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RESUMO
O presente experimento teve como objetivo correlacionar os resultados obtidos da microbiota fúngica e
produção de micotoxinas com os níveis de nitrogênio, zinco e boro utilizados no plantio do milho.
Foram realizados tratamentos com quatro concentrações de nitrogênio (0, 50, 100 e 150 kg/ha) de forma
interativa com duas concentrações de zinco (0,5 e 1,0 kg/ha), duas concentrações de boro (0,25 e 0,5 kg/
ha) e duas concentrações de zinco mais boro (0,5 e 1,0; 0,25 e 0,5 kg/ha respectivamente), perfazendo
um total de 25 tratamentos. A média de contaminação das amostras de milho pelos gêneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium foi de 42,7; 38,9 e 41,5% respectivamente, principalmente na faixa de 0,53 a
0,63 de atividade de água. A análise de fumonisinas revelou uma contaminação em 100% das amostras,
em níveis que variaram de 1,7 a 27,9 mg/kg para FB1 e de 0,3 a 11,2 mg/kg para FB2. Foi detectada
aflatoxina B1 em 7 amostras de milho (16,0 a 1858,3 µg/kg) e B2 em 3 amostras (14,6 a 110,3 µg/kg). A
Análise de Variância demonstrou que o nitrogênio foi positivamente significativo (p<0,05) sobre a
porcentagem de contaminação pelo gênero Fusarium, enquanto que para o gênero Aspergillus foi
negativamente significativo (p<0,10).
Palavras-Chave. aflatoxinas, fumonisinas, grãos de milho, nutrientes, microbiota fúngica.

ABSTRACT
The present study aimed to correlate the mycoflora and mycotoxins production with nitrogen, zinc, and
boro levels used during the corn grain crop. For the experiment, following treatments were done:  use of
four  doses of nitrogen (0, 50, 100, and 150 kg/ha), two levels of zinc (0.5 and 1.0 kg/ha), two of boro
(0.25 and 0.5 kg/ha), and two levels of zinc and boro (0.5 and 1.0 , 0.25 and 0.5 kg/ha, respectively).
Twenty-five treatments were performed. The corn mycoflora profiles showed that Aspergillus, Penicillium
and Fusarium contaminations prevailed in 42.7, 38.9, and 41.5% of samples, respectively. The highest
frequencies of isolated fungal were detected mainly at aw values of 0.53-0.63. Fumonisins analysis indicated
a contamination in 100% of corn samples, at concentrations ranging from 1.7 to 27.9 mg/kg for FB1, and
from 0.3 to 11.2 mg/kg for FB2. Seven corn grain samples were contaminated with aflatoxin B1 at
concentrations ranging from 16.0 to 1,858.3 mg/kg, and three  samples were contaminated with aflatoxin
B2 at concentrations that ranged from 14.6 to 110.3 mg/kg. Statistical analysis indicated that the nitrogen
did influence on the prevalence of Fusarium spp. in corn grains (p<0.05). A significant negative correlation
was observed between  nitrogen and the genus Aspergillus prevalence  in corn grains (p<0.10).
Key Words. aflatoxins, fumonisins, corn, nutrients, mycoflora
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INTRODUÇÃO

Micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por
fungos filamentosos, que apresentam atividade carcinogênica,
mutagênica, teratogênica e estrogênica. Devido a esses efeitos
tóxicos, a presença de micotoxinas em alimentos e rações é
potencialmente perigosa para saúde humana e animal1.

As fumonisinas são micotoxinas produzidas,
principalmente, pelos fungos Fusarium verticillioides e F.
proliferatum, que se encontram freqüentemente no milho e em
seus derivados2. A fumonisina B1 (FB1) é a mais tóxica e a mais
encontrada em amostras de milho1. Com base nas evidências
toxicológicas, a Internacional Agency for Research on Cancer -
IARC classificou as fumonisinas como pertencentes à Classe
2B, possivelmente carcinogênica a seres humanos, embora ainda
não haja evidência suficiente3.

As aflatoxinas são metabólitos secundários fúngicos
produzidos, principalmente, por Aspergillus flavus e A.
parasiticus. São conhecidas 17 substâncias do grupo sendo as
aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2) as
mais encontradas em alimentos4. As aflatoxinas foram
classificadas na Classe 1 dos carcinógenos humanos sendo a
aflatoxina B1 a mais tóxica, tendo o fígado como alvo principal3.

O milho é o cereal mais tradicional no Brasil, e também
é um excelente substrato para o desenvolvimento de fungos
toxigênicos, por isso a utilização de métodos de produção e
conservação, contra ataque fúngico é de grande interesse. Além
do mais o milho é utilizado intensamente durante todo o ano e
sua produção ocorre somente em um restrito período de tempo.

Uma nutrição mineral balanceada com macronutrientes
e micronutrientes protege as plantas contra ataques fúngicos,
porém aquelas que não tiverem uma nutrição adequada podem
desenvolver doenças, aumentando a severidade da enfermidade,
conseqüentemente, diminuindo a produtividade e favorecendo
a produção de micotoxinas5-7.

O macronutriente mais importante é o nitrogênio, que
faz parte de várias moléculas de proteínas, enzimas, coenzimas
e ácidos nucléicos8-9. Excesso de nitrogênio nas plantas pode
promover um crescimento vegetativo prolongado, onde as folhas
ficam mais expostas aos patógenos e a parede celular fica mais
fina e vulnerável à penetração de fungos10.

O zinco é um micronutriente que tem funções metabólicas
essenciais à planta. Ele participa como componente de um grande
número de enzimas, como as desidrogenases, proteinases,
peptidases e fosfohidrolases. Além disso, o zinco está relacionado
com o metabolismo dos carboidratos, das proteínas, dos fosfatos
e na formação da estrutura de auxinas, de RNA e de ribossomos11.
Com a deficiência de zinco as plantas ficam mais susceptíveis à
várias doenças, muitas de origem fúngica12. O zinco desempenha
papel de destaque na biossíntese de muitos metabólitos
secundários, incluindo policetídeos do grupo das aflatoxinas13-15.
O zinco liga-se ao ácido nucléico, afetando a expressão dos genes
de algumas enzimas, envolvidas no metabolismo dos fungos
toxigênicos e na síntese das micotoxinas16.

O boro é um micronutriente essencial para as plantas,
pois participa da síntese da parede celular e da integridade das
membranas plasmáticas das plantas17.

O presente experimento teve como objetivo avaliar os
efeitos dos nutrientes nitrogênio, zinco e boro, aplicados durante
o plantio de milho, na microbiota fúngica e na produção de
aflatoxinas e fumonisinas, em amostras de milho recém-colhido.

MATERIAL E MÉTODOS

Local do experimento
O estudo foi conduzido na estação experimental da Escola

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - ESALQ-USP, situada
no município de Piracicaba-SP, a 22o43’S, 47o38’W, 580 m de
altitude. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, onde foram distribuídas nove sementes por metro
linear de sulco, cada parcela experimental foi composta por
quatro linhas de 5 m de comprimento, com espaçamento de 0,8
m entre si, perfazendo uma área total de 16 m2.

Híbrido de milho
A semente para o plantio foi o híbrido Cargill 909. A

semeadura foi realizada em setembro de 1999 e as espigas de
milho colhidas em janeiro de 2000. No total foram analisadas
72 amostras de grãos de milho provenientes de diferentes
tratamentos com zinco, boro e nitrogênio, quanto à
contaminação por fungos, aflatoxinas e fumonisinas.

Tratamentos
Os nutrientes foram aplicados, via foliar, na segunda (4

folhas) e na quarta semana (8 folhas), após a emergência da
planta de milho. As fontes de nitrogênio, zinco e boro foram
uréia, sulfato de zinco e ácido bórico, respectivamente, onde
as quatro doses de nitrogênio (0, 50, 100 e 150) foram aplicadas
de forma interativa com zinco (0, 0,5 e 1,0 kg/ha) e boro (0,
0,25 e 0,5 kg/ha). Todos os tratamentos foram realizados em
três repetições no campo, com a exceção do tratamento 1. Os
25 tratamentos estão indicados na Tabela 1.

Atividade de água
A atividade de água dos grãos de milho foi determinada

utilizando-se o aparelho AQUALAB CX-2 (Decagon Devices
Inc., Pullman, Washington).

Contagem, isolamento e identificação da microbiota fúngica
dos grãos de milho

A microbiota fúngica dos grãos foi determinada de
acordo com o método de Berjak18. De cada amostra de milho,
uma sub-amostra de 33 grãos foi desinfetada superficialmente
com hipoclorito de sódio a 2 % por 3 minutos e lavada três
vezes com água destilada esterilizada. Onze grãos foram
plaqueados em placa de Petri contendo o meio Ágar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25
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oC por 5 dias. As colônias fúngicas foram contadas e
identificadas em nível de gênero. Entretanto aqueles
pertencentes ao gênero Fusarium e Aspergillus foram
classificados até espécie de acordo com os compêndios Raper
& Fennell19; Arx 20; Nelson et al.21 e Nelson22.

Análise de Fumonisinas
As amostras de milho foram extraídas de acordo com o

método de Sydenham et al.23. Os extratos das amostras foram
ressuspendidos com 200 µL de acetonitrila:água (1:1), e
derivatizados com uma solução de ortoftaldialdeído-OPA (40 mg
de OPA, 1 mL metanol, 5 mL tetraborato de sódio 0,1 M e 50 µL 2-
mercaptoetanol) por 2 minutos. O produto dessa reação foi analisado
no Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência-CLAE, em fase reversa
e modo isocrático (Bomba Shimadzu LC-10AD, Detector de
fluorescência RF-10AXL). Para separação foi empregada a coluna
analítica 5 µm ODS-20 C18 (150x 4.6 mm, Phenomenex - Ultracarb)
e como fase móvel, foi utilizado o sistema acetonitrila:água:ácido
acético (50:50:1), com vazão de 1,0 mL/min. e temperatura de coluna
24°C. Essa composição de fase móvel permitiu a obtenção de pressão
e viscosidade de fase móvel adequadas, com separação e tempo de
retenção: tr FB1= 8-10 minutos e tr FB2= 22-24 minutos. O limite de
detecção do método foi de 50ng/g, tanto para fumonisina B1 quanto
para fumonisina B2 e a taxa de recuperação foi de 88% e 94% para
FB1 e FB2, respectivamente.

Análise de Aflatoxinas
As amostras de milho foram quantificadas de acordo com

o método de extração de Soares e Rodriguez-Amaya24. Os extratos
das amostras foram ressuspendidos em 500 µL de clorofórmio e
aplicados em cromatofolha de alumínio (Sílica Gel 60G - Merck).
A quantificação foi feita por métodos visuais através da luz
ultravioleta (366nm), comparando a intensidade da fluorescência
do padrão com as das amostras. O limite de detecção do método
foi de 2 µg/kg e a taxa de recuperação foi de 80 %.

Análise estatística
Os dados obtidos de cada característica avaliada foram

submetidos a quatro modelos de análise da variância (p<0,05 e
p<0,1), com dois fatores, para que o efeito do nitrogênio, zinco e
boro sobre a contaminação fúngica e produção de micotoxinas
fosse analisado. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-
se o programa “Statistical Analysis System-SAS” (versão 6.11)25.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Atividade de água
A atividade de água influencia nas interações com os

fungos, na habilidade em produzir esporos, nas atividades
metabólicas e, principalmente, na produção de micotoxinas26.

Tabela 1. Níveis de nitrogênio, zinco e boro utilizados no plantio de milho (Tratamentos).

Tratamento Descriminação Composição
1 Nitrogênio (0kg/ha) Zinco (0 kg/ha) + Boro (0kg/ha)
2 Zinco (0,5kg/ha)
3 Zinco (1,0kg/ha)
4 Boro (0,25kg/ha)
5 Boro (0,5kg/ha)
6 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
7 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
8 Nitrogênio (50kg/ha) Zinco (0,5kg/ha)
9 Zinco (1,0kg/ha)

10 Boro (0,25kg/ha)
11 Boro (0,5kg/ha)
12 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
13 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
14 Nitrogênio (100kg/ha) Zinco (0,5kg/ha)
15 Zinco (1,0kg/ha)
16 Boro (0,25kg/ha)
17 Boro (0,5kg/ha)
18 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
19 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
20 Nitrogênio (150kg/ha) Zinco (0,5kg/ha)
21 Zinco (1,0kg/ha)
22 Boro (0,25kg/ha)
23 Boro (0,5kg/ha)
24 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
25 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
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A atividade de água dos grãos de milho recém-colhidos variou
de 0,53 a 0,63. Os valores de atividade de água encontrados
nas amostras analisadas foram baixos para a produção de
fumonisinas pelo Fusarium verticillioides. Isto sugere que a
produção das fumonisinas tenha ocorrido antes da colheita do
milho. Cahagnier et al.27 constataram que não há produção de
fumonisinas B1 em atividade de água de 0,85 a 0,86. Marin et
al.28 observaram uma maior produção de fumonisinas B1 em
grãos de milho com atividade de água entre 0,95 a 0,96. Almeida
et al.29 verificaram que os mais altos níveis de contaminação
de fumonisina B1 em grãos de milho ocorreram em valores de
atividade de água que variaram de 0,93 a 0,99.

Microbiota fúngica dos grãos de milho
A contaminação média dos grãos de milho pelos fungos

Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp., nos 24
tratamentos, foi de 42,7; 41,5 e 38,9 %, respectivamente. Além
desses, também foram encontrados fungos dos gêneros
Trichoderma (11,02 %), Nigrospora (3,0 %), Cladosporium
(3,34 %), Rhizopus (3,0 %), Cephalosporium (11,02 %), Fungos
Não Esporulados - FNE (18,18 %) e leveduras (24,0 %). O

O fungo Aspergillus flavus foi isolado dos grãos de milho
de todos os tratamentos, onde a contaminação média, por este
fungo, nos tratamentos sem nitrogênio e com nitrogênio 50,
100 e 150 kg/ha foram respectivamente, 37,3 %, 39,4 %, 42,2
% e 21 %. Outras espécies de Aspergillus isoladas foram A.
niger, A. ochraceus e A. terreus.

Quanto à contaminação dos grãos de milho pelo fungo
Fusarium spp., a espécie mais freqüente foi o F. verticillioides,
que aparece numa porcentagem de 30,1 % no milho sem adição
de nitrogênio e 39,7 %, para o milho tratado com nitrogênio 50
kg/ha, 41,1 % para o milho tratado com nitrogênio 100 kg/ha e
63,3 % para o milho tratado com 150 kg/ha. Outra espécie,
menos freqüente, foi o F. proliferatum encontrado nos
tratamentos sem adição de nitrogênio e com adição de
nitrogênio 50 e 100 nas porcentagem de 3 %, 3 % e 15,1 %,
respectivamente.

O efeito do nitrogênio sobre a contaminação dos grãos
de milho por Fusarium spp. foi positivamente significativo
(p<0,05), ou seja o aumento da concentração de nitrogênio
proporcionou um aumento da contaminação dos grãos de milho
pelo Fusarium spp. O nitrogênio pode aumentar a resistência
da planta, mas em concentrações elevadas favorece o
aparecimento de doenças facilitando a infecção por Fusarium
spp30. Duffy e Defago31 verificaram que os fertilizantes,
utilizados como fonte de nitrogênio, influenciaram na
severidade de doenças causadas por Fusarium spp. Celar32

estudou a competição por nitrogênio entre fungos
fitopatogênicos (F. solani, F. sambucinum e F. verticillioide) e
antagonístico (Trichoderma spp.), verificou que os fungos do
gênero Fusarium utilizaram nitrito mais rapidamente, como
também duas fontes de nitrogênio simultaneamente do que os
fungos antagonísticos. Portanto Fusarium spp. é um bom
competidor pelo nutriente nitrogênio favorecendo no seu

desenvolvimento. Sarathchandra et al.33 também verificaram
que com o aumento de nitrogênio no solo aumentava a
contaminação da planta por Fusarium spp.

Ao contrário do Fusarium spp. a contaminação dos grãos
de milho pelo gênero Aspergillus diminuiu quando aumentou a
concentração de nitrogênio. Este fato pode ser devido ao aumento
da contaminação dos grãos de milho pelo Fusarium spp. inibindo,
assim, o fungo Aspergillus spp. Marin et al.28 observaram que
em condições favoráveis para o crescimento do gênero Fusarium
houve inibição do crescimento de Aspergillus spp.

O zinco e o boro não tiveram um efeito significativo
sobre o crescimento de Fusarium spp. porém, observamos que
o zinco na concentração 0,5 kg/ha foi mais favorável a
contaminação fúngica dos grãos do que o zinco na concentração
de 1,0 kg/ha. A deficiência de zinco na planta causa perda da
integridade da membrana, aumentando a sua permeabilidade e
favorecendo a infecção pelos fungos34. Zubaidi et al.35

observaram que a alta concentração de zinco no cultivo de trigo
aumentou a resistência da planta contra a colonização pelo F.
graminearum. Cuero16 verificou que solo contendo zinco
quelado, inibiu o crescimento de F. verticillioides.

Nos tratamentos N(50), N(100) e N(150) combinados
com B(0,25) os grãos de milho foram menos contaminados por
Fusarium spp. quando comparados com B(0,5). Guerra e
Anderson36 observaram que a deficiência de boro resulta em um
aumento da contaminação do feijoeiro por F. solani. O boro
aplicado em concentrações elevadas pode causar toxidez e a sua
deficiência pode causar inibição do crescimento da planta, morte
da gema apical, necrose, menor produção de sementes e além
disso, liberar sacarose e aminoácidos que são nutrientes para
pragas e patógenos de planta, favorecendo a contaminação9.

A Figura 1 mostra a freqüência relativa (%) de fungos
isolados de grãos de milho cultivados em diferentes
concentrações de nitrogênio, zinco e boro.

Concentração de Fumonisinas B1 e B2 nos grão de milho
A análise de 72 amostras de grãos de milho coletadas

em diferentes tipos de tratamento revelou uma contaminação
com fumonisinas em 100 % das amostras em níveis que
variaram de 1,7 a 27,9 mg/kg (FB1) e de 0,3 a 11,2 mg/kg (FB2).
Nos tratamentos controles sem nitrogênio, zinco e boro os níveis
de fumonisina B1 e B2 foram de 11,5 e 2,5 mg/kg,
respectivamente (Figura 2).

O macronutriente nitrogênio, além de ter influenciado
na contaminação fúngica por Fusarium spp., também teve efeito
significativo sobre a produção de fumonisina B1.

Os dados do presente trabalho revelaram que nos
tratamentos N(50) combinado com boro (0,25) e N(50)
combinado com zinco (0,5) e boro (0,25), foram encontrados
uma maior concentração das fumonisinas B1 e B2 nos grãos de
milho do que nos tratamentos N(100), concentração esta
normalmente utilizada na adubação de milho no Brasil.
Anderson et al.37, verificaram que a insuficiência de nitrogênio
em plantas fertilizadas aumentou duas vezes mais a produção
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Figura 1. Freqüências relativas (%) de fungos isolados de milho cultivado em
diferentes concentrações de nitrogênio, zinco e boro.

de toxinas em relação às plantas fertilizadas com concentração
ótima de nitrogênio. O zinco e o boro não foram estatisticamente
significativos (p>0,05) para a produção de fumonisinas.

Mesmo tendo uma maior contaminação por Fusarium
spp. nos tratamentos N(0), N(50) e N(100) combinados com
B(0,5), a produção de fumonisinas B1 e B2 quando comparada
com o tratamento B(0,25) foi bem menor. Uma explicação para
este fato pode ser a baixa produção de fumonisinas pelas cepas
de Fusarium verticilioides.

Concentração de Aflatoxinas B1 e B2 nos grãos de milho
A aflatoxina B1 foi detectada em 7 (9,7 %) amostras de

grãos de milho com níveis que variaram de 16,0 a 1858,3 µg/kg
e aflatoxina B2 em 3 (4,2 %) amostras com níveis que variaram
de 14,6 a 110,3 µg/kg. A maior produção de aflatoxina B1 foi
encontrada no tratamento N(0) combinado com Zn(1,0) numa
concentração de 1858,3 µg/kg (AFB1) e 110,3 µg/kg (AFB2),
seguido do tratamento N(50) B(0,5) com 484,6 µg/kg (AFB1) e
22 µg/kg (AFB2), no tratamento N(50) Zn (0,5) apresentou 161,6
µg/kg (AFB1) e 14,6 µg/kg (AFB2), nos tratamentos N(100) Zn
(0,5), N(150) ZN(1,0) e N(150) Zn (0,5) B (0,25) apresentaram
194 µg/kg (AFB1) e a menor produção foi no tratamento N(100)
Zn(0,5)b(0,25) com 16 µg/kg (AFB1). Jones e Ducan38

verificaram que em milho plantado com baixas concentrações
de nitrogênio houve maior produção de aflatoxina B1.

Bassir e Adekunle39; Obidoa e Nudubuisi40 não
encontraram correlação entre produção de aflatoxinas e
conteúdo de zinco, porém Cuero e Oullet41 constataram que o
zinco é importante na produção de aflatoxinas e pouco efeito
no crescimento de A. flavus. Failla et al.13 verificaram uma
correlação positiva entre zinco e concentração de aflatoxinas
no milho, produzidos por A. flavus e A. parasiticus. O zinco
não só é importante para a produção de aflatoxinas, mas também
na produção de fusarina C. Neste trabalho foi observado que
os grãos de milho tratados com N(0) e N(50) e N(100)
combinados com Zn(0,5) continham 7,6 µg/kg, 9,0 µg/kg, e
22,2 µg/kg (AFB1), respectivamente e para AFB2 1,3 µg/kg,
1,7 µg/kg e 7,7 µg/kg, respectivamente, concentrações maiores
do que os combinados com Zn(1,0) 5,1 µg/kg , 3,9 µg/kg, 11,4
µg/kg para AFB1 e para AFB2 0,7 µg/kg, 0,7 µg/kg e 2,1µg/kg,
respectivamente. Jackson et al.14 constataram que a deficiência
de zinco no meio promove um aumento da fusarina C, outra
micotoxina produzida pela espécie F. verticillioides.

CONCLUSÕES

O presente trabalho demonstrou que a concentração de
nitrogênio influenciou positivamente na contaminação pelo
Fusarium spp. e negativamente na contaminação pelo
Aspergillus spp. O nitrogênio foi significativo na produção de
fumonisinas B1 e B2.

O zinco e boro não obtiveram efeito significativo sobre
o crescimento de Fusasium spp. e Aspergillus spp., como Figura 2. Incidência de (a) fumonisina B

1
 e (b) fumonisina B

2
 em 72 amostras

de milho cultivadas em diferentes concentrações de nitrogênio, zinco e boro.
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também na produção de fumonisinas e aflatoxinas.

The influence of nutrients on mycoflora and
fumonisins / aflatoxins production in corn grain
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