumidor.

Em funcéo destes aspectos, os objetivos deste trabalho foram verificar os
niveis de sorgao de fosfina em milho em graos com elevado teor de umidade e

avaliar os niveis residuais desse fumigante no produto submetido a fumigacéao.
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2. METODOLOGIA

2.1 Material

Foi utilizado o milho hibrido Cargill 606 obtido da Estacao Experimental do
Instituto Agrénomico de Campinas.

O residuo de fosfina foi avaliado em amostras de milho submetidas a
fumigacao nas condicdes estudadas por CASTRO et al. (2001), conforme descrito

a seguir.

2.2. Planejamento Experimental

Amostras de 300g de milho com teores de umidade de 153% a 24,5%,
correspondentes a atividade de agua de 0,85 e 0,98, respectivamente, foram
inoculadas com Aspergillus flavus e acondicionadas em dessecadores de 9 litros
hermeticamente fechados. Nos dessecadores, foram colocados aproximadamente
300mL de solugao saturada de K,Cr,O7 (98% de U.R.), nitrato de chumbo (95% de
U.R.), tartarato de sodio e potassio (92% de U.R.), tartarato de sédio (87% de
U.R.) e cloreto de potassio (85% de U.R.) em diferentes concentragdes, de modo
a garantir ambientes com umidades relativas variando de 85% a 98% e volume
livre de 8,7L. Os dessecadores foram mantidos em uma camara com temperatura
controlada de 25+£2°C.

De acordo com o delineamento experimental previamente estabelecido, as
amostras foram submetidas a fumigacao por periodos que variaram de 1 a 15
dias, sendo expostas a concentragdes de fosfina que variaram de 0 a 4,0 g m>.
Os ensaios foram feitos em triplicata e a média considerada como resultado final.
A fosfina foi introduzida nos dessecadores através do orificio da tampa fechado
com silicone. A tampa do dessecador foi untada com graxa de silicone e envolvida
com fita adesiva para vedacao do sistema.

Logo apds o periodo de fumigagdo com fosfina, as amostras foram

coletadas e mantidas em freezer para analises de residuos.
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Foi utilizada a técnica da Metodologia de Superficie de Resposta e o
delineamento rotacional de segunda ordem com 3 fatores e 6 repeticées no ponto
central (BOX et al., 1978) como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Delineamento rotacional de segunda ordem com 3 fatores e 6 repeticées

no ponto central (Superficie de Resposta).

Codificado Valores Reais
Ensaios | Afividade Tempo | Dose de fosfina Atividade | Tempo | Dose de fosfina
de agua (dias) (@m™) de agua (dias) @m™
1 -1 -1 -1 0,87 3,8 0,8
2 1 -1 -1 0,95 3,8 0,8
3 -1 -1 1 0,87 3,8 3.2
4 1 -1 1 0,95 3,8 3,2
5 -1 1 -1 0,87 12,2 0,8
6 1 1 -1 0,95 12,2 0,8
7 -1 1 1 0,87 12,2 3.2
8 1 1 1 1 | 0,95 12,2 3,2
9 | -1,68 0 0 0,85 8,0 2,0
10 1,68 0 0 0,98 80 | 2,0
11 0 0 -1,68 0,92 8,0 0,0
12 0 0 +1,68 0,92 8,0 4.0
13 0 -1,68 0 0,92 1,0 | 2,0
14 0 +1,68 0 0,92 15,0 20
15 0 0 0 0,92 8,0 20
16 0 0 0 0,92 8,0 2,0
17 0 0 0 0,92 8,0 2,0
18 0 0 0 0,92 8,0 2,0
19 0 0 0 0,92 8.0 20
20 0 0 0 0,92 8,0 2.0
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2.3. Analise de residuos de fosfina

A. Padréo de fosfina e solugdo de nitrato de prata

Utilizaram-se pastilhas de fosfeto de aluminio (Gastoxin-Casa Bernardo)
que liberaram o gas fosfina na concentragéo de 86%. Este gas diluido foi utilizado
tanto para a fumigacdo do milho em dessecadores como para elaboracéo da
curva-padrao. Nas condigbes Normais de Temperatura e Pressao (CNTP) ha
1,20mg de fosfina em 1mL do gas liberado pela pastilha de fosfeto de aluminio
(RANGASWAMY, 1984).

Pesou-se 0,075g de AgNO; e dissolveu-se em 50,0mL de agua deionizada.
Retirou-se uma aliquota de 5mL e transferiu-se para um baldao volumeétrico de

250mL completando-se o volume com agua.

B. Sistema coletor de fosfina (SCF) e tubo de diluigdo de fosfina (TDF)

Para uso do padrao do gas fosfina foi utilizado um sistema coletor de fosfina
(SCF) consistindo de um becker de 2 litros, um tubo com tampa de rosca de
baquelite com um orificio fechado com silicone e septo de borracha e a outra
extremidade aberta. Para diluicao do gas, utilizou-se de um tubo de diluicdo de
fosfina (TDF) de 70,5mL (2cm x 20cm) hermeticamente fechado (Figura 1).

O tubo completamente cheio de acido sulfurico (5%) foi mergulhado até a
metade, com a extremidade aberta para baixo, em um becker com a mesma
solucado acida. A pastilha de fosfeto de aluminio foi colocada abaixo da
extremidade aberta do tubo para possibilitar que o gas fosfina evoluido se
depositasse na parte superior do tubo, por onde eram retiradas aliquotas do gas,

com seringa gastight.
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Figura 1. Sistema coletor de fosfina (SCF) e tubo de diluigdo de fosfina (TDF).

C. Curva-padréao de fosfina

Em tubos de vidro (1,0cm x 10cm) com orificios nas tampas, fechados com
silicone e septo de borracha, foram adicionados 8,0mL da solucdo de nitrato de
prata (7,5mg/250mL de agua). Com seringa gastight foram retiradas aliquotas do
tubo TDF e injetadas nos tubos de vidro para obtengao de concentragdes de
fosfina na faixa de 0,01pug/mL e 0,09ug/mL. A fosfina com o nitrato de prata
formaram o croméforo de cor amarela, o qual foi determinado em
espectofotdmetro a 400nm de comprimento de onda. Na preparacéo do branco,
injetou-se ar na solugdo de nitrato de prata. Os valores da absorbancia e as

respectivas concentragdes encontram-se na curva-padrao (Figura 2).

123



CAPITULO 6

0,104

0,08

0,06 = )

0,04

Absorbancia

0,024

0,004

0,00 0,02 0,04 0.06 0,08 " 010
Fosfina (pg/mL)

Figura 2. Curva padrao de fosfina

D. Determinagéo do residuo de fosfina em milho

Para determinagcdo de fosfina em milho foi utilizado o método de
RANGASWAMY (1984), segundo o seguinte procedimento:

Em tubos de vidro de 2,0cm x 20cm foram pesadas 20g de milho triturado
em processador. Adicionaram-se 60mL de solugao de nitrato de prata (7,5mg/mL),
agitando-se os tubos intercaladamente quatro vezes, durante 1 minuto. Apos 45
minutos, os tubos foram centrifugados-a 15.000rpm, entre 5°C e 10°C, durante 30
minutos em centrifuga marca Sorvall, modelo RC 26 plus, utilizando-se rotor
SA300. Apds centrifugagdo os extratos foram filtrados em filtros de 0,45um.
Preparou-se uma amostra testemunha sem fosfina que foi utilizada como branco.
Foram lidas as absorbancias dos extratos em espectrofotémetro, marca Phillips,
modelo PU8620 UV/VIS/NIR na regido do visivel a 400nm. Para calculo das
concentracées de fosfina nas amostras foram comparadas as absorbancias das
amostras com as obtidas com os padroes.

Para determinagdo da recuperacdo foram utilizadas as mesmas

quantidades e o mesmo procedimento anteriores, injetando-se fosfina no milho-

testemunha correspondente a concentragdes de 1,0ug/g e 0,5ug/g antes da
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fortificagdo com fosfina para validagao do método e antes da quantificagdo deste
gas nos graos submetidos a fumigacao, as amostras foram homogeneizadas em
homogeneizador rotatério, durante 45 minutos.

Embora os extratos tenham sido submetidos a centrifugacdo, visando
separar as particulas, ocasionalmente foi necessario uma posterior microfiltracao

para proporcionar uma solucao final cristalina.

E. Determinagdo dos niveis de sorgéo de fosfina em milho

Os niveis de sorgdo de fosfina foram obtidos pela diferenca entre as
concentragdes inicialmente aplicadas e aquelas obtidas antes da abertura dos
dessecadores, ap6s o periodo de exposi¢cdo ao fumigante. A concentragao de
fosfina foi obtida por cromatografia gasosa. Uma curva-padrao de fosfina (Figura
2) foi utilizada para se obter concentragdes de acordo com as areas integradas. As
condi¢cdes cromatograficas foram: cromatégrafo gasoso HP 6890 com um detector
fotometrico de chama, temperatura de 150°C, com um filtro de fésforo (525 nm),
fluxo de nitrogénio de 150mL/min e fluxo de ar de 110mL/min. coluna capilar
1909/j413 HP-5 com metil fenil siloxano 5% (30mx320pumx0,25pum) com um fluxo
constante de nitrogénio de 2.0mL/min. e um injetor no modo split (50:1) com make
up a 60mL/min, ambos a 150°C. O cromatdgrafo foi conectado a um computador
(Chemstation) HP Vectra XA, o qual integra picos de area e calcula

concentracdes. Uma amostra de 20mL foi injetada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sorcao de fosfina

Os resultados de sorcao e de residuo de fosfina, em fungao das variaveis

estudadas, estao apresentados na Tabela 2.

125



CAPITULO 6

Tabela 2. Sorcdo e residuos de fosfina nas amostras analisadas (meédia de 3

repeticoes).

Dose de fosfina Tempo Atividade de  Residuo de fosfina no Sorcdo de
(ng/9) (dias) agua milho (ug/g) fosfina (g m ®)
0,8 3,8 0,87 <0,1 0,1
3,2 3,8 0,87 201 0,4
0,8 12,2 0,87 <01 0,1
3,2 12,2 0,87 < 0] 0,7
0,8 3,8 0,95 < 0,1 0,1
3,2 3,8 0,95 <01 0,3
0.8 12,2 0,95 <0,1 0,4
3,2 12,2 0,95 < 0.1 11
2,0 8 0,85 =01 0,3
2,0 8 0,98 01 1.5
20 1 0,92 < 0,1 0,1
20 15 0,92 0.1 0,6
0,0 8 0,92 ) 0,0
40 8 0,92 ey 0,4
2,0 8 0,92 <0, 0,3
20 8 0,92 < 0,1 0,5
2,0 8 0,92 <0 0,2
2,0 8 0,92 <01 0,5
2,0 8 0,92 <0,1 0,6
2,0 8 0,92 <0,1 0,3

Os niveis de sor¢cao variaram de 0,1 a 1,59 m~. Nao existem dados na

literatura sobre sorg¢ao de fosfina nas condi¢des do experimento. A fosfina, quando
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liberada para atmosfera, € degradada muito vagarosamente devido a reacao de
oxidagao com oxigénio do ar atmosférico.

A analise de regressao dos resultados da Tabela 2 possibilitou obter um
modelo matematico para sorcado de fosfina, em funcéo das variaveis estudadas
(Tabela 3) .

Tabela 3. Modelo matematico para sorgao de fosfina.

Coeficiente de
Modelo Real (p<0.1) determinacéo (R?)

Y= 102,20-30,20a,+128,91a,+20,039t+ PH;*0,374-0.06*PH,’ 78,31%

Y= sor¢édo de fosfina. a,, = atividade de agua. PH,;= concentragao de fosfina (g m ‘3)

T= tempo de exposigao ao fumigante.

A analise de efeitos indicou que a atividade de agua, o tempo de exposicao
e a concentragdo do fumigante influenciam os niveis de sor¢do. O aumento
desses fatores correspondeu a maiores niveis de sorgao do fumigante pelos
graos. A anadlise de variancia pelo erro puro (Tabela 4) mostrou que, ao nivel de
confianga de 90%, o valor de F calculado da regressédo foi maior que o valor

tabelado e, portanto, o modelo obtido é valido.

Tabela 4: Andlise de variancia para sor¢ao de fosfina

Fontes de variacao S.Q. G.L. M.Q. F.calculado
Regresséao 1,845521 5 0,369
Residuos 0,631979 14 0,045 o2
Falta de ajuste 0,511979 9 0,0569
Erro puro 0,12 5 0,024 =
Total 2,477500 19

S.Q.:soma quadratica, G.L.:Graus de liberdade, M.Q.: Média quadratica; Fcalc.:Valor de F calculado

As atividades de agua foram fixadas em 0,89, 0,92 e 0,95 (Figura 3), de

modo a poder visualizar melhor o que ocorre com a sor¢ao do fumigante com o
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aumento da atividade de agua. Verifica-se que com o aumento da atividade de
agua os niveis de sorgdo também aumentam. A 0,89 de atividade de agua, os
niveis de sor¢do maximos estimados alcancados foram superiores a 0,6g m=, a
0,92 de atividade de agua foram de 0,68g m™ e a 0,95 de atividade de agua foram
superiores a 0,97g m™.

3.2 Residuos de fosfina em milho

Os resultados das adi¢des e recuperacdes de fosfina em milho encontram-
se na Tabela 5. A coloragdo amarela do milho, proveniente dos carotendides, nao
provocou interferéncia nas analises quando da formacao do cromaéforo amarelo de
nitrato de prata-fosfina. Isto porque pela utilizagao do milho sem fumigagédo como
branco, durante a leitura da absorbancia a 400nm, subtraiu-se o valor de
absorbancia oriunda da coloragdo amarela do milho, resultando em recuperagdes
na faixa de 94% a 117%.
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Figura 3. Superficies de resposta para sorgao de fosfina em funcdo da
concentracao e tempo de exposicao ao fumigante em milho em grdos com
atividade de agua fixada em 0,89; 0,92 e 0,95 (equivalente a conteudos de
umidade de 16,2%; 19,2% e 21,6%, b.u.)
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Tabela 5. Adigao e recuperacao de fosfina em milho testemunha.

B Estimativa do DPA
Fortificagao Recuperagao (%) ) cVv
(mg/kg) (%)
N Faixa Média
1,0 4 (95-117) 108 11 10
0,5 4 (94 - 116) 110 10 9

n = numero de determinagdes. DPA = Desvio Padrao Absoluto. CV=coeficiente de variagao

Nao foram detectados residuos de fosfina nas amostras de milho fumigado
dentro do limite de quantificagdo do método (0,1ug/g) (Tabela 5). A Legislagéo
Brasileira de Residuos de Pesticidas estabelece 0,1ug/g como o limite maximo de
residuos (LMRs) permitido para fosfina em graos (BRASIL, 1985).

A nao-deteccdo de residuos de fosfina no milho provavelmente esta
relacionado, com a aeragao a que as amostras foram submetidas logo apos o
término do periodo de fumigacdo. Estes resultados estdo coerentes com os
obtidos por DIETERICH et al. (1967) e AL-OMAR, AL-BASSOMY (1984). Varios
experimentos realizados por estes autores demonstram que nao foram detectados
residuos de fosfina, devido as amostras terem sido submetidas a aeragéo
adequada.

Nao foram encontrados na literatura resultados de pesquisas semelhantes
as desenvolvidas neste trabalho. Entretanto, alguns autores reportam niveis
residuais de fosfina abaixo de 0,01ug/g em gréos, como arroz e soja, coletados no
comércio e niveis entre 0,001 e 0,022ug/g em trigo fumigado com fosfina, apés 3
anos de estocagem e também concentragées de 0,04pug/mL de fosfina em trigo,
apos fumigagdo com tabletes comerciais de phostoxin seguido de aeragao.
(MATTHEWS et al., 1970, RAUSCHER et al., 1972, BARRETO et al., 1984).
Esses valores estdo bem abaixo do limite minimo de deteccao do meétodo utilizado

neste estudo e também daquele necessario para atender a legislagao vigente.
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Nao foi possivel obter uma superficie de resposta para o residuo de fosfina,
uma vez que nao foram detectados residuos desse fumigante nas condicdes

estudadas no presente estudo.

4. CONCLUSOES

e Foi possivel expressar, por meio de um modelo matematico, o efeito da
atividade de agua, concentracdo de fosfina e tempo de exposicdo nos
niveis de sorcao de fosfina em milho com elevado teor de umidade sendo
que o aumento desses fatores correspondeu a maiores niveis de sor¢éao do
fumigante pelos graos.

e A concentragdo do fumigante, a atividade de agua e o periodo de exposicéo
afetaram significativamente os niveis de sorgao obtidos.

e O uso da fosfina com a finalidade de controlar fungos em milho com
elevado teor de umidade nao apresenta impedimentos sob o ponto de vista

de seguranga alimentar visto nao deixar residuos no produto.
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ANEXOS

ANEXOS

Tabela1: Equacgdes de regresséo e coeficientes de determinagao obtidos para as

curvas de adsorg¢ao e dessorgao.

Equacgoes de regressao Coeficientes de determinacgao
y = 263,43x°> — 411x + 174,33 (adsorgao) r’ = 0,9644
y = 210,49 — 317,41x + 133,54 (dessorg&o) r’ = 0,9605
30,0
25,0

20,0

15,0 -

10,0 -

Teor de umidade de equilibrio (b.u.

5,0

0,0
70,0 75,0 80,0 85,0 90,0 95,0 100,0
Umidade Relativa de Equilibrio (%)

Figura 1. Curvas de adsorgao (m) e desorgao (A) de umidade para milho em
graos Cargill 606
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