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RESUMO

CONCEICAO, Renata Regina Pereira da, M.Sc., Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Junho de 2015. Qualidade sanitaria do milho
armazenado em propriedades familiares situadas na Regido Central de Minas
Gerais. Orientador: Prof. Pedro Amorim Berbert. Coorientadora: Valéria Aparecida
Vieira Queiroz.

Este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade sanitaria do milho
armazenado em propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais. Foi
analisada a incidéncia de insetos praga, de grédos ardidos e de micotoxinas,
identificada a prevaléncia de fungos e avaliado o indice de perdas em milho
armazenado. Entre os meses de junho de 2013 e janeiro de 2014 e de julho a
novembro de 2014 foram coletadas amostras em 11 propriedades familiares dos
municipios de Esmeraldas, Fortuna de Minas, Funilandia, Inhaima e Sete
Lagoas. As coletas aconteceram em quatro periodos com intervalos de dois
meses. Para a avaliacdo de insetos praga, foram utilizados 200 graos da amostra
e o teste de patologia dos graos foi realizado empregando-se o método do papel
de filtro com congelamento. Para deteccao de fumonisinas e aflatoxinas seguiu-se
0 método por purificacdo em colunas de imunoafinidades FumoniTest® e
AflaTest®, e os teores foram determinados em fluorimetro. Para zearalenona foi
utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia associado a
espectrometro de massas. Os teores de fumonisinas e de aflatoxinas foram
avaliados por andlise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey

em 5% de probabilidade. Para as demais avalia¢cbes foram utilizadas analises
Xii



descritivas. Durante o periodo de armazenamento, o teor de 4gua das amostras
manteve-se entre 8,0% e 11,8%. A maioria das amostras apresentou niveis de
infestacdo por insetos praga acima do limite maximo de 8% tolerado para
comercializacdo, com niveis entre 0,3 e 52,5%, ao longo do armazenamento.
Houve reducdo na massa especifica aparente ao longo dos periodos de
armazenamento, com indices de 2,7% a 16,2%. A massa de 1000 grdos também
apresentou reducdo, com valores variando até 9,4% e 13,0%, no primeiro e
segundo ano, respectivamente. As amostras apresentaram baixa incidéncia de
graos ardidos com niveis entre 0,03% e 0,75% e entre 0,02% e 0,14%, no
primeiro e no segundo ano da pesquisa, respectivamente, portanto, abaixo do
limite de 5%. Verificou-se prevaléncia do fungo do género Fusarium, que
apresentou até 100% de ocorréncia. Foram encontradas aflatoxinas em 88,64%
das 44 amostras, com niveis entre 2,5 e 77,0 pug kg™, sendo que em apenas duas
delas os niveis encontravam-se acima do limite maximo estabelecido de 20 pg
kg

fumonisinas, com variacdo entre 31 e 4.650 pg kg *, sendo que, 43,18% das
1

! Todas as amostras analisadas apresentaram contaminacdo com

amostras encontravam-se acima do limite de 1.000 pg kg — estabelecido pela
Unido Europeia para consumo humano, porém, nenhuma das amostras estava
acima do limite maximo estabelecido pela ANVISA, de 5.000 pg kg™ para milho
nado processado. Foram encontrados apenas tracos de contaminacdo com
zearalenona nas amostras analisadas. Os resultados obtidos mostraram elevada
incidéncia de insetos praga e de fungos nas amostras de milho armazenado em
paibis de produtores familiares. No caso das micotoxinas, embora a maioria das
amostras tenha apresentado teores abaixo do limite maximo tolerado, foi
observada elevada incidéncia. Assim, sugere-se a adocdo de boas praticas
agricolas e armazenamento adequado, para que haja controle de infestacdo e

reducdo de contaminacao dos gréos, visando boa qualidade sanitaria do milho.
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ABSTRACT

CONCEICAO, Renata Regina Pereira da, M.Sc., Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. June, 2015. Title: Sanitary quality of corn
stored in family farms located at the Central Region of Minas Gerais State, Brazil.
Advisor: Prof. Pedro Amorim Berbert. Coadvisor: Valéria Aparecida Vieira
Queiroz.

The main objective of this study was to evaluate the sanitary quality of
corn stored in family farms of the Central Region of Minas Gerais State, Brazil. It
was analyzed the incidence of insect pests, injured grain and mycotoxins,
identified the prevalence of fungi and evaluated the rate of losses in stored corn.
Data collection was performed from June 2013 to January 2014 and from July to
November 2014 in eleven family farms located in the following towns: Esmeraldas,
Fortuna de Minas, Funilandia, Inhaima and Sete Lagoas. Corn samples were
collected in four occasions every two months. Two hundred kernels from each
corn sample were used to evaluate insect infestation and the pathology test was
carried out employing the method of freezing filter paper. Fumonisins and
aflatoxins were detected through the FumoniTest® and AflaTest® immunoaffinity
columns, respectively, and the levels were determined in fluorimeter. High-
Performance Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry was used to
detect zearalenone. Fumonisin and aflatoxin levels were evaluated by analysis of
variance and the means were compared by Tukey’s test at 5% probability. All
remaining variables were analyzed through descriptive statistics. The moisture

content of the samples varied from 8.0% and 11.8% w.b. during the storage
Xiv



periods. Most samples showed levels of insect infestation above the 8% maximum
limit tolerated for corn commercialization, with values ranging from 0.3% to 52.5%
along storage time. There were reductions in bulk density over the storage
periods, varying from 2.7% to 16.2%. The mass of 1000 grains also decreased,
with values ranging up to 9.4% and 13.0% in the first and second storage periods,
respectively. Corn samples showed low incidence of injured grains, with levels
ranging from 0.03% to 0.75% and from 0.02% to 0.14%, in the first and second
storage periods, respectively, therefore below the maximum allowed limit of 5%.
Fusarium occurrence prevailed over other fungus genera with up to 100%
incidence. Aflatoxins were found in 88.64% of the 44 samples with levels in the
range from 2.5 to 7.0 pg kg * and only two samples were contaminated with levels
above the maximum tolerable limit of 20 pg kg™. All corn samples were
contaminated with fumonisin, with levels ranging from 31 to 4650 pg kg . Results
showed that 43.18% of the samples were contaminated with levels above the
1000 pg kg ™ limit set by the European Union for human consumption. However,
none of the samples was above the maximum limit established by the Brazilian
Agency for Sanitary Vigilance (ANVISA) of 5000 pg kg™ for unprocessed corn.
Only traces of zearalenone were found in the samples analyzed. The overall
results showed a high incidence of insect pests and fungi contamination in corn
stored in cribs in the family farms investigated. Irrespective of these results,
mycotoxin contamination levels were below the maximum tolerated limits.
Therefore, good agricultural practices and proper storage must be adopted to
control grain insect infestation and reduce fungus contamination in order to

produce corn with sanitary and intrinsic quality characteristics.
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1. INTRODUCAO

Cultivado em diversas regides do mundo, o milho € um cereal que se
destaca pela importancia significativa nas alimentagées humana e animal, sendo
essa Ultima responsavel por 70% do consumo deste cereal no mundo (Duarte et
al., 2009; Cancellier et al., 2011). Além disso, a producdo mundial de milho é
superada apenas pela do trigo e do arroz (Silva et al., 2012). O Brasil € o terceiro
maior produtor mundial de milho, o que contribui expressivamente para o0
crescimento econdémico do pais (Kawashima e Soares, 2006).

Assim como ocorre com outros cereais, o0 milho é alvo de ataques de
diversas pragas e fungos ao longo de sua cadeia produtiva. CondicBes
inadequadas de plantio, colheita, transporte e armazenamento sao alguns dos
fatores que contribuem para contaminacfes que podem resultar na deterioracéo
dos gréos, perda nutricional e producdo de micotoxinas (Kawashima e Soares,
2006; Freitas et al., 2009; Almeida et al., 2009).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios que podem causar S€rios
danos a saude humana e animal, além de grandes perdas econbémicas, pois
tornam os graos improprios para o consumo (Hermanns et al., 2006). Sao
produzidas, principalmente, pelos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium
(Rocha, 2010). As espécies do género Fusarium sdo comumente encontradas
antes ou apos a colheita dos gréos, ja as de Aspergillus e Penicillium sé&o
normalmente encontradas durante a secagem e 0 armazenamento (Hermanns et

al., 2006). A presenca de fungos em produtos agricolas armazenados néo implica



necessariamente na producao de micotoxinas. Por outro lado, a deteccao de
micotoxinas pode ocorrer mesmo sem a presenca do fungo no alimento, pois as
micotoxinas s&o altamente resistentes aos processamentos industriais
(mecéanicos e térmicos), e podem permanecer no alimento mesmo apdés a
eliminagdo do fungo que as produziram (Oliveira e Koller, 2011; Kawashima,
2004).

As principais micotoxinas produzidas em alimentos séo as aflatoxinas, a
zearalenona, as fumonisinas, as ocratoxinas, a patulina e o desoxinivalenol
(Maziero e Bersot, 2010). A sua ingestdo pode causar efeitos agudos ou crbénicos
na saude, os quais, dependendo da dosagem, podem ser teratogénicos,
mutagénicos, carcinogénicos e imunossupressores (Hermanns et al., 2006;
Maziero e Bersot, 2010; Kawashima, 2004).

No armazenamento de milho a granel ocorrem perdas tanto em silos
guanto em graneleiros ou no milho armazenado em sacarias nos armazéns.
Portanto, tecnologias adequadas de combate as pragas e de prevencdo da
ocorréncia de fungos e micotoxinas nesses locais devem ser adotadas. Porém, no
armazenamento de milho em espiga, utilizando paidis rasticos, geralmente
empregados por pequenos e médios produtores, as perdas de massa por ataque
de insetos e roedores podem atingir 15% do total produzido (Santos, 2008).

De acordo com o Censo Agropecuario de 2006 (IBGE, 2009), foram
identificados 4.367.902 estabelecimentos de agricultura familiar no Brasil, que
representam 84,4% do total de 5.175.489 estabelecimentos, com ocupacao de
24,3% da area agropecuaria brasileira. A agricultura familiar foi responsavel por
46% da producao nacional de milho, cabendo a Minas Gerais 47% deste total. O
estado é responsavel por 42% da producao de graos.

Um trabalho realizado pela Embrapa Milho e Sorgo em parceria com a
Emater — MG mostrou que das 48 propriedades familiares analisadas em Minas
Gerais, 30 apresentaram condicbes inadequadas de armazenamento,
demonstrando a fragilidade do sistema local de armazenamento de milho
(Matrangolo, 2011).

No entanto, existem poucos estudos relacionados a qualidade do milho
armazenado em paidis. Queiroz et al. (2011) analisaram 40 amostras coletadas
durante oito meses em paidis localizados em propriedades que praticam

agricultura familiar na regido Central de Minas Gerais e concluiram que 82,5%



delas se encontravam contaminadas com fumonisinas acima dos niveis
permitidos pela legislacado da Unido Europeia para consumo humano (1000 pg kg
1)_

Esses dados provocam preocupacgdo, pois a maioria dos agricultores
familiares do Estado de Minas Gerais cultiva milho tanto para consumo préprio,
guanto para racdo de animais. Dessa forma, ha a exposi¢do ao risco tanto pelo
consumo direto de milho contaminado, quanto pelo indireto, pelo consumo de
produtos derivados de animais que consumiram milho contaminado com essas
toxinas.

As informacdes apresentadas evidenciam a importancia da busca do
conhecimento para se tracar um diagndstico sobre a qualidade sanitaria dos
graos de milho em propriedades familiares, em virtude da preocupacdo com a
seguranca alimentar e perdas econdémicas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade sanitaria
do milho armazenado em propriedades familiares situadas na Regido Central de
Minas Gerais. Para tal, foram analisados a incidéncia de insetos praga, graos
ardidos e micotoxinas. Além disso, foram identificados os fungos que prevalecem

e avaliou-se o indice de perdas em milho armazenado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae (Gramineae) e é uma
planta robusta, herbacea, monoica, que possui ciclo anual com, praticamente,
100% de reproducédo cruzada (Gomes et al., 2011; Cruz, 2013). As partes
constituintes do grdao de milho sdo o pericarpo (camada externa, composta de
fibra), embrido (composto pelo cotilédone, epicétilo e radicula) e endosperma. O
endosperma corresponde a 75-80% do gréo e seus principais constituintes sao
amido e proteinas (Gasperini, 2011; Cruz, 2013). O ciclo produtivo do milho
compreende cinco etapas: germinacdo e emergéncia, crescimento vegetativo,
florescimento, frutificacdo e maturidade (Cruz, 2013).

O cultivo do milho iniciou-se na América Central e foi difundido por povos
pré-colombianos que o utilizavam como alimentacdo basica ha 5.000 anos,
havendo relatos de que em 900 a.C. o milho ja era conhecido no Peru. No Brasil,
o cultivo do milho vem de antes da chegada dos europeus no pais, sendo que 0s
povos indigenas guaranis foram os primeiros a cultivar esse cereal, que fazia
parte de sua dieta. Com a chegada dos portugueses, houve aumento do consumo
e da producao de derivados do milho, os quais foram sendo incorporados na dieta
dos brasileiros (Gasperini, 2011).

O milho € amplamente cultivado em todo o mundo, sendo o Brasil o

terceiro produtor mundial desse cereal, com producdo de 82,0 milhdes de



toneladas na safra 2014/2015, ficando atrds somente dos Estados Unidos e da
China, com 361,1 e 215,7 milhdes de toneladas, respectivamente. (Duarte et al.,
2009; FIESP, 2015).

No Brasil, o milho ocupa o segundo lugar no ranking dos cereais em
termos de producdo (Galon et al., 2010). Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (2015), as estimativas da safra de 2013/2014 s&o de 15,8 milhdes
de hectares de éarea total cultivada, com producao de 80,1 milhdes de toneladas e
produtividade média de 5,0 toneladas/hectare. Para a safra de 2014/2015 as
estimativas sdo de 15 milhdes de hectares de area total cultivada, com producao
de 79 milhdes de toneladas e produtividade média de 5,2 toneladas/hectare.

Conforme descrito na Tabela 1, a Regido Sudeste € a segunda maior
produtora de milho no Brasil, ficando atrds somente da Regido Sul. O estado de
Minas Gerais se apresenta como 0 maior produtor da regido Sudeste, tanto para a
Safra 2013/2014 quanto para a Safra 2014/2015, com producéo de 5,7 e 5,5
milhdes de toneladas, respectivamente (Conab, 2015).

Tabela 1: Comparativo de producdo — Milho primeira safra.

Producéo (mil t)

Regido/UF

Safra 13/14 Safra 14/15

Norte 1029,7 1072,6
Nordeste 4750,0 4800,9
Centro-Oeste 3184,9 2628,6
Sudeste 8060,9 8011,8
MG 5742,5 5525,0

ES 60,5 25,4

RJ 10,3 6,5
SP 2247,6 24549
Sul 14627,4 13781,9

Adaptacédo do 7° Levantamento de safra de graos (Conab, 2015).

Nos ultimos 28 anos o milho apresentou grande evolucdo como cultura
comercial, com taxas de crescimento da producdo de 3,0% ao ano e de area

plantada de 0,4% ao ano (Gasperini, 2011).



O milho tem papel fundamental na alimentacdo humana e animal. E
matéria-prima para fabricacdo de diversos outros produtos, inclusive nas
industrias de alta tecnologia, como as industrias farmacéuticas, e na producéo de
papéis, adesivos, flmes e embalagens biodegradaveis (Paes, 2008; Cancellier et
al., 2011). De acordo com Galon et al. (2010), aproximadamente 70% dos gréos
produzidos no Brasil sdo destinados ao consumo animal. No entanto, conforme a

Tabela 2, o milho apresenta baixa utilizagdo na alimentagdo humana.

Tabela 2: Demanda do consumo de milho — 2013/2014 (x1000 toneladas).

Consumo animal

Aves de corte 22.768
Aves de postura 3.789
Suinocultura 12.137
Bovinocultura 3.868
Outros animais 3.175
Consumo industrial 5.703
Consumo humano

"In natura" 1.873

Fonte: Abimilho (2014).

O milho € uma cultura facilmente produzida em regibes quentes e
também nas temperadas. Observa-se que grande parte dos agricultores familiares
utiliza-o para consumo proprio e para a alimentacao de criacbes de subsisténcia
como suinos e aves. Entretanto, o clima tropical juntamente com técnicas
inadequadas de manuseio propicia a contaminacdo por fungos (Kawashima e
Soares, 2006).

Ao longo dos anos tem-se observado o avanco de doencas na cultura do
milho no Brasil, como consequéncia das relacdes patdégeno-hospedeiro-ambiente,
comprometendo, assim, o seu rendimento, que pode ser influenciado também por
fatores como fertilidade dos solos, disponibilidade hidrica, sistemas de cultivo,
manejo de plantas daninhas e pragas (Juliatti et al., 2007; Silva et al., 2012).
Alguns fatores como crescimento na producdo e deslocamento da cultura para
novas regides podem contribuir para 0 aumento da incidéncia e para severidade

das doencas (Juliatti et al., 2007). O milho pode sofrer ataque de fungos, tanto na



pré quanto na poés-colheita. Fatores como mau empalhamento das espigas,
injurias causadas por insetos, alta umidade e clima quente durante a fase de
polinizagdo favorecem a incidéncia de fungos e podem ocasionar reducdo na
produtividade e na qualidade sanitaria dos gréos (Duarte et al., 2009; Mendes et
al., 2012).

2.2 Infestagéo por insetos praga durante o armazenamento

A gualidade sanitaria dos gréos esta relacionada, dentre outros fatores, as
condi¢cOes adequadas de armazenamento, que tém papel fundamental na reducéo
de perdas (Antonello et al., 2009). Alguns fatores possuem grande influéncia no
armazenamento, como temperatura, umidade, disponibilidade de oxigénio,
microrganismos, insetos, roedores e passaros, cuja interacdo pode acarretar em
deterioracdo e em grandes perdas dos graos (Santos, 2008).

Grande parte da producdo de milho no Brasil, cerca de 80%, é
armazenada em silos, que apresentam condi¢cdes adequadas, com controle de
insetos e de fungos. Todavia, pequenos produtores rurais adotam o
armazenamento de milho em espigas em paidis, estruturas que podem facilitar o
ataque de pragas, provocando perdas de massa e de valor nutritivo,
desvalorizacdo comercial, facilitando a disseminacdo de fungos toxigénicos
(Queiroz et al., 2012; Coitinho et al., 2006).

Entre os principais danos que as pragas podem causar destacam-se,
reducdo da massa e desvalorizacdo comercial, perda do valor nutritivo dos graos,
perda do poder germinativo das sementes, deterioragcdo dos graos causando
emboloramento e contaminacgéo dos graos por outros organismos (Castro, 2011).

De acordo com Lorini (2009) as pragas podem ser classificadas em dois
grupos, as primarias e as secundarias. As primarias sdo aquelas que atacam 0s
graos inteiros e sadios e podem ser internas ou externas. As primarias internas
perfuram os graos e se desenvolvem no interior deles, ja as externas destroem a
parte externa do grdo e se alimentam da parte interna, mas nao se desenvolvem
no interior dele. Sdo exemplos das primarias internas as espécies Rhyzopertha
dominica, Sitophilus oryzae e S. zeamais, e das externas a espécie Plodia

interpunctella. As pragas denominadas secundarias se caracterizam por néo
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conseguirem atacar o grao inteiro e, portanto, € necessario que o grao esteja
danificado para que elas dele se alimentem. Essas pragas multiplicam-se
rapidamente e causam grandes prejuizos. Como exemplo, citam-se as espécies
Cryptolestes ferrugineus, Oryzaephilus surinamensis e Tribolium castaneum.

Os besouros e as tragcas sao as principais pragas que atacam 0s graos
armazenados e, dentre elas, destacam-se Sitophilus zeamais e S. oryzae, como
as pragas que causam os maiores danos aos graos. Sao chamados de gorgulho
dos cereais (Lorini, 2009).

Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) é a principal
praga do milho. Quando adulto apresenta cor castanho-escuro com pintas
avermelhadas nos élitros, tem a cabeca projetada a frente, na forma de rosto
curvado (Figura 1). Os machos apresentam rostos curtos e grossos e as fémeas
longos e afilado, suas larvas sdo de coloracdo amarelo-clara e as pupas sao
brancas (Figura 1). Na fase adulta o tamanho pode variar de 2,5 a 3,0 mm de
comprimento. Seu aparelho bucal € o mastigador-triturador, que consegue romper
a casca do grao. O periodo de oviposicao € de 104 dias e 0 numero medio de

postura por fémea € de 282 (Cruz, 2013).

(A)

Figura 1 — Adulto e larva (A) e pupa (B) de Sitophilus zeamais Motschulsky.
Fonte: Santos, 2008; Antunes e Dionello, 2010.
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Essa praga € considerada de grande importancia, pois apresenta
infestacdo cruzada, podendo infestar os grdos tanto no campo como no armazém
(Cruz, 2013). O armazenamento do milho em espigas empalhadas € utilizado
como método de controle da praga, pois, apresenta maior tolerancia ao ataque de
S. zeamais (Guimarées et al, 2010).

O valor comercial do grao esta diretamente relacionado ao seu nivel de
contaminacdo por insetos, tanto para processamento quanto para consumo
(Antunes et al., 2011). Conforme a Tabela 3, o milho pode ser classificado para

comercializacdo de acordo com os niveis de infestacdo dos gréos.

Tabela 3: Limites maximos de tolerancia para infestagao por insetos praga.

Enquadramento Infestacao (%)
Tipo 1 2
Tipo 2 3
Tipo 3 4
Fora de tipo 8

Adaptacdo da Normativa n° 60 de 22 de dezembro de 2011 (Brasil, 2011).

De acordo com Santos (2008) algumas medidas preventivas contra a
ocorréncia de pragas devem ser adotadas, como a conscientizacdo da
importancia da influéncia de fatores ecolégicos, como temperatura, a umidade do
grao e do ambiente, e o periodo de armazenamento. A escolha da cultivar, a
técnica de colheita, a limpeza dos gréos, a aeracao e refrigeracdo, e a secagem
também sdo fatores a ser considerados.

Para Faroni e Silva (2000), além da prevencdo, métodos de controle
devem ser adotados. Esses métodos séo classificados como legislativos, fisicos,
guimicos e biologicos. O método de controle legislativo abrange a quarentena,
gue proibe ou restringe o transporte de graos infestados por insetos praga, e a
sanidade, que inclui a higiene que deve ser adotada com a finalidade de diminuir
ou eliminar os insetos. Os controles fisicos referem-se a umidade e temperatura,
aos pos inertes, a resisténcia dos gréos e a irradiacdo. O controle quimico de

insetos com inseticidas é o mais utlizado e econbmico, porém, deve ser

empregado juntamente com outras medidas de controle. O controle biolégico
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inclui os patdgenos, parasitoides e predadores. Para os autores, ha necessidade

da integracao desses métodos para o controle das pragas.

2.3 Fungos em gréos de milho

Os fungos sao microrganismos que possuem ampla distribuicdo
geogréfica e sao relevantes em diversas atividades econémicas como a producao
de alimentos, farmacos, enzimas e acidos organicos. Porém, alguns fungos sdo
patogénicos para plantas e deterioradores de alimentos, podendo causar reducao
no valor nutritivo dos alimentos, producdo de metabdlitos secundarios téxicos e
doengas em humanos e animais (Silva et al., 2015).

Dentre os principais danos causados em grdos armazenados em fungéo
do desenvolvimento de fungos podem-se citar a fermentacdo, alteragbes na
coloragao e aparecimento de manchas, alteragées no odor e no sabor, alteragdes
guimicas, perdas de matéria seca, diminuicdo do poder germinativo e producao
de micotoxinas (Ferrari Filho, 2011).

O milho € uma cultura suscetivel ao ataque e desenvolvimento de fungos,
entre eles aqueles que acometem o grdo tanto antes quanto apOs a colheita,
também chamados de fungos de campo e de armazenamento, respectivamente.
Entretanto, a distincdo entre esses grupos ndo se da pela classificacdo
taxondmica, mas sim pelas condicdbes ambientais que favorecem o0 seu
crescimento e desenvolvimento (Embrapa, 2006).

Entre os principais fungos presentes no campo e que sdo encontrados em
colmos, sementes e folhas do milho estdo Stenocarpella maydes (Diplodia
maydes), Stenocarpella macrospora (Diplodia macrospora), Fusarium
verticillioides, Fusarium subglutinans, Fusarium graminearum, Fusarium
sporotrichioides, Cephalosporium spp, Colletotrichum graminicola, Bipolares
maydes, Alternaria spp., Rhizopus spp., Trichoderma spp. e Gibberella zeae
(Santin et al., 2004; Alves et al., 2012). As espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium sdo os principais contaminantes do milho na secagem e no
armazenamento (Hermanns et al., 2006). Alguns fungos sdo chamados de
intermedidrios, pois se desenvolvem em graos maduros ou imaturos, desde que o

periodo esteja proximo do armazenamento ou da pos-colheita. Esse grupo
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compreende os fungos dos géneros Epicoccum, Nigrospora e Papularia (Figueira
et al., 2003).

Os fungos que mais se destacam por serem responsaveis pela
deterioracdo dos grdos na pré-colheita e, posteriormente, durante o
armazenamento, sao Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Bento, 2012).

2.3.1 Fusarium spp.

Os fungos do género Fusarium pertencem a familia Nectriaceae, ao filo
Ascomycota, e foram descritos e classificados pela primeira vez em 1809 pelo
mic6logo aleméo Link (Maciel, 2012).

Com ampla distribuicdo geografica, o género Fusarium é um dos
principais fungos que acometem o grdo de milho e sua distribuicdo pode estar
associada aos tipos de clima, a vegetacdo, a microbiota, ao tipo de solo e aos
nutrientes. Esse género apresenta aproximadamente 775 espécies e
subespécies, algumas ocorrem com maior frequéncia e outras sdo bem
especificas a certos ambientes. Caracteriza-se por possuir crescimento rapido,
colbénias com coloracdes palidas e coloridas e micélio aéreo e ramificado (Martins,
2005; Maciel, 2012; Milanesi, 2012; Frias, 2014).

Os microconidios e 0os macroconidios sdo as duas principais formas de
esporos de Fusarium. Os microconidios sdo comumente unicelulares,
uninucleados e fusiformes, jA& os macroconidios mais comuns sdo multicelulares,
mas cada célula apresenta somente um nucleo (Martins, 2005; Sandoval, 2010).

As espécies do género Fusarium podem ser associadas a diversos tipos
de doencas em plantas, como podriddo das raizes, caules e frutos (Menezes et
al., 2010). As principais espécies patogénicas de Fusarium na cultura do milho
sao F. verticillioides e F. graminearum, que causam diversas doencas podendo
levar a reducBes na produtividade e na qualidade dos grdos (Kuhnem Junior et

al., 2013). Apresentam-se, na Figura 2, ilustrac6es de Fusarium verticillioides.
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Figura 2 - Fusarium verticillioides em microscopia eletronica. Monofialides com
cadeias de conidios (a); conidioforos e microconidios (b — d); macroconidios (e-g).
Fonte: Nicolau, 2014.

2.3.2 Aspergillus spp.

Outro género de fungo muito comum na cultura do milho é o Aspergillus,
pertencente a familia Trichocomaceae. O género foi descrito primeiramente por
Micheli em 1729, mas foi somente apds a publicacdo dos trabalhos de Tom e
Church, em 1926, que as espécies desse género passaram a ser mais estudadas.
Rapper e Fennel, em 1965, fizeram uma descricdo completa do género,
reconhecendo mais de 132 espécies e 18 variedades (Monteiro, 2012).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 260 espécies, que se caracterizam
pelo rapido crescimento, por seus perfis de metabdlitos secundarios e por suas
colorac@es, que podem variar entre branca, amarela, marrom, verde e preto (Dias,
2012; Monteiro, 2012).

As espécies de Aspergillus apresentam conidios unicelulares, globosos,
coloridos e hialinos (Figura 3). Seus conidi6foros sédo eretos, simples e
apresentam uma vesicula em sua extremidade, onde sdo formadas as células

conidiogénicas métulas e fialides (Monteiro, 2012, Costa et al., 2014).
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Figura 3 - Conidioforo de Aspergillus. Fonte: Damasceno, 2012.

Fungos desse género sao, normalmente, encontrados nas regides de
climas tropicais e subtropicais, mas podem se instalar em qualquer habitat; e
podem estar presentes em diversos alimentos, como milho, leite, amendoim,
ovos, queijo, entre outros (Monteiro, 2012; Pedro, 2013). As espécies do género
sdo comumente encontradas em armazéns, silos, moinhos, elevadores, entre
outros locais onde os produtos agricolas possam ser armazenados, manuseados

e processados (Pezzini et al., 2005).

2.3.3 Penicillium spp.

O género Penicillium pertence a familia Trichocomaceae e ao filo
Ascomycota. Os fungos deste género sdo amplamente distribuidos pelo mundo,
sendo encontrados no solo, no ar, em grdos e matérias organicas em
decomposicdo (Monteiro, 2012). Foram observadas 1.107 espécies, variedades e
formae speciales — fungo que possui adaptacdo para um hospedeiro especifico,
de taxons do género Penicillium (Dias, 2012).

Esse género apresenta crescimento rapido, coloracdo esverdeada, as
vezes branca, e uma massa de conidioforos. Esses s&o curtos, eretos,
geralmente lisos. Os conidios desse género sao unicelulares, variaveis, e
geralmente elipticos (Figura 4) (Dias, 2012).

Sao fungos filamentosos que se dividem em quatro subgéneros, que se
diferenciam segundo algumas caracteristicas, como numero de verticilos, forma e
tamanho das fialides, textura da estirpe, tamanho e cor dos conidios (Damasceno,
2012).
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Figura 4 — Estruturas de Penicillium. Fonte: Damasceno, 2012.

As espécies deste género sdo mais frequentes em regides que possuem
temperaturas mais baixas e a maioria é considerada psicrotrofica, sendo capaz de
deteriorar alimentos (Chalfoun e Batista, 2003). As espécies do Penicillium podem
causar diversos efeitos danosos em seu hospedeiro, como descolora¢cdes dos
graos, perda da matéria seca, producado de micotoxinas, reducdo na germinagao

de sementes e alteracéo do valor nutricional (Dias, 2012).

2.3.4 Stenocarpella spp.

Os fungos do género Stenocarpella pertencem a classe Ascomycetes e
ordem Dothideales e séo considerados importantes patégenos do milho. Suas
espécies sdo comumente encontradas em campo e podem causar podriddo do
colmo, da espiga e mancha foliar (Casa et al., 2006).

Esse género possui duas espécies, Stenocarpella maydis e Stenocarpella
macrospora, que foram descritas pela primeira vez nos estados Unidos, nos anos
de 1884 (Saccardo, 1944) e 1896 (Earle, 1897), respectivamente (Casa et al.,
2006).

Stenocarpella spp. sdo caracterizados  morfologicamente  por
apresentarem picnidios subepidérmicos, globosos ou alongados, com coloracao
marrom-escuro a preta, e conidios cilindricos, fusiformes, retos a ligeiramente

curvados, com coloracgéo parda (Casa et al., 2006; Siqueira, 2013).
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As duas espécies sdo diferenciadas morfologicamente pela forma, pelo
namero de células, pela cor e pelo tamanho dos conidios. S. macrospora possuli
conidios de duas a trés vezes maiores do que os de S. maydis, conforme mostra
a Figura 5 (Casa et al., 2006; Siqueira, 2013).

Figura 5 — Conidios de Stenocarpella maydis (menores) e Stenocarpella
macrospora (maiores). Fonte: Casa et al., 2006.

Alguns fatores como a temperatura e a luminosidade sdo favoraveis para
a esporulacdo e o desenvolvimento desses fungos. Temperaturas entre 23 e
28 °C proporcionam maior crescimento do micélio e os conidios desses fungos
germinam mais rapidamente na presenca de luz (Siqueira, 2013).

As doencas em milho causadas pelos fungos Stenocarpella podem
causar efeito negativo na germinacdo de sementes, morte do embrido ou afetar o
vigor da planta (Siqueira, 2013). Em gréos, esses fungos podem reduzir a
produtividade e a qualidade e sé@o os principais causadores de graos ardidos
(Casa et al., 2006).

Algumas estratégias de controle podem ser utilizadas a fim de minimizar a
incidéncia desses fungos em milho, como o uso de fungicidas, rotacao de culturas

e 0 emprego de cultivar resistente (Casa et al.,2006).
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2.4 Graos ardidos

Um dos principais fatores que influenciam a qualidade e produtividade do
milho s&o as doencas, que podem ocorrer tanto no campo quanto no
armazenamento (Lanza et al., 2012). Dentre as doencgas causadas por fungos que
afetam o milho se destacam as podriddes das espigas, em condi¢cbes de
contaminacao na pré-colheita, que podem resultar na formacéo de graos ardidos.
Graos mofados ou embolorados estdo geralmente associados a danos ocorridos
na pés-colheita, ou seja, durante o transporte, beneficiamento e armazenamento
(Pinto, 2005; Freitas et al., 2009; Stefanello et al., 2012). As podriddes dos gréos
de milho no campo sdo causadas por fungos toxigénicos que necessitam que o
grao apresente grau de umidade acima de 20% b.u. para seu desenvolvimento e,
assim, promoverem a podriddo da espiga (Pinto, 2005).

O termo graos ardidos se refere aos graos produzidos em espigas que
sofreram um processo de podriddo devido a contaminagdo por fungos. Sao
considerados ardidos os graos que, por acao do calor e umidade ou fermentacéo,

apresentam pelo menos um quarto da sua superficie com colora¢des variando de

marrom-claro a roxo ou vermelho intenso (Figura 6) (Pinto, 2005; Brasil, 2010).

Figura 6 — Graos ardidos pelo ataque de Stenocarpella maydis (A) e Fusarium
verticillioides (B). Fonte: Pinto, 2005.

Os principais fungos responsaveis pelo aparecimento de graos ardidos
sdo Stenocarpella maydis (Diplodia maydis), Stenocarpella macrospora (Diplodia

macrospora), Fusarium verticilioides, Fusarium subglutinans, Gibberella zeae e,
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ocasionalmente, Penicillium oxalicum, Aspergillus flavus e A. parasiticus (Juliatti et
al., 2007; Alves et al., 2012).

Os fungos que atacam o milho podem ser divididos em dois grupos, 0s
gue produzem apenas graos ardidos e 0s que além de produzirem 0s gréos
ardidos sintetizam micotoxinas (Pinto, 2005).

Para Santin et al. (2004) o aumento da incidéncia de gréos ardidos pode
estar relacionado ao atraso da colheita das espigas, que ficam vulneraveis ao
ataque de fungos de campo.

Danos nos gréos causados por insetos e ambientes com alta umidade e
temperaturas favoraveis facilitam a proliferacdo de fungos, que ocasionam a
degradacdo do endosperma e, consequentemente, a fermentacdo do grao
(Mendes et al., 2009). Além disso, fatores ambientais como épocas de plantio,
regido, sistemas de cultivo (ex. monocultura associada a plantio direto) e praticas
culturais, possuem influéncia na incidéncia dos graos ardidos (Juliatti et al., 2007).

. Os gréaos ardidos causam desvalorizacdo comercial do produto e podem
apresentar contaminacdo por micotoxinas que ameagcam a saude humana e
animal. Além disso, essa infeccdo pode paralisar o processo de enchimento de
graos, reduzindo a massa das espigas, causando grandes perdas econémicas
(Mendes et al., 2012).

Segundo a Normativa n® 60 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2011), o milho pode ser classificado de acordo com a sua
gualidade, com limites maximos de tolerancia para graos ardidos, conforme a
Tabela 4.

Tabela 4: Limites maximos de tolerancia para graos avariados e ardidos.

% de Graos Avariados

Enquadramento :
Ardidos Total
Tipo 1 1 6
Tipo 2 2 10
Tipo 3 3 15
Fora de tipo 5 20

Adaptacdo da Normativa n® 60 de 22 de dezembro de 2011 (Brasil, 2011).
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Algumas praticas sdo utilizadas para a prevengao contra a contaminacao
dos graos de milho por fungos produtores de grdos ardidos e, dentre elas,
destacam-se 0 manejo dos restos culturais, a rotagao de culturas, a utilizacédo de
cultivares resistentes, a interrupcdo do monocultivo do milho, o controle das
plantas daninhas hospedeiras dos fungos que causam as podriddes das espigas,
0 uso de sementes de alta qualidade sanitéria, ndo retardar a colheita dos graos e
nao colher espigas atacadas por insetos, passaros e ratos (Pinto, 2005).

2.5 Micotoxinas em graos de milho

Em 1960, no Reino Unido, houve um surto de mortes inexplicaveis de
aves, especialmente de perus, que ficou conhecido como “Turkey x disease”. A
investigacdo revelou que as mortes haviam sido provocadas por racgao
contaminada com uma substancia fluorescente produzida pelo Aspergillus flavus,
gque deu origem a palavra aflatoxina. A partir desse ocorrido, pesquisas
posteriores identificaram outros fungos produtores de substancias toxicas (Food
Ingredients Brasil, 2009).

Os fungos toxigénicos sao responsaveis pela sintese de metabdlitos
secundarios, as micotoxinas, originadas, principalmente, por espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Freire et al.,, 2007). Os metabdlitos
secundarios sao formados ao final da fase exponencial de crescimento do fungo,
em geral quando se tem o acumulo de metabdlitos primarios usados como
precursores. Fungos desses géneros sdo produtores de algumas micotoxinas
como aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, zearalenonas e desoxinivalenol
(Maziero e Bersot, 2010).

O crescimento fungico e a contaminacdo dos alimentos com essas
toxinas dependem de fatores como umidade, temperatura, pH, tempo para o
crescimento fungico, presenca de oxigénio, caracteristicas genéticas, constituicao
do substrato, lesbes nos gréos causadas por insetos ou dano mecanico/térmico,
guantidade de in6culo fangico e interacao/competicdo de linhagens fangicas de
colheita, de pdés-colheita, de transporte, de processamento e de armazenamento

do produto (Kawashima e Soares, 2006; Maziero e Bersot, 2010).
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Uma mesma micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies de
fungos, e um fungo pode também produzir varios tipos de micotoxinas (Maziero e
Bersot, 2010).

A insergdo das micotoxinas na cadeia alimentar pode ocorrer de duas
formas: direta ou indiretamente. Na contaminacao direta, o fungo toxigénico
contamina o produto e sintetiza a micotoxina, permanecendo no produto. Na
contaminacdao indireta, a micotoxina estara presente no produto final resultante de
contaminacdo fungica prévia, porém, o fungo é eliminado durante o
processamento do alimento (Maziero e Bersot, 2010).

A presenca de micotoxinas em alimentos é relevante devido a sua
associacdo com doencas em humanos e animais, além de afetar a produtividade
e 0 comércio de grdos (Byaruhanga e Atukwase, 2011). A ingestdo de produtos
contaminados pode causar micotoxicoses, cuja gravidade depende de fatores
como grau de exposicao, toxidade da micotoxina, idade e estado nutricional do
individuo. Os rins, o figado e os sistemas enddcrino, imunolégico e nervoso, Sao
os locais mais afetados pelos metabdlitos toxicos, dentre outros Orgaos e
sistemas (Maziero e Bersot, 2010). As micotoxicoses podem gerar doencas
agudas ou cronicas, levando a morte rapida ou a formacéo de tumores (Pereira e
Santos, 2011).

A maioria das micotoxinas é termoestavel, dessa forma, sdo necessarias
estratégias que minimizem o ataque de fungos aos graos, como a utilizacdo de
linhagens de plantas resistentes, a colheita e o armazenamento adequado,
controle de insetos e roedores, e controle da temperatura e umidade (Food
Ingredients Brasil, 2009).

As aflatoxinas eram as Unicas micotoxinas cujos niveis maximos em
alimentos estavam previstos na legislacdo brasileira. No entanto, por meio da
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 7 de 18 de fevereiro de 2011, a
ANVISA estabeleceu os Limites Maximos Tolerados (LMT) para as micotoxinas
aflatoxinas (AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1), ocratoxina A (OTA),
desoxinivalenol (DON), fumonisinas (FB1 + FB2) e zearalenona (ZON) em
alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias-primas no Brasil

conforme Tabela 5.
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Tabela 5: Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas no Brasil (ug kg™).

Aplicagcdo em 2011

Micotoxinas Alimento LMT
Aflatoxinas B1, Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, 20
B2, G1, G2 moido), farinhas ou sémolas de milho
Milho de pipoca 2000
Fumonisinas _ . ) _ .
(B1+B2) Alimentos a base de milho para alimentacao 200
infantil (lactentes e criangas de primeira infancia)
Zearalenona . Allm_entos a base de_ cereais para all_me_nt:ilga_o 20
infantil (lactentes e criangas de primeira infancia)
Ocratoxina A Cereais, e produtos de cereais, incluindo cevada 10
malteada
Desoxinivalenol  Alimentos a base de cereais para alimentacao 200
(DON) infantil (lactentes e criangas de primeira infancia)
Aplicac&o em janeiro de 2012
Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, 2500
canjica, canjiquinha
Fumonisinas Amido de milho e outros produtos & base de 2000
(B1+B2) milho
Milho em gréo para posterior processamento 5000
Zearalenona Milho de pipoca, canjlqglnha, canjica, produtos e 300
subprodutos a base de milho
- Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de
Desoxinivalenol | e )
agua e sal, e produtos de panificacdo, cereais 1750

(DON)

exceto trigo e incluindo cevada malteada

Adaptacdo da RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011 (ANVISA).

2.5.1 Aflatoxinas

A morte de mais de 100 mil perus na Inglaterra em 1960, por consumirem

racio a base de amendoim contaminado, fez com que as aflatoxinas se

tornassem as micotoxinas mais estudadas e conhecidas (CIB, 2004; Nogueira,

2009).

Sao conhecidos 17 compostos denominados aflatoxinas, porém, apenas

guatro sdo mais estudados (Figura 7) e estdo geralmente relacionados a surtos
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de intoxicacdo. Quimicamente, as aflatoxinas sdo um grupo de metabdlitos bis-

furano-cumarina (Nogueira, 2009).
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Figura 7 — Estrutura quimica das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Fonte: Nogueira,
20009.

Existem varias espécies do fungo Aspergillus que atuam na producédo das
micotoxinas, porém, destacam-se A. flavus e A. parasiticus, que produzem as
aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2. Dentre as micotoxinas, essas sdo as que
apresentam os maiores danos aos seres humanos e aos animais, devido a alta
toxidade e a ampla ocorréncia (Oliveira e Koller, 2011). A aflatoxina B1 &
produzida por todas as linhagens produtoras de aflatoxinas e € considerada a
mais toxica de todas as 17 diferentes moléculas que o grupo apresenta, atacando
principalmente o figado (Rocha, 2010).

No Brasil, algumas condi¢cdes sédo favoraveis a producao de aflatoxinas,
como o clima quente e Umido e técnicas inadequadas de plantio, colheita,
secagem e armazenamento (Oliveira e Koller, 2011). Essas toxinas geralmente
contaminam os alimentos durante o armazenamento. A temperatura minima

necessaria para o desenvolvimento do fungo e a producdo da micotoxina
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encontra-se entre 10 e 12 °C, com temperatura 6tima acima de 25 °C (Oliveira e
Koller, 2011; Santana, 2012).

Além do milho, essas toxinas encontram-se presentes em diversos outros
alimentos, como amendoim, castanhas, feijdo, arroz, cevada, sementes de
girassol e racdes para animais (Oliveira e Koller, 2011).

A ingestdo de alimentos altamente contaminados por aflatoxinas pode
causar intoxicacdes agudas, denominadas aflatoxicoses (Ramos et al., 2008).
Entretanto, por possuirem propriedades carcinogénicas, mutagénicas,
teratogénicas e imunossupressoras, as aflatoxianas, quando ingeridas
continuamente, mesmo que em baixas concentracdes, podem originar sérios
danos a saude animal e humana, como por exemplo, o cancer hepético (Dilkin et
al., 2000; Oliveira e Koller, 2011).

Os efeitos causados pelas aflatoxinas podem diferir de acordo com as
espécies alvo e podem, também, variar dentro da mesma espécie em funcéo de
alguns fatores como idade, sexo, condi¢des nutricionais do animal e composicao
da dieta. O tempo de exposicao e a quantidade ingerida séo fatores que também
influenciam nos efeitos causados pela micotoxina (Nogueira, 2009). A toxidade da
aflatoxina € maior para animais jovens e machos, quando comparados com
velhos e fémeas, e a maioria das espécies animais que apresenta suscetibilidade
a aflatoxinas pode morrer apoés trés dias da ingestédo, dependendo da dose (Food
Ingredients Brasil, 2009). Os principais efeitos causados em animais estédo
descritos na Tabela 6 (Nogueira, 2009).

Segundo Nogueira (2009), a prevencdo € a forma mais eficaz de se
controlar a contaminacéao por aflatoxinas. Os estudos a respeito dessa micotoxina
referentes as condi¢des favoraveis para sua producdo sao extremamente Uteis

para a mitigacdo do problema.



23

Tabela 6: Principais efeitos causados pela ingestdo de aflatoxinas em alguns

animais.

Animal

Efeitos da aflatoxicose

Frangos e poedeiras

Reducédo do crescimento e da eficiéncia dos antibidticos;
figados e rins descolorados, pigmentados e um pouco
aumentados, fibrose, acumulacdo de gordura; hemorragia,
anorexia, fraqueza das pernas e das asas; diminuicdo da
producdo de ovos, gema palida, ovos menores, casca

fragil, pontos pretos; desenvolvimento menor dos
embrides, reducdo do ganho de peso.
Necrose centrilobular, fibrose, problemas nos rins,

hemorragia, ataxia, proliferacdo dos dutos biliares, menor

Suinos , o
peso das crias, menor taxa de sobrevivéncia, perda de
peso e morte.
Necrose centrilobular, fibrose, infeccdo no miocardio,
Bovinos sindrome nervosa, infertilidade, diminuicdo da gordura do
leite, inapeténcia e ataxia.
Equinos Danos ao figado, anorexia, hemorragia, convulsao e morte.
Peixes Danos ao figado e rins, pouco desenvolvimento e morte.

Adaptado de Nogueira, 2009.

2.5.2 Zearalenona

A zearalenona (Figura 8) esta entre as principais micotoxinas encontradas

nos graos e € produzida por fungos do género Fusarium, sendo que F.

graminearum e F. culmorum sdo as principais espécies produtoras da molécula
(Teixeira, 2010; Boeira, 2012).

Figura 8 — Estrutura quimica da zearalenona. Fonte: Nogueira, 2009.
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O nome da micotoxina se originou do fungo Gibberella zeae (forma
assexuada do fungo F. graminearum), principal produtor de zearalenona (Teixeira,
2009). Quimicamente, a molécula da zearalenona é constituida por uma lactona
acida resorcilica, com um grande anel que compreende 13 carbonos (Boeira,
2012).

Variagfes térmicas acentuadas durante o crescimento da cultura no
campo sdo consideradas propicias a producado dessa micotoxina, pois apesar da
faixa 6tima de temperatura favoravel para o crescimento do género Fusarium ser
entre 20 a 25 °C, a zearalenona € produzida em temperaturas mais baixas, entre
10 e 12 °C (Pereira e Santos, 2011; Nascimento et al, 2012). Dessa forma, a
variagcdo de temperatura que ocorre durante o dia e a noite se torna um fator
importante para a produgéo desta micotoxina. Assim, regides de clima temperado
favorecem o crescimento e desenvolvimento dos fungos e a producdo de
zearalenona (Boeira, 2012).

A zearalenona aparece, em média, em 5% das amostras de milho
analisadas, sendo considerada como uma das principais micotoxinas encontradas
nesse cereal. Também é encontrada em trigo, cevada, sorgo e racdes de animais
(Dilken et al.,, 2000; Maziero e Bersot, 2010). Os fungos produtores de
zearalenona atacam o milho ainda no campo, no estagio de floracao,
principalmente em periodos chuvosos, e se as condi¢cdes forem favoraveis, pode
ocorrer producao de zearalenona (Food Ingredients Brasil, 2009).

A presenca de oxigénio e o teor de agua dos graos sao fatores
imprescindiveis para a producdo de zearalenona; em condi¢des inadequadas de
armazenamento essas micotoxinas podem ser encontradas com elevados niveis
de contaminacao (Boeira, 2012).

Segundo Teixeira (2009) medidas que evitem a intoxicacdo de animais
por consumirem alimentos contaminados ainda sdo muito limitadas. A
zearalenona é termoestavel, porém, durante o processo de extrusdo, que utiliza
altas temperaturas e pressdo, a micotoxina pode ser parcialmente destruida
(Boeira, 2012).

Em varias espécies animais a zearalenona e seus derivados tém efeitos
estrogénicos, causando infertilidade, edema vulvar, hipertrofia mamaria, prolapso
vaginal em fémeas e feminizacdo, atrofia testicular e aumento de tamanho das

glandulas mamarias em machos (Maziero e Bersot, 2010). Além disso, possui



25

efeitos hepatotoxicos, imunotdxicos e nefrotdxicos em animais e humanos
(Teixeira, 2009).

2.5.3 Fumonisinas

As fumonisinas encontram-se entre as principailS micotoxinas
contaminantes do milho, havendo sido descritas e caracterizadas pela primeira
vez em 1988. Sdo produzidas, principalmente, pelo género flngico Fusarium
(Cruz, 2010; Mallmann et al., 2013). A espécie F. verticillioides € muito comum em
campo, sendo encontrada com maior frequéncia em grédos recém-colhidos, com
niveis de contaminacdo de até 100% (Hermanns et al., 2006; Reis et al., 2010;
Wild e Gong, 2010). Porém, outras espéecies do género Fusarium também sé&o
produtoras de fumonisinas: F. proliferatum, F. nygamai, F. anthophilum, F.
dlamini, F. napiforme, F. subglutinans, F. polyphialidicum e F. oxysporum (Pozzi et
al., 2002).

Existem diversos tipos de fumonisinas e até o momento sdo conhecidas
25 substancias, sendo Bl, B2 e B3 as que ocorrem com maior frequéncia,
entretanto a B1 é considerada a fumonisina que mais interfere no metabolismo
dos esfingolipidios, causando principalmente efeitos carcinogénicos (Cruz, 2010;
Pereira e Santos, 2011; Santana, 2012).

O Brasil possui clima favoravel para contaminacdo dos graos por
fumonisinas, pois sua producéo requer condicdes de alta umidade e temperaturas
de aproximadamente 20 a 26 °C (Cruz, 2010).

Sua estrutura quimica (Figura 9) difere das outras micotoxinas, pois as
fumonisinas ndo apresentam anéis ou grupamentos ciclicos. A fumonisina B1 é
um diéster de propano 1, 2, 3 — acido tricarboxilico e 2 — amino — 12, 16 dimetil —
3, 5, 10, 14, 15 - pentahidroxicosano em que nos C4 e C;5 0s grupos hidroxilas
sdo esterificados com o grupo carboxiterminal de propano 1, 2, 3 — &cido

tricarboxilico (Bezuidenhout et al., 1988).
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Figura 9 — Estrutura quimica das fumonisinas B1, B2, B3. Fonte: Minami et al.,
2004.

As fumonisinas possuem caracteristica de hidrossolubilidade,
apresentando maior solubilidade em acetonitrila-agua ou metanol e insollveis em
solventes organicos (Butkeraitis, 2003). Entretanto, assim como as outras
micotoxinas, sao estaveis em calor (Food Ingredients Brasil, 2009). De acordo
com Minami et al. (2004), ndo existe nenhum processo industrial comumente
utilizado em alimentos que possa eliminar as fumonisinas do produto
contaminado.

Assim como no caso das aflatoxinas, a ingestdo de produtos a base de
graos contaminados com fumonisinas pode causar sérios danos a saude animal e
humana. Por possuirem estruturas semelhantes aos precursores dos
esfingolipidios, as fumonisinas podem alterar funcdes celulares importantes como
o controle da integridade da membrana, a proliferacao celular, a diferenciacao e a
apoptose (Turner et al., 1999; Rocha, 2010). Além disso, essas micotoxinas sao
conhecidas por causarem leucoencefalomalacia em equinos, edemas pulmonares
em suinos e cancer de es6fago em humanos (Jay, 2005).

As fumonisinas tém sido associadas a incidéncia de cancer de esbéfago
em humanos em diversos paises, principalmente na Africa do Sul e nos Estados
Unidos, devido ao consumo de milho e outros produtos com elevado indice de
contaminacdo (Cruz, 2010). Um dos efeitos mais graves causados pelas
fumonisinas ocorre em equinos, a leucoencefalomalacia, que € uma doenca nao

infecciosa esporadica e altamente fatal, que pode resultar na morte dos animais
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dentro de horas a uma semana. Essa doenca atinge o sistema nervoso central e €
caracterizada por uma encefalite hemorragica aguda (Minami et al., 2004; Cruz,
2010).

Outros animais sofrem com os efeitos causados pela ingestdo de
produtos contaminados. Em ratos, camundongos, coelhos, suinos, macacos e
equinos a fumonisina pode provocar hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Em
suinos, os efeitos podem ser edema pulmonar e hidrotérax, e em aves e ratos

causam diversos problemas no figado (Minami et al., 2004; Cruz, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

As analises para avaliar a qualidade sanitaria do milho armazenado foram
realizadas nos Laboratorios de Micotoxinas e Fitopatologia da Embrapa Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais, e no Laboratério de Analises
Micotoxicoldgicas da Universidade Federal de Santa Maria, em Santa Maria, Rio
Grande do Sul.

3.1 Coleta das amostras

Foram selecionados 11 produtores rurais de cinco municipios da Regiao

Central de Minas Gerais (Figura 10) que praticam agricultura familiar, com

critérios estabelecidos pelos Técnicos da EMATER — MG.
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Figura 10 — Mapa da Regido Central de Minas Gerais. Fonte: Governo de Minas
Gerais, 2010.

Os produtores selecionados armazenam milho em espigas e em sacarias
e forneceram as amostras em dois anos consecutivos, de julho de 2013 a janeiro
de 2014, e de julho de 2014 a novembro de 2014. As amostras foram coletadas
em propriedades rurais localizadas nos seguintes municipios: Esmeraldas (ESM),
Fortuna de Minas (FOR), Funilandia (FUN), Inhaima (INH) e Sete Lagoas (SET)
(Tabela 7). As coletas foram feitas em quatro periodos, ao longo do
armazenamento, em intervalos de dois meses. No ano de 2013 as coletas foram
realizadas em seis propriedades (Produtores INH 01, INH 02, FOR 01, FUN 01,
FUN 02 e SET 01), totalizando 23 amostras. No ano de 2014 foram coletadas 21
amostras em sete propriedades selecionadas (Produtores INH 02, FOR 01, SET
02, ESM 01, ESM 02, SET 03, ESM 03).



Tabela 7: Propriedade, local e data de realizagéo das coletas.
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2013/2014

Propriedade Local 1 ZIZata da COIe;i P
INH 01 Inhatma 11/6/2013 17/9/2013 26/11/2013 *
INH 02 Inhaima 11/6/2013 17/9/2013 26/11/2013 28/1/2014
FOR 01 Fortuna de Minas 3/7/2013  19/9/2013 28/11/2013 28/1/2014
FUN 01 Funilandia 9/7/2013  20/9/2013 26/11/2013  30/1/2014
FUN 02 Funilandia 9/7/2013  20/9/2013 26/11/2013  30/1/2014
SET 01 Sete Lagoas 19/7/2013 19/9/2013 28/11/2013 29/1/2014

2014

INH 02 Inhaiima 2/7/2014  18/9/2014 18/11/2014 *
FOR 01 Fortuna de Minas 25/7/2014 17/9/2014 19/11/2014 *
SET 02 Sete Lagoas 9/7/2014  22/9/2014  20/11/2014 *
ESM 01 Esmeraldas 3/7/2014  26/9/2014 21/11/2014 *
ESM 02 Esmeraldas 3/7/2014  26/9/2014  21/11/2014 *
SET 03 Sete Lagoas 9/7/2014  22/9/2014  20/11/2014 *
ESM 03 Esmeraldas 3/7/2014  26/9/2014  21/11/2014 *

* Auséncia de amostra

Para caracterizacdo das propriedades os produtores responderam a um
guestionario sobre as datas de plantio e colheita, tipo de semente, tratos culturais
empregados e o periodo em que as espigas permaneceram no campo apos a
maturacao (Tabelas 1A e 2A, Apéndice).

As amostras foram retiradas de cada paiol de acordo com 0s seguintes
procedimentos (Figura 11):

1. Foram retiradas 100 espigas de milho, ao acaso, amostrando-se 0s
guatro cantos e o centro do paiol. Nao foram coletadas espigas localizadas na
camada superficial de 20 cm;

2. As espigas foram debulhadas em debulhador manual e os gréaos
homogeneizados manualmente;

3. Retirou-se uma amostra de 2 kg de grdos que foi devidamente
acondicionada em sacos de papel Kraft e posteriormente encaminhada para a
Embrapa Milho e Sorgo;

4. Na Embrapa Milho e Sorgo as amostras foram subdivididas em duas
partes iguais e encaminhadas para os Laboratérios de Micotoxinas e de
Fitopatologia para as analises de micotoxinas e insetos praga, e de sanidade dos

graos, respectivamente.
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(D)

Figura 11 — llustracbes do processo de coleta das amostras: (A) espigas de milho
armazenadas no paiol; (B) espigas de milho retiradas ao acaso; (C) debulhador manual;
(D) amostra final com cerca de 2 kg de gréos.

3.2 Avaliacdo daincidéncia de insetos praga e indices de perdas

O percentual de gréaos infestados foi determinado examinando-se
individualmente 200 gréos retirados ao acaso da amostra, para cada amostra
foram feitas duas repeticbes (Figura 12). Os grdos foram imersos em agua por
aproximadamente 24 horas, de modo a facilitar a execucédo do corte e assegurar
uma observacdo acurada dos grdos que ndo se apresentavam aparentemente

danificados.
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Figura 12 — Imersédo de grdos de milho em agua para avaliar o percentual de
infestacao.

Neste exame, foram considerados infestados, além dos grédos que
continham larva, pupa ou inseto adulto, todos os demais que apresentavam
orificio de saida do inseto, conforme recomendac¢des das Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009).

O teor de agua das amostras foi determinado utilizando-se método
gravimétrico em estufa a 105+3 °C, por 24 horas, com amostras de
aproximadamente 100 g (Brasil, 2009). A massa especifica aparente (p, kg m?)
dos graos de milho foi determinada em uma balanca para peso hectolitrico de 1 L,

de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).

3.3 Avaliacédo da sanidade dos gréaos de milho
3.3.1 Massa de 1000 gréos

A massa de 1000 gréos foi determinada por meio da contagem de oito
repeticbes de 100 grdos. Cada repeticdo foi posteriormente pesada em balanca
analitica OHAUS, modelo AR2140 e o célculo foi realizado de acordo com as

especificacdes contidas nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).
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3.3.2 Incidéncia de gréos ardidos

O percentual de gréos ardidos (NGA) e massa dos gréos ardidos (MGA)
foram determinados visualmente, com base no nimero e massa total de graos
das amostras. Os graos considerados ardidos foram retirados das amostras,
sendo posteriormente contados para se obter o NGA. Para determinacdo da MGA
os graos foram pesados em balanca analitica OHAUS, modelo AR2140.

Foram considerados ardidos os graos que apresentaram pelo menos um
guarto de sua superficie com colora¢gBes variando de marrom-claro a roxo ou

vermelho intenso (Figura 13).

Figura 13 — Graos considerados ardidos.

3.3.3 Identificacdo de fungos

Os testes de patologia dos grdos foram realizados empregando-se 0s
graos ardidos e 100 gréaos sadios. Foi empregado o método do papel filtro com
congelamento (Figura 14), sendo os graos inicialmente desinfestados por meio da
imersdo em hipoclorito de sédio 2% durante 5 minutos. Em seguida, os graos
foram lavados duas vezes em agua deionizada e, posteriormente, plagueados em
caixas tipo gerbox contendo papel filtro umedecido com &gar-agua em 5% (Pinto,
2007). As caixas foram mantidas por 24 h em temperatura ambiente para
estimular a germinacdo dos grdos, sendo, posteriormente, armazenadas em

freezer a -5 °C por 24 h, para interromper o processo germinativo. Em seguida, as

caixas foram colocadas em camara de incubacdo a 24 °C, com fotoperiodo
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ajustado para 12 h. Depois de 10 a 15 dias, foram feitas a identificacdo do género
e a avaliacdo do numero dos fungos associados aos graos, com o auxilio de
microscépio estereoscopico (Spenser, modelo 1031) e microscopio binocular
(ZEISS, modelo 475200-9901).

(B)

©) (D)

Figura 14 — llustracGes do processo de identificacdo de fungos. (A) desinfestacao
dos graos, (B) e (C) plagueamento dos grdos em caixas tipo gerbox e (D) camara
de incubacéao.

3.4 Determinacdo de micotoxinas em grdos de milho armazenados

(aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona)

As analises de fumonisinas e aflatoxinas foram realizadas no Laboratério
de Micotoxinas da Embrapa Milho e Sorgo. As andlises de zearalenona foram
realizadas no Laboratério de Analises Micotoxicologicas (LAMIC) da Universidade
Federal de Santa Maria. Analisaram-se as micotoxinas em 44 amostras.

Para homogeneizagéo do teor de 4gua, as amostras foram colocadas em

estufa a 65 °C, até massa constante. ApGs resfriamento, os grdos foram moidos
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em moinho marca Trapp, modelo TRF300, com peneira com abertura de 3 mm.
As amostras foram armazenadas em freezer a -18 °C até o momento das analises

e homogeneizadas em quarteador antes da pesagem.

3.4.1 Deteccéo e quantificacao de aflatoxinas

Foram pesadas 10 g de cada amostra, acrescentando-se 1 g de NaCl e
20 mL de solucdo metanol:agua (80:20 v/v). As amostras foram agitadas por 2
min. em mesa agitadora (Nova Etica, modelo 109), a 200 rpm, procedendo-se a
filtragem em papel filtro (11 cm) qualitativo para retirada de impurezas. Em
seguida retirou-se uma aliquota de 5 mL da amostra filtrada, a qual foram
acrescidos 20 mL de agua deionizada, realizando-se entdo nova filtragem em filtro
de microfibra de 11,0 cm/1,5 pm. Retirou-se uma nova aliquota de 10 mL que foi
colocada em seringa acoplada a coluna de imunoafinidade Aflatest (Vicam®). A
amostra eluiu naturalmente pela coluna por gravidade, desprezando-se o liquido
(1-2 gotas/segundo). O sistema foi, entdo, lavado com 10 mL de agua deionizada,
desprezando-se o liquido (1-2 gotas/segundo). O sistema foi novamente lavado
com 10 mL de agua deionizada, desprezando-se o liquido, e foi completamente
esvaziado com auxilio de um compressor de ar. Adicionou-se 1,0 mL de metanol
grau HPLC, que eluiu lentamente (uma gota por segundo) pela coluna de
imunoafinidade (Vicam®, modelo #G1024), coletando-se a amostra em cubeta de
vidro. Posteriormente, adicionou-se 1 mL do revelador para aflatoxina a cubeta,
fazendo-se a leitura da concentracdo no fluorimetro (Vicam®, modelo serie 4)
depois de 1 min da adicdo do revelador, obtendo-se o resultado em ppb de
acordo com a metodologia da Vicam® (Aflatest®, Immunoaffinity Column, USA).

A cada bateria de 20 amostras foi analisada uma amostra referéncia da
Romer Labs Diagnostic GmbH com teor de 11,04 + 3,24 ug kg* e da Trilogy
Analytical Laboratory com teor de 9,6 + 1,1 ug kg™.
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3.4.2 Deteccéo e quantificacdo de fumonisinas

Foram pesadas 10 g de cada amostra, acrescentando-se 1 g de NaCl e
20 mL de solucédo metanol:dgua (80:20 v/v). As amostras foram agitadas por 2
min. em mesa agitadora marca Nova Etica modelo 109, a 200 rpm, procedendo-
se a filtragem em papel filtro qualitativo para retirada de impurezas. Em seguida,
retirou-se uma aliquota de 5 mL da amostra filtrada, a qual foram acrescidos
20 mL de solugdo tampdo PBS 0,1% Tween 20, realizando-se entdo nova
filtragem em filtro de microfibra de 9,0 cm/1,0 um. Retirou-se uma nova aliquota
de 10 mL que foi colocada em seringa acoplada a coluna de imunoafinidade
Fumonitest (Vicam®). A amostra eluiu naturalmente pela coluna por gravidade,
desprezando-se o liquido (1-2 gotas/segundo). O sistema foi entdo lavado com 10
mL de solucdo tampédo PBS 0,1% Tween 20 (1-2 gotas/segundo). O sistema foi
novamente lavado com 10 mL de solugdo tampdo PBS 0,1% Tween 20,
desprezando-se o liquido, e foi completamente esvaziado com auxilio de um
compressor de ar. Adicionou-se 1,0 mL de metanol grau HPLC, que eluiu
lentamente (uma gota por segundo) pela coluna de imunoafinidade (Vicam®,
modelo #G1060), coletando-se a amostra em cubeta de vidro. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL do revelador para fumonisinas a cubeta, fazendo-se a leitura
da concentracdo no fluorimetro (Vicam®, modelo serie 4) depois de 4 min. da
adicdo do revelador, obtendo-se o resultado em ppm (Fumonitest®,
Immunoaffinity Column, Vicam®, USA). A validacdo da metodologia foi feita de
acordo com Ribeiro et al. (2013). A cada bateria de 12 amostras foi analisada uma
amostra referéncia da Vicam com teor <3,0 pg kg’ e da Trilogy Analytical
Laboratory com teor de 4,1 + 0,5 pug kg™.

Mostram-se, na Figura 15, ilustracbes de alguns dos procedimentos

empregados na deteccao e quantificacdo de aflatoxinas e fumonisinas.
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Figura 15 — llustracdes do processo de andlise e deteccdo de fumonisinas e
aflatoxinas. (a) pesagem da amostra, (b) extracdo das micotoxinas, (c) agitacao,
(d) filtragem, (e) diluicdo, (f) filtragem, (g) eluicdo da amostra pela seringa, (h)
eluicdo do metanol HPLC e (i) leitura em fluorimetro.

3.4.3 Deteccéo e quantificacédo de zearalenona

As analises foram realizadas no LAMIC da Universidade Federal de Santa
Maria, RS, seguindo a metodologia desse Laboratério que preconiza 0 emprego
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de
massas (LC-MS/MS 400 API), com fonte de ionizagdo operando no modo
negativo. Apdés a moagem das amostras, foram pesados 3 g de cada amostra e
adicionados 24 mL da solucdo metanol:agua (70:30 v/v). As amostras foram

agitadas por 20 min. em agitador de bancada (Marconi, modelo MA — 563),
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procedendo-se entdo a filtragem e retirada de 10 mL do extrato. Em seguida
diluiu-se 40 pL do extrato em 955 pL de diluente Fase aquosa:Fase organica
(30:70 vlv). O extrato foi agitado e levado para andlise pelo LCMS/MS. A
micotoxina foi quantificada através da curva preparada com padrées de
zearalenona (0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0 e 10,0 pg L™), apresentando limite de
quantificacdo de 20 pg kg™. Utilizou-se a coluna Eclipse XDB-C8, com dimensées
de 4,6 mm x 250 mm e 5 um de diametro, fase aquosa H2O:AcNH4 (995:5 v/v) e
fase organica H,O:MeOH:AcNH, (95:990:5 v/v). Para deteccdo de zearalenona
foram utilizados os ions filhos 174,9 e 131,0 (317,0 —»174,9; 317,0 —»131,0).

3.5 Delineamento estatistico

Nas analises referentes as micotoxinas aflatoxinas e fumonisinas totais os
resultados foram avaliados por analise de variancia e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey em 5% de probabilidade pelo programa SISVAR (Ferreira, 2010).
Para as analises da incidéncia de insetos praga, indices de perdas, avaliacao da
sanidade dos graos de milho e teores de zearalenona foram utilizadas analises

descritivas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados pluviométricos

Os dados foram coletados com o auxilio de programas de precipitacédo
por satélite, Tropical Rainfall Measuring Mission (TRMM) e Multi-Satellite
Precipitation Analysis (TMPA) (Mantas et al., 2015). Foram quantificadas as
meédias mensais de precipitacdo entre o periodo de plantio at¢é o fim do
armazenamento dos graos de milho nas propriedades analisadas durante os dois
periodos (Tabela 8).

Observou-se que para as propriedades do primeiro ano de pesquisa
(FOR, FUN, INH e SET) o periodo mais chuvoso ocorreu entre novembro/2012 a
janeiro/2013, com valor variando de 95,9 a 251,8 mm. O periodo mais seco
abrangeu o trimestre junho, julho e agosto/2013, com valores entre 3,0 e 6,8 mm.

Para o segundo ano de pesquisa (ESM, FOR, INH e SET), os meses de
outubro, novembro e dezembro/2013 foram os mais chuvosos, com médias
variando de 96,4 a 360,1 mm, e com valores de 3,1 a 8,2 mm para os periodos
mais secos, que corresponderam aos meses de junho e agosto/2014.

De acordo com Ferreira (2006), o milho suporta pequenas deficiéncias
hidricas no inicio do seu crescimento, ndo sendo muito exigente quanto a
umidade, porém, essa deficiéncia pode ser fator critico durante o periodo entre a
floracdo e o enchimento de graos, prejudicando assim a produtividade da cultura.

De acordo com o autor o milho pode ser cultivado em regides que apresentem
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precipitacdes anuais de 250 mm a 5.000 mm, sendo que a quantidade de agua
consumida pela planta durante seu cultivo € por volta de 600 mm.

A produtividade do milho é maior quando as condi¢cbes climéaticas
permitem que o plantio seja feito nos meses de setembro e outubro (Ferreira,
2006). Devido as condi¢Bes climaticas, a maioria dos produtores atrasou o plantio
do milho.

Tabela 8: Médias mensais dos dados pluviométricos dos municipios situados na
Regido Central de Minas Gerais em que foram coletadas as amostras de graos de
milho armazenados em paidis de produtores familiares (mm).

Periodo Municipio

Esmeraldas Fortuna de Minas Funilandia Inhaima Sete Lagoas
Outubro/2012 46,4 39,9 36,6 39,6 37,5
Novembro/2012 2275 229,9 2449 248,1 251,8
Dezembro/2012 133,1 113,6 95,9 106,1 98,8
Janeiro/2013 241.,8 218 215,1 212,8 214,5
Fevereiro/2013 61,9 54,5 47,9 52,1 49,3
Marco/2013 63,9 64,8 53,9 59,5 53,8
Abril/l2013 82,5 67,1 66,4 65,2 61,1
Maio/2013 35,6 32,8 31,2 31,5 30,8
Junho/2013 8,0 6,8 5,2 6,4 5,7
Julho/2013 5,4 4,6 6,8 5,2 5,8
Agosto/2013 4,3 3,0 3,4 3,4 3,6
Setembro/2013 49,5 39,9 36,2 38,0 35,4
Outubro/2013 112,7 96,4 96,8 100,2 104,5
Novembro/2013 105,9 104,6 110,6 105,9 107,6
Dezembro/2013 360,1 311,9 322,8 296,3 300,3
Janeiro/2014 62,0 50,0 41,5 47,3 41,7
Fevereiro/2014 28,2 27,3 25,2 25,3 24,8
Marco/2014 101,2 98,4 101,8 96,4 93,3
Abril/l2014 94,1 70,5 33,7 53,2 38,9
Maio/2014 15,0 16,0 16,0 16,0 15,3
Junho/2014 8,2 7,0 5,3 6,7 5,6
Julho/2014 20,2 17,1 21,1 17,9 19,3
Agosto/2014 4.6 3,1 3,4 3,5 3,6
Setembro/2014 13,8 12,5 10,8 10,8 10,0
Outubro/2014 70,4 68,4 55,4 70,1 68,5
Novembro/2014 146,4 121,9 136,8 130,2 134,9

Dezembro/2014 108,9 95,4 102,5 92,7 94,3
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A escassez de chuvas e a falta de mao de obra foram fatores que
tiveram grande influéncia na dificuldade de encontrar produtores que estivessem
disponiveis para colaborar com o presente trabalho, pois a maioria dos produtores
da Regido Central de Minas Gerais ndo fez o plantio da cultura. Para aqueles que
o fizeram, os fatores mencionados, além do plantio tardio, influenciaram na

produtividade e com quantidade inferior a esperada.

4.2 Avaliacdo da incidéncia de insetos praga, indices de perda e massa de
1000 graos

4.2.1 Incidéncia de insetos praga

Para o primeiro ano de coleta detectou-se infestagcdo por insetos praga
em todas as amostras analisadas, com niveis variando de 0,3% a 34,8% (Figura
16). Observou-se infestacdo meédia total de 10,1% na primeira coleta, 7,1% na
segunda, 14,7% na terceira e 23,6% nha quarta, indicando que houve aumento na
infestacdo em funcdo do avanco no periodo de armazenamento, exceto na
segunda coleta. As amostras apresentaram uma média total de infestacdo de
13,8%. Das 23 amostras analisadas, 15 (65,2%) apresentaram infestacdo acima
dos niveis mostrados na Tabela 3, sendo, portanto, consideradas fora dos
padrdes de comercializacdo estabelecidos pela Normativa n°® 60 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2011).

No segundo ano de coleta, observou-se que 20 das 21 amostras
analisadas apresentaram infestacdo por insetos praga e 0s niveis encontrados
variaram de 0,3 a 52,5% (Figura 17). A infestacdo média total das amostras foi de
2,4% na primeira coleta, 7,9% na segunda e 30,2% na terceira, indicando,
novamente, aumento na infestacdo em funcéo do periodo de armazenamento. As
amostras apresentaram média total de infestacdo de 13,5%. Com relagdo ao
padrdo de comercializacdo, 11 amostras (52,4%) apresentaram grau de
infestacdo acima dos niveis estabelecidos pela Normativa n® 60 do Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2011).
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Figura 16 — Infestacdo por insetos praga em graos de milho coletados em seis
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais, entre junho de 2013 e
janeiro 2014. Municipios: Inhaima(INH); Fortuna de Minas (FOR); Funilandia
(FUN); Sete Lagoas (SET).
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Figura 17 - Infestacdo por insetos praga em grdos de milho coletados em sete
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais, entre os meses de
julho e novembro de 2014. Municipios: Inhauma(INH); Fortuna de Minas (FOR);
Esmeraldas (ESM); Sete Lagoas (SET).



43

Quirino et al. (2013) observaram niveis de infestacdo entre 0,94% e
2,33%, consideravelmente inferiores aos verificados no presente trabalho. Nesse
trabalho os grdos foram armazenados durante 5 meses, com umidade entre 13%
e 14% b.u., e temperatura média de 23,6 °C. No entanto, a investigacao foi feita
em armazém aerado com ar natural, 0 que possivelmente contribuiu para o baixo
grau de infestacdo. Antunes et al. (2011) armazenaram amostras de 600 g de
graos de milho em frascos de vidro fechados com tecido tipo voile, com grau de
infestacédo inicial de 0,5% e observaram aumento para 3%, 10% e 34% ao longo
de 30, 60 e 120 dias de armazenamento, respectivamente. O valor médio do grau
de insfestacdo foi de 12%, ou seja, os resultados foram semelhantes aos
observados no presente trabalho. O aumento do grau de infestagdo em fungéo do
periodo de armazenamento foi também avaliado por Caneppele et al. (2003); ao
infestarem amostras de 500 g de milho com 5, 15 e 50 adultos de S. zeamais,
observaram grau de infestacdo de até 97% depois de 150 dias de
armazenamento.

O elevado grau de infestacdo observado no presente trabalho pode ser o
resultado da influéncia de diversos fatores. Em primeiro lugar, paiés sé&o
estruturas que favorecem naturalmente o ataque de insetos praga. De acordo
com Albernaz et al. (2010), na regido central de Minas Gerais o milho é
armazenado principalmente em espigas empalhadas, normalmente em paidis de
alvenaria (38%) ou de madeira (35%), galpdo de alvenaria (12%) e silo
subterraneo (3%). Os que nao possuem local proprio de armazenamento optam
por terreiros cobertos com lona (6%) e outros ndo armazenam o milho na
propriedade (6%). Além disso, a colheita tardia, a precariedade das estruturas e
falta de cuidados no armazenamento podem potencializar as perdas por ataque
de roedores e insetos. No presente trabalho, as propriedades eram dotadas
predominantemente de paidis e a maioria dos produtores atrasou a colheita dos
graos de 30 a 90 dias (Tabela 1A), possibilitando assim um maior ataque de
pragas e fungos.

Outro fator que contibuiu para a elevacdo do grau de infestacdo ao longo
do armazenamento foi o fato de os produtores né&o utlizarem fungicidas e
inseticidas quando a cultura ainda estava no campo ou inseticidas durante o
armazenamento (Tabelas 1A e 2A). As excecdes foram o produtor INH 02, que

entre julho e novembro de 2014 aplicou inseticida quando a cultura ainda se
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encontrava no campo e o0 produtor ESM 03 que utlizou inseticida no
armazenamento. Contudo, € provavel que essas aplicagbes ndo tenham
contribuido de forma consistente para o controle de insetos praga, uma vez que o
grau de infestacao depois de cinco meses de armazenamento foi superior a 20%.

Ademais, o aumento do indice de infestacdo pode estar associado a
presenca de S. zeamais que é a principal praga do milho. Por se tratar de praga
priméria, que se alimenta do grdo sadio e intacto, conseguindo romper seu
tegumento e causando os danos mais representativos, a infestagdo por S.
zeamais facilita a entrada e o desenvolvimento de insetos praga secundarios, que
nao conseguem romper o tegumento do grao (Alencar et al., 2011).

Com relacdo ao teor de agua dos graos (Figura 18), observou-se que
independente do grau de infestacdo por insetos praga, o valor permaneceu no
intervalo entre 9,0 e 10,8% b.u. ao longo do armazenamento, sendo inferior ao
limite maximo permitido para comercializacdo de grdos de milho no Brasil, de
14,5% b.u (BRASIL, 1976). Comportamento similar foi observado no segundo ano
do experimento, em que o teor de agua manteve-se entre 8,0% e 11,8% b.u.
(Figura 19).
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Figura 18 — Teor de agua (% b.u.) das amostras de graos de milho armazenados
em propriedades familiares entre junho de 2013 e janeiro 2014.
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Figura 19 - Teor de agua (% b.u.) das amostras de graos de milho armazenados
em propriedades familiares entre julho e novembro de 2014.

4.2.2 indices de perda de massa especifica aparente

Observa-se, na Figura 20, que entre junho de 2013 e janeiro de 2014
houve reducédo da massa especifica aparente (p) do milho armazenado em todas
as seis propriedades familiares, com valores variando de 813 a 723 kg m>. Os
valores médios de p nos quatro periodos de coleta foram 786, 771, 749 e 724
kg m, respectivamente. Mostra-se, na Figura 21, a reducéo no valor da massa
especifica aparente entre as coletas inicial e final para cada um dos produtores.
Na maioria dos casos a reducao no valor de p foi igual ou superior a 10%, com
apenas dois casos em que a reducdo foi inferior a 5%. O percentual médio de
reducdo na massa especifica aparente durante o periodo de armazenamento foi
de 8%. Os valores correspondentes para o segundo ano de observacdo foram
665 kg m™ < p < 838 kg m™ (Figura 22) e média de 9% de reducéo da massa

especifica aparente dos graos durante o armazenamento (Figura 23).
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Figura 20 — Massa especifica aparente do milho armazenado em seis

propriedades familiares entre junho de 2013 e janeiro de 2014.
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Figura 21 — Reducdo (%) da massa especifica aparente de grdos de milho
durante o armazenamento entre junho de 2013 e janeiro de 2014.
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Figura 22 - Massa especifica aparente do milho armazenado em sete
propriedades familiares entre julho e novembro de 2014.
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Figura 23 - Reducéao (%) da massa especifica aparente de graos de milho durante
0 armazenamento entre julho e novembro de 2014.

Usualmente, o aumento do grau de infestacgdo ao longo do
armazenamento esta associado a reducdo da massa especifica aparente, como
se pode inferir comparando-se as Figuras 16 e 20 e as Figuras 17 e 22. Observa-

se que, no primeiro periodo, as propriedades SET 01 e INH 02 (Figura 16)
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apresentaram os maiores indices de infestacdo por insetos praga e também a
maior reducdo de massa especifica, com valor de 10,4% (Figura 21). No entanto,
o percentual de reducao de p entre o inicio e o fim do armazenamento nao refletiu
inteiramente 0 aumento no grau de infestacdo, principalmente entre junho de
2013 e janeiro de 2014, como € o caso da propriedade FUN 02, que apresentou
elevado indice de infestacao (27,5%), mas sua reducdo de massa especifica foi a
menor observada, ou seja, 3%. Entretanto, na segunda etapa do experimento,
observa-se que maiores graus de infestacdo resultaram em maior reducédo de
massa especifica aparente, como mostram as Figuras 17 e 23. Na propriedade
ESM 03 observou-se 0 maior dano por insetos, com indice de 52,5%, e também a
maior reducdo de massa especifica, ou seja, 16,2%.

Os resultados aqui observados quanto a relagédo entre nivel de infestacédo
e reducdo na massa especifica aparente também foram constatados por outros
pesquisadores. Almeida Filho et al. (2002) avaliaram diferentes cultivares de milho
infestados com S. zeamais e S. oryzae, ao longo de 180 dias de armazenamento,
e afirmaram que as perdas de massa estdo correlacionadas com o aumento do
namero de insetos. Foram observadas reducdes de massa especifica aparente de
14% e 15%, provocadas por S. oryzae e S. zeamais, respectivamente. Resultados
similares foram relatados por Caneppele et al.(2003), Alencar et al. (2011) e
Antunes et al. (2011). Além dos danos causados por insetos praga, o elevado
nivel de perdas observado no presente trabalho pode ter sido decorrente de
diversos outros fatores, principalmente danos fisicos que ocorrem durante as
operacles de colheita, transporte e armazenagem e até mesmo pela respiracéo

dos graos (Smirdele et al., 2003).

4.2.3 Massa de 1000 graos

Nas Figuras 24 e 25 sdo apresentados os valores da massa de 1000
graos (Mipo0, kg) de milho armazenado em propriedades familiares, ao longo dos
periodos de junho/2013 a janeiro/2014 e julho a novembro/2014, respectivamente,
com coletas realizadas em intervalos de dois meses.

Os resultados obtidos no primeiro periodo avaliado revelaram reducao de

massa ao longo do armazenamento, exceto nas propriedades FOR 01 e FUN 02
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(Figura 24). A massa de 1000 graos das amostras analisadas variou entre 215,61
e 335,08 g, com percentuais de redugcdo ao longo do armazenamento de 5,8%,
3,1%, 9,4% e 4,7%, nas propriedades INH 01, INH 02, FUN 01 e SET 01,

respectivamente.
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Figura 24 — Massa de 1000 grdos (g) de milho armazenados em paidis de
produtores familiares durante o periodo de junho de 2013 a janeiro de 2014.
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Figura 25 - Massa de 1000 grdos (g) de milho armazenados em paidis de
produtores familiares durante o periodo de julho a novembro de 2014.
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Na segunda etapa do experimento, reducdes significativas na massa de
1000 gréos foram as excegOes, ocorrendo apenas nas propriedades ESM 01
(13,0%) e SET 03 (11,3%), respectivamente (Figura 25). A massa de 1000 gréos
das amostras analisadas variou no intervalo 185,05 g < mgpo < 347,85 g.
Marcondes (2012) analisou trés hibridos de milho em dois locais distintos,
Guarapuava — PR e Sete Lagoas — MG, e encontrou resultados proximos ao
deste trabalho, com massa de 1000 graos variando entre 236,56 e 390,94 g.

Antunes et al. (2011) armazenaram amostras de 600 g de milho por 120
dias e observaram reducédo de 13% na massa em funcdo do ataque de insetos.
No presente trabalho a associacdo entre reducdo de massa e grau de infestacéo
ficou evidenciada na propriedade ESM 01, no segundo ano da pesquisa (Figura
23), em que se verificou que o maior percentual de infestacéo, 53%, resultou em
13% de reducdo de massa. Entretanto, Paraginski et al. (2015), ao analisarem
amostras de milho produzidas em Santo Augusto, RS, e armazenadas em
diferentes temperaturas ao longo de 12 meses, observaram reducdo de massa
em temperaturas mais elevadas e ganho de massa em temperaturas mais
amenas. Esse comportamento foi atribuido a alteracdes do teor de agua.

Catao et al. (2010) avaliaram amostras de 17 variedades de milho crioulo
coletadas em dois periodos distintos no municipio de Porteirinha, MG, e
observaram que a massa de 1000 graos variou nos intervalos 149,0 g < Mjgo <
385,3 g e 114,1 g < mygeo < 382,7 g, nos respectivos periodos de avaliacdo. Uma
mesma variedade apresentou a menor massa de 1000 grdos nas duas
avaliacdes, com reducdo de 24%, valor consideravelmente mais elevado que os
obtidos no presente trabalho. Desta forma, os autores verificaram que a massa de
1000 gréos é um parametro que permite avaliar a qualidade final do produto

armazenado, bem como o rendimento final da cultura.

4.3 Avaliacéo da sanidade dos graos de milho

4.3.1 Incidéncia de graos ardidos

O numero e a massa de gréos ardidos encontram-se nas Tabelas 9 e 10,

respectivamente. Observou-se que todas as amostras, quando positivas para
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graos ardidos, apresentaram incidéncia abaixo de 5%, sendo esse valor
considerado o limite maximo para que um lote de milho ndo seja classificado
como “fora de tipo” (MAPA, 2011).

Tabela 9: Percentual de grdos ardidos (% N.G.A) e massa relativa dos gréos
ardidos (% M.G.A) em amostras de milho coletadas em paib6is de produtores
familiares no periodo de junho/2013 a janeiro/2014.

Coleta
Propriedade 1 2 3 4
N.G.A. M.G.AA. NNG.A. M.G.AA. N.G.A. M.G.AA. N.GA. M.GA.
INH 01 0,05 0,05 0,16 0,15 0,06 0,07 * *

INH 02 0,45 0,36 0,30 0,21 0,32 0,21 0,35 0,29
FOR 01 0,11 0,15 0,00 0,00 0,10 0,10 0,03 0,04
FUN 01 0,75 0,71 0,54 0,51 0,04 0,02 0,13 0,08
FUN 02 0,00 0,00 0,17 0,12 0,04 0,02 0,00 0,00
SET 01 0,44 0,32 0,25 0,22 0,24 0,26 0,41 0,37

* Auséncia de amostra.

Tabela 10: Percentual de grédos ardidos (% N.G.A) e massa relativa dos gréos
ardidos (% M.G.A) em amostras de milho coletadas em paidis de produtores
familiares no periodo de julho a novembro/2014.

Coleta
Propriedade 1 2 3
N.G.A. M.G.A. N.G.A. M.G.A. N.G.A. M.G.A.
INH 02 0,00 0,00 0,04 0,20 0,04 0,40
FOR 01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SET 02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ESM 01 0,00 0,00 0,04 0,02 0,00 0,00
ESM 02 0,00 0,00 0,14 0,12 0,02 0,02
SET 03 0,06 0,03 0,00 0,00 0,03 0,02
ESM 03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

De todas as 44 amostras analisadas detectou-se incidéncia de graos
ardidos em 27 delas (61%), com niveis entre 0,03% e 0,75% e entre 0,02% e
0,14%, no primeiro e no segundo ano da pesquisa, respectivamente. De acordo
com o MAPA (2011), Tabela 4, as amostras sdo consideradas do Tipo 1 quando
apresentam incidéncia de graos ardidos (% N.G.A.) inferior a 1%. Comportamento

semelhante foi verificado com relacédo ao percentual, em massa, de graos ardidos,
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gue variou entre 0,02% e 0,71% para o primeiro ano de coleta e entre 0,02% e
0,40% para o segundo ano.

Marcondes (2012) analisou trés hibridos de milho em Guarapuava, PR e
Sete Lagoas, MG, em duas épocas distintas, e também obteve médias de nimero
e massa de graos ardidos inferiores a 5%. O autor atribuiu o resultado a colheita
antecipada, mostrando que essa pratica pode auxiliar na manutencdo da
gualidade do gréo, podendo reduzir a incidéncia de graos ardidos.

Entretanto, Duarte et al. (2009) avaliaram a incidéncia de gréos ardidos
em 24 hibridos de milho com e sem aplicagcdo de fungicida. Os resultados
apontaram para elevada incidéncia de gréos ardidos. Nas amostras de milho sem
aplicagdo de fungicidas a incidéncia variou de 4,5% a 31,0%, valores que
ultrapassam os limites estabelecidos para comercializagédo dos gréos. Apenas um
hibrido ficou abaixo do limite de 5%. Porém, as amostras com aplicacdo de
fungicida apresentaram incidéncia de 1,5% a 17,2%, mostrando uma redugé&o
guando comparadas com as amostras nao tratadas. As médias totais obtidas
foram de 13,0% e 8,4%, nas amostras sem e com aplicacdo de fungicida,
respectivamente. Em funcéo do elevado niumero de gréos ardidos nas amostras,
0s autores ressaltaram a importancia da utilizacdo de fungicidas nas praticas
agricolas a fim de reduzir a infeccdo e melhorar a qualidade dos graos. Os graos
ardidos, além de causarem perdas econdmicas, estdo associados a doencas em
seres humanos, e embora as amostras dos produtores familiares deste trabalho
ndo tenham apresentado altos indices de graos ardidos, os produtores nao
aplicaram nenhum tipo de fungicida, conforme mostra a Tabela 1A (Apéndice), o
gue é preocupante. Segundo Lanza et al. (2012) deve-se considerar o tipo de
fungicida, o numero de aplicacdes, a cultivar e a época de plantio.

Costa et al. (2014) avaliaram amostras de 13 linhagens e de 25 hibridos
de milho e constataram que a incidéncia e a massa de grdos ardidos foram
relativamente baixas, inferiores a 5%. Os autores compararam também amostras
de milho bem e mal empalhadas, e observaram que as espigas mal empalhadas

apresentaram maior incidéncia de graos ardidos que aquelas bem empalhadas.
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4.3.2 |dentificagdo de fungos

O percentual de gréos ardidos com ocorréncia de fungos patogénicos
variou de 0 a 100% nos dois periodos avaliados (Tabelas 11 e 12). Houve
incidéncia de Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Stenocarpella nas 27 amostras

analisadas.

Tabela 11: Frequéncia da incidéncia de grédos ardidos contendo fungos
patogénicos em graos de milho coletados em paidis de propriedades familiares no
periodo de junho/2013 a janeiro/2014.

Fusarium spp. Penicilium spp. Arpergillus spp. Stenocarpella spp.

Prop. Coleta
1 2 3 4 1 2 3 4 1 23 4 12 3 4
INHO1 100, 100 100 ** 0 20 0 * 0 00 ™ 00 O *
INHO2 90,9 93,8 87,5 100 182 125 0O O 0 000 O0O0 O 0
FORO1 100 * 100 100 o * 0 0 0 *0 O 0* 0 0
FUNO1 100 100 100 83,3 0O 0 0 O 0 00 O 00 O 0
FUNO2 * 100 100 * * o o * * 00 * * 0 100 *
SETO1 818 833833 75 273 0 333 2,8 2730042 00 O 25

* A amostra ndo apresentou incidéncia de graos ardidos.
** Auséncia de amostra.

Tabela 12: Frequéncia da incidéncia de graos ardidos contendo fungos
patogénicos em graos de milho coletados em paiodis de propriedades familiares no
periodo de julho a novembro/2014.

Fusarium spp. Penicillium spp. Arpergillus spp. Stenocarpella spp.
Prop. Coleta

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
INHO02  » 50 50 * 50 0 * 0 0 * 0 0
FORO01 = * * * * * * * * * * *
SET 02 =« * * * * * * * * * * *
ESMO01 +* 100 * * 0 * * 0 * * 0 *
ESMO02 * 100 O * 0 100 * 0 0 * 0 0
SETO03 50 * 100 50 * 0 0 * 0 0 * 0
ESM 03 =« * * * * * * * * *

* A amostra ndo apresentou incidéncia de graos ardidos.

Fungos do género Fusarium foram os principais patdgenos associados

aos graos ardidos, incidindo em praticamente todas as amostras, com ocorréncia
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de 50 a 100%, exceto naquela referente a 32 coleta na propriedade ESM 02 (2°
ano). Em termos quantitativos, fungos do género Penicillium vém a seguir, tendo
sido observados em oito amostras que apresentaram incidéncia de graos ardidos
e sua ocorréncia variou de 18,2% a 100%. As espécies de Aspergillus foram
encontradas em apenas duas amostras de milho provenientes da mesma
propriedade (SET 01), com incidéncia de 27,3% e 4,2%, nas coletas 1 e 4,
respectivamente. O género Stenocarpella também apresentou pouca ocorréncia.
Sua presenca foi identificada somente em duas amostras, com incidéncia de 25%
e 100%.

A incidéncia de fungos em gréos assintomaticos no primeiro e segundo
ano da pesquisa encontra-se nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. Pode-se
notar que, assim como nos graos ardidos, espécies do género Fusarium foram as
preponderantes, com presenca em todas as amostras analisadas e meédia de
contaminacao de 66% no primeiro e de 47,2% no segundo periodo. No primeiro
ano de pesquisa as contaminacdes variaram entre 23% e 95%, e no segundo ano
entre 6% e 69%. Fungos do género Penicillium foram observados em 22 amostras
no primeiro ano, com incidéncia variando de 1% a 25%, e em 16 amostras no
segundo ano, com variacdo entre 1% e 21%. As espécies de Aspergillus
ocorreram em quatro e cinco amostras, no primeiro e no segundo ano,
respectivamente, com variacdo entre 1% e 6% no primeiro, e 1% e 3% no
segundo ano. Fungos do género Stenocarpella foram identificados em apenas
guatro amostras no segundo ano da pesquisa, com contaminacao variando de 1%
a 4%.

Normalmente, a incidéncia de fungos nos grédos ocorre devido a fatores
gue favorecem a infeccdo da espiga, como injdrias causadas por insetos, clima
favoravel e mau empalhamento (Duarte et al., 2009). Além da infestacdo por
insetos praga, a alta incidéncia de fungos pode estar relacionada também a
escassez de chuva, que favorece a dispersdo desses patdgenos no ar (Denti e
Reis, 2003). Observa-se, na Tabela 8, que os periodos mais chuvosos
(novembro, dezembro e janeiro/2012 e outubro, novembro e dezembro/2013)
ocorreram na fase de crescimento e desenvolvimento da planta, com precipitacéo

média mensal inferior a 300 mm, mostrando que ndo houve excesso de chuva.



55

Tabela 13: Frequéncia da incidéncia de fungos patogénicos em gréaos sadios de
milho coletados em paidis de propriedades familiares no periodo de junho/2013 a
janeiro/2014.

Fusarium spp. Penicilium spp. Arpergillus spp.
Propriedade Coleta

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
INH 01 87 84 94 ** 3 8 6 * 0 0 1 o
INH 02 78 93 23 51 17 o 2 9 0 0 0 0
FOR 01 95 64 75 56 10 13 1 10 1 0 0 0
FUN 01 78 58 63 44 12 25 1 4 0 0 0 0
FUN 02 43 46 46 41 5 13 4 3 0 0 0 0
SET 01 70 82 74 73 7 3 3 13 6 0 0 2

** Auséncia de amostra.

Tabela 14: Frequéncia da incidéncia de fungos patogénicos em graos sadios de
milho coletados em paidis de propriedades familiares no periodo de julho a
novembro/2014.

Fusarium spp. Penicillium spp.  Arpergillus spp.  Stenocarpella spp.

Propriedade Coleta

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
INH 02 50 50 22 2 6 1 2 2 0 0 0 0
FOR 01 54 58 30 21 9 12 0 0 3 0 0 0
SET 02 62 66 34 2 7 0 0 2 0 0 0 0
ESM 01 57 41 6 0O 1 oO 0 1 0 0 1 0
ESM 02 32 63 33 4 2 1 0 0 0 0 0 0
SET 03 55 44 66 11 8 5 0 0 0 0 0 1
ESM 03 69 53 47 1 9 0 0 0 0 4 1 0

Segundo Ferrari Filho (2011), os fungos do género Aspergillus e
Penicillium contaminam os graos depois da colheita e tém a capacidade de viver
associados a graos com baixo teor de agua. No presente trabalho, verificou-se
gue as espécies de Fusarium foram capazes de colonizar os grdos mesmo com
baixo teor de agua e em condicdes de armazenamento (Figuras 18 e 19).

Resultados semelhantes ao deste trabalho tém sido encontrados na
literatura. De acordo com Ramos et al. (2010), a incidéncia de Fusarium e
Penicillium como os fungos mais presentes nos graos, seguidos de Aspergillus e
Stenocarpella parece ser padrdo para o milho brasileiro. Outra afirmacdo que
possivelmente pode explicar a alta frequéncia de Fusarium nos graos de milho é
gue um microrganismo que se apresenta em maior nimero ou maior adaptacao

ao substrato tem vantagem sobre os demais, pois os fungos possuem um
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antagonismo passivo em que o crescimento é inibido pela competicdo do espaco
e nutrientes fundamentais ao desenvolvimento. Nesse sentido, o Fusarium € um
forte competidor em relacdo ao Aspergillus (Motta et al., 2015).

Abreu et al. (2013) analisaram trés cultivares de milho, em diferentes
épocas de colheita, no municipio de Sete Lagoas, MG, e encontraram niveis
elevados de incidéncia de Fusarium em todas as amostras analisadas, com
variagdo entre 30,7% e 100%. Concluiram que o atraso na colheita influenciou no
aumento da incidéncia de graos ardidos. A incidéncia de fungos tanto em graos
ardidos quanto nos assintomaticos revelou que houve elevada ocorréncia de
Fusarium e que as espécies do género Stenocarpella apresentaram maior
ocorréncia nos gréaos ardidos. Esses resultados sédo similares aos obtidos no
presente trabalho, em que se observou elevada ocorréncia de Fusarium spp,
fungos que podem estar presentes tanto nos grados ardidos quanto nos graos
assintomaticos (Abreu et al., 2013). Segundo Juliatti et al. (2007) e Marcondes
(2012), as podriddes das espigas e os graos ardidos sao causados principalmente
por fungos do género Stenocarpella. Sendo assim, pode-se relacionar a baixa
incidéncia desse fungo com a baixa incidéncia de grdos ardidos encontradas
neste trabalho.

Para Silva et al. (2011) sdo necessarias medidas de controle eficaz para
reducdo da incidéncia de fungos no campo e, consequentemente, da incidéncia
de graos ardidos e da producdo de micotoxinas. Ao avaliarem 20 cultivares de
milho com aplicacdo de inseticidas, em Sete Lagoas, MG, verificaram a
prevaléncia de Fusarium spp. em relacdo aos demais fungos encontrados. As
médias de contaminacdo foram de 91,0%, 4,3% e 2,0%, para Fusarium spp.,
Stenocarpella spp e Penicillium spp., respectivamente. Esses resultados estdo de
acordo com os obtidos neste trabalho, evidenciando os principais géneros de
fungos encontrados nos graos de milho.

Lanza et al. (2012) analisaram amostras de milho com diferentes
aplicacdes de fungicidas e também constataram que fungos do género Fusarium
foram os principais patégenos associados aos graos, independente se ardidos ou
assintomaticos, seguidos de Penicillium spp. e Aspergillus spp.

Diferindo dos resultados aqui apresentados, Stefanello et al. (2012)
avaliaram amostras de milho em duas épocas de semeadura, safra e safrinha,

nos municipios de Dourados e Rio Brilhante, MS. Os resultados apontaram maior



57

incidéncia de Penicillium spp. nas duas épocas de semeadura, seguido de
Fusarium spp. De acordo com aqueles autores, a época de semeadura e 0 uso de
fungicidas durante o cultivo do milho n&o influenciaram na incidéncia de
Aspergillus e Penicillium, porém tiveram efeito sobre a ocorréncia de Fusarium,
resultando em menor incidéncia desse fungo. A alta incidéncia de Fusarium
apresentada neste trabalho pode estar relacionada a n&o utilizagdo de fungicidas
pelos produtores. Desta forma, os resultados mostram que o controle quimico
pode minimizar a incidéncia de Fusarium, porém, outras estratégias para controle
dos fungos devem ser utilizadas, como uso de cultivares resistentes e colheita

precoce.

4.4 Analises de micotoxinas

4.4.1 Aflatoxinas totais

Apresenta-se, nas Tabelas 15 e 16, resumo da analise de variancia
referente aos efeitos da propriedade, da época das coletas e da interacdo entre
esses dois fatores sobre o teor de aflatoxinas totais nos dois periodos de estudo,
respectivamente. Observa-se que ambos os fatores, assim como sua interacao,

foram significativos pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 15: Resumo da analise de variancia referente aos efeitos da propriedade e
da época da coleta sobre o teor de aflatoxinas totais em milho armazenado em
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais, entre junho/2013 e
janeiro/2014.

Somade  Quadrado

Fontes de variacao GL Quadrados médio F Sig.
Propriedade 5 364,3536 72,8707 379,192  0,0000*
Coleta 3 97,8976 32,6325 169,807  0,0000*
Produtor X coleta 14 380,8949 27,2068 141,574  0,0000*
Residuo 23 4,4200 0,1922

CV(%) 8,91

Total 45 847,5661

* Significativo em nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 16: Resumo da andlise de variancia referente aos efeitos da propriedade e
da época da coleta sobre o teor de aflatoxinas totais em milho armazenado em
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais, entre julho e
novembro/2014.

Somade  Quadrado

Fontes de variacao GL Quadrados médio F Sig.
Propriedade 6 3193,0045 532,1674 385,551 0,0000*
Coleta 2 1328,5235 664,2618 481,252 0,0000*
Produtor X coleta 12 7014,6913 584,5576 423,507 0,0000*
Residuo 21 28,9858 1,3803

CV(%) 19,11

Total 41 11565,2053

* Significativo em nivel de 5% de probabilidade.

Os teores de aflatoxinas totais em amostras de milho coletadas no
primeiro (junho/2013 a janeiro/2014) e no segundo (julho a novembro de 2014)
periodo de estudo, estdo apresentados nas Tabelas 17 e 18. Os teores de
aflatoxinas totais das amostras de referéncia (8,84 pg kg™ e 8,5 pg kg™) foram
comparaveis aos valores padrdo (11,04 + 3,24 pg kg e 9,6 + 1,1 ug kg™
validando a exatidéo e a precisdo da metodologia de imunoafinidade.

Observou-se que 100% das amostras analisadas no primeiro ano
encontravam-se contaminadas por aflatoxinas, com niveis variando de 2,5 a 21,5
ug kg?, e média total de contaminacdo de 4,9 ug kg*. Apesar de todas as
amostras estarem contaminadas, apenas uma, correspondente a 42 coleta na
propriedade SET 01 (Tabela 17) encontrava-se acima do limite de 20 ug kg™
estabelecido pela ANVISA (2011). Esse resultado compromete o consumo desse
milho, pois a aflatoxina pode causar sérios danos a saude. O milho armazenado
pelo produtor INH 01 apresentou o nivel mais baixo de contaminacdo por
aflatoxinas na 12 coleta, apresentando aumento conforme o periodo de
armazenamento. Houve aumento significativo, porém ndo gradual, da
contaminacao por aflatoxinas totais em funcdo do armazenamento apenas para o
milho armazenado nas propriedades INH 0le FOR 01. Esse resultado também
pode ser observado na propriedade SET 01, porém essa apresentou o nivel mais
alto de contaminacdo com teores de 21,50 pg kg™ na 42 coleta, diferindo

estatisticamente das demais propriedades com média total de 11,05 pg kg™.
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Tabela 17: Aflatoxinas totais (ug kg™?) em milho armazenado em paidis de
propriedades familiares da regiao Central de Minas Gerais (junho/13 a janeiro/14).

Aflatoxinas totais (ug kg™)

Propriedade Coleta A
Méedias
1 2 3 4
INH 01 2,50 Bb 455 Aab 4,05 Aa * 3,70 b
INH 02 3,85 Ab 440 Aab 255 Bb 3,40 ABc 355 Db
FOR 01 3,10 Bb 335 Bb 335 Bab 485 Ab 3,66 b
FUN 01 3,45 Bb 4,75 Aa 280 Bab 3,25 Bc 356 b
FUN 02 365 ABb 455 Aab 3,15 Bab 3,35 ABc 3,67 b
SET 01 1500 Ba 475 Ca 295 Dab 2150 Aa 11,05 a

Valores seguidos de mesma letra mailUscula na linha ou mindascula na coluna ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
* Auséncia de amostra.

Tabela 18: Aflatoxinas totais (ug kg™) em milho armazenado em paidis de
propriedades familiares da regido Central de Minas Gerais (julho a novembro/14).

Aflatoxinas totais (ug kg ™)

Propriedade Coleta _
Médias
1 2 3
INH 02 0,0 Ac 0,24 Ad 0,0 Aa 0,08 e
FOR 01 18,0 Aa 13,0 Bb 1,75 Ca 10,92 b
SET 02 9,70 Ab 0,30 Bd 0,0 Ba 3,33 ¢
ESM 01 0,04 Ac 0,07 Ad 0,20 Aa 0,10 de
ESM 02 0,11 Ac 0,0 Ad 1,70 Aa 0,60 de
SET 03 0,12 Bc 77,0 Aa 0,0 Ba 25,70 a
ESM 03 0,50 Bc 6,25 Ac 0,13 Ba 2,29 cd

Valores seguidos de mesma letra mailscula na linha ou mintscula na coluna néao diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

No segundo ano da pesquisa observou-se incidéncia de aflatoxinas totais
em 76% das amostras, ou seja, em 16 das 21 analisadas. Os niveis variaram
entre 0 e 77,0 pg kg™, com média total de contaminacéo de 6,15 pg kg™ (Tabela
18). Verificou-se que o milho armazenado no paiol da propriedade SET 03
apresentou 0 maior teor de aflatoxinas, 77,0 pg kg™, valor que ultrapassa
consideravelmente o limite maximo tolerado para essa micotoxina (20 pg kg™). O
nivel mais baixo de aflatoxinas foi encontrado na amostra do produtor ESM 01.
N&o foi possivel inferir, para cada uma das sete propriedades, qualquer relacédo

entre nivel de contaminagdo por aflatoxinas e periodo de armazenamento. Nas
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propriedades SET 02 e SET 03, por exemplo, os niveis de contaminacdo s&o
reduzidos de 9,70 pg kg™t (12 coleta) e 77 pg kg™ (22 coleta) para zero, na 32
coleta, respectivamente.

De todas as 44 amostras analisadas durante os dois anos de pesquisa,
39 (88,6%) apresentaram contaminacdo por aflatoxinas, sendo que apenas duas
(4,5%) ultrapassaram o limite méaximo tolerado para consumo (20 pg kg™). Apesar
de as aflatoxinas serem, normalmente, produzidas no armazenamento, 0S
resultados encontrados podem ser, provavelmente, explicados por condicbes nao
favoraveis ao desenvolvimento dos fungos produtores dessas micotoxinas nos
periodos avaliados. O teor de a&gua € um dos fatores que favorecem esse
crescimento e desenvolvimento e, como pode ser observado nas Figuras 18 e 19,
esses teores encontravam-se abaixo do limite de 14,5% (b.u.) (Brasil, 1976).
Christensen e Kaufmann (1976) afirmam que as melhores condi¢des para o
crescimento de A. flavus em gréaos correspondem a teores de agua em equilibrio
com umidades relativas entre 85% e 90%. Em cereais como trigo, milho, sorgo e
arroz, essas condicdes correspondem a teores de agua entre 18,5% e 20,0% b.u.

Assim como no presente trabalho, Ferreira et al. (2010) encontraram
baixa ocorréncia de aflatoxinas em graos de milho armazenados em paidis de
produtores familiares em trés municipios (Funilandia, Esmeraldas e Pedro
Leopoldo) de Minas Gerais. Das 40 amostras analisadas, apenas duas
apresentaram contaminacdo por aflatoxinas, com niveis de 0,91 e 7,85 g kg™.
Os autores ressaltaram que a dificuldade de se ter uma amostragem homogénea
no armazenamento de milho em espigas, pode ser fator relevante para a
deteccédo da presenca de aflatoxinas.

Bento et al. (2012) avaliaram 84 amostras de grdos de milho,
provenientes de diversas unidades armazenadoras localizadas nos municipios
das regifes norte, sul, leste e oeste do Mato Grosso. Os resultados mostraram
21,4% de contaminacdo, correspondendo a 18 amostras positivas para
aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2). Os niveis variaram de 1 a 84,1pg kg™, valores
similares aos encontrados neste trabalho, ou seja, teores de aflatoxinas acima do
limite estabelecido em algumas amostras.

Ferrari Filho (2011) analisou amostras de milho armazenado ao longo de
nove meses em silos secadores em Eldorado do Sul, RS, e detectou

contaminagao por aflatoxinas em todas elas. Entretanto, Pezzini et al. (2005)
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obtiveram resultados diferentes dos mencionados anteriormente em propriedades
rurais localizadas em Erebango e Getulio Vargas, RS. Ao analisarem amostras de
milho armazenadas em dois tipos de silo, com e sem controle de temperatura e
de aeracdo, no inicio do armazenamento e depois de 113 dias, verificaram a
incidéncia de aflatoxina B1 em apenas duas amostras do mesmo silo. Ambas as
amostras apresentaram contaminacdo de 1,0 pg kg™t do inicio ao fim do
armazenamento. As temperaturas em ambos os silos permaneceram abaixo das
ideais para o desenvolvimento dos fungos, o que explica o fato dos niveis se
manterem inalterados. Esses resultados diferem dos apresentados no presente
trabalho, indicando que boas condicbes de armazenamento sdo essenciais para
parar ou retardar o desenvolvimento de fungos.

Santin et al. (2009) analisaram a incidéncia de aflatoxinas em trés
lavouras de milho cultivadas em Passo Fundo, RS, e nos graos armazenados em
silos por 112 dias. Foram encontradas aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) tanto na
colheita quanto no armazenamento, com niveis variando de 1 a 192 pg kg™
Nesse caso, embora 0 armazenamento tenha sido em silos, ou seja, com melhor
controle das condicbes externas, esse fato ndo impediu o desenvolvimento de
fungos produtores dessas micotoxinas.

Rocha (2010) analisou a ocorréncia de aflatoxinas em 200 amostras de
graos de milho provenientes de Sao Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e
Bahia e obteve resultados diferentes daqueles obtidos no presente trabalho.
Houve contaminacéo por aflatoxinas B1 em 21 (10,5%), por B2 em sete (3,5%) e
por G1 e G2 em apenas uma amostra (0,5%). O autor relacionou a baixa
ocorréncia de aflatoxinas com a elevada incidéncia do fungo F. verticillioides, uma
vez que esses fungos podem apresentar uma relacdo de antagonismo passivo.

No presente trabalho, embora em apenas duas amostras as
concentracfes de aflatoxinas estivessem acima do limite maximo estabelecido, a
elevada ocorréncia de aflatoxinas merece atencédo, pois a maioria dos produtores
familiares utiliza esses grdos para consumo préprio e para alimentacdo de

animais.
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4.4.2 Fumonisinas totais

Apresenta-se, nas Tabelas 19 e 20, resumo da analise de variancia
referente aos efeitos da propriedade, da época da coleta e da interacdo entre
esses dois fatores sobre o teor de fumonisinas totais nos dois periodos de estudo,
respectivamente. Observa-se que ambos os fatores, assim como sua interacao,

foram significativos pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 19: Resumo da andlise de variancia referente aos efeitos da propriedade e
da época da coleta sobre o teor de fumonisinas totais em milho armazenado em
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais, entre junho/2013 e
janeiro/2014.

Somade  Quadrado

Fontes de variagédo GL Quadrados médio F Sig.
Propriedade 5 41,5287 8,3057 168,326  0,0000*
Coleta 3 3,5050 1,1683 23,678 0,0000*
Propriedade X coleta 14 21,8262 1,5590 31,595 0,0000*
Residuo 23 1,1349 0,0493

CV(%) 14,37

Total 45 67,9948

* Significativo em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 20: Resumo da analise de variancia referente aos efeitos da propriedade e
da época da coleta sobre o teor de fumonisinas totais em milho armazenado em
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais, entre julho e
novembro/2014.

Soma de Quadrado

Fontes de variacao GL Quadrados médio F Sig.
Propriedade 6 3,4472 0,5745 25,494 0,0000*
Coleta 2 0,1562 0,0781 3,467 0,0500*
Propriedade X coleta 12 2,3460 0,1955 8,675 0,0000*
Residuo 21 0,4733 0,0225

CV(%) 21,84

Total 41 6,4226

* Significativo em nivel de 5% de probabilidade.

Os teores de fumonisinas totais em amostras de milho coletadas no

primeiro (junho/2013 a janeiro/2014) e no segundo (julho a novembro de 2014)
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periodo de estudo, estdo apresentados nas Tabelas 21 e 22. Os teores de
fumonisinas totais das amostras de referéncia medidos pela coluna de
imunoafinidade (1,1 pg kg™ e 4,35 pg kg™) foram comparaveis aos valores padrdo
(< 3,0 pg kgt e 4.1 +

metodologia de imunoafinidade.

0,5 ug kg?) validando a exatiddo e a precisdo da

Tabela 21: Fumonisinas totais (ug kg™*) em milho armazenado em propriedades
familiares da regido central de Minas Gerais (junho/13 a janeiro/14).

Fumonisinas totais (ug kg™)

Propriedade Coleta A
Médias
1 2 3 4
INH 01 490 ABbc 865 Ade 150 Bd  * 502 ¢
INH 02 2.800 Aa 1.600 Bc  2.500 Ab 1.150 Bb 2.012 b
FOR 01 1.030 ABb 645 BCe 1.350 Ac 31 Cc 764 c
FUN 01 2.500 Ba 4650 Aa  1.045 Dc 1.750 Cb 2.486 a
FUN 02 120 Bc 1.400 Acd 220 Bd 170 Bc 474 c
SET 01 2.250 Ba 2.500 Bb  3.700 Aa 2.650 Ba 2.775 a

Valores seguidos de mesma letra mailscula na linha ou mindscula na coluna néao diferem

entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
* Amostra indisponivel.

Tabela 22: Determinacédo de fumonisinas totais (ug kg?) em milho armazenado
em propriedades familiares (julho a novembro/14).

Fumonisinas totais (ug kg'l)

Propriedade Coleta .

Médias
1 2 3

INH 02 1.300 Aa 860 Bab 235 Cc 860 ab
FOR 01 200 Ac 575 Abc 525 Abc 575 bc
SET 02 705 Ab 640 Abc 450 Ac 640 bc
ESM 01 1.750 Aa 1.150 Ba 950 Bab 1.150 ab
ESM 02 595 Abc 625 Abc 640 Aabc 625 bc
SET 03 660 Bbc 530 Bbc 1.050 Aa 530 bc

ESM 03 185 Ac 275 Ac 535 Abc 275 ¢

Valores seguidos de mesma letra mailscula na linha ou mintscula na coluna nao diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Observa-se, na Tabela 21, que todas as amostras no primeiro ano do
experimento estavam contaminadas por fumonisinas, com niveis variando de 31
(propriedade FOR 01, 42 coleta) a 4.650 pg kg™ (propriedade FUN 01, 22 coleta),
e valor médio de 1.537 pg kg™*. N&o se observou aumento significativo na
contaminagao por fumonisinas totais em fun¢cdo do armazenamento em amostras
de nenhuma das seis propriedades. Ao contrario, houve reducdo (propriedades
INH 02, FOR 01 e FUN 01) ou manutencao (propriedades INH 01, FUN 02 e SET
01) da contaminacéo ao final do periodo de armazenamento.

No segundo ano, assim como no primeiro, observou-se contaminacéo de
fumonisinas totais em todas as 21 (100%) amostras analisadas, com niveis de
contaminacéo variando de 185 pg kg™ (propriedade ESM 03, 12 coleta) a 1750 pg
kg™ (propriedade ESM 01, 12 coleta) e média de 682 ug kg™. A propriedade SET
03 foi a unica em que houve aumento na contaminac¢ao por fumonisinas no milho
armazenado em fungcdo do periodo de armazenamento. Nas demais houve
predominancia da manutencao dos niveis de contaminacdo. Esse resultado deve-
se, provavelmente, ao fato de as fumonisinas serem micotoxinas produzidas por
fungos que se desenvolvem nas condicbes de campo (Hermmans et al., 2006).
Desta forma, infere-se que os grdos de milho ja se encontravam contaminados
com fumonisinas antes do periodo de armazenamento.

Naturalmente, a alta incidéncia de fumonisinas nas amostras de milho
estd associada a alta incidéncia de fungos do género Fusarium. De acordo com
as analises de identificacdo de fungos (Tabelas 11 e 12) Fusarium foi o género
gue mais acometeu os graos de milho, com incidéncia variando de 0 a 100% nos
graos ardidos e com meédias acima de 80% nos grdos considerados sadios
(assintomaticos).

Embora tenham sido encontradas amostras com altos niveis de
contaminacgdo, nenhuma delas superou o limite de 5.000 pg kg™, estabelecido
pela ANVISA para milho ndo processado (Brasil, 2011). Porém, para a Unido
Europeia, o limite desta micotoxina para consumo humano é de 1.000 pg kg™
(European Comission, 2007) e das 44 amostras analisadas no presente trabalho,
19 (43,2%) se encontraram acima desse limite, sendo 15 (34,1%) no 1° e 4 (9,1%)
no 2° ano de coleta. Esses resultados podem comprometer a saude do
consumidor, visto que o milho armazenado em propriedades familiares € também

utilizado para consumo humano, nas formas de fuba e farinha de milho.
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Queiroz et al. (2012) analisaram amostras de milho armazenadas em
paidis de 10 propriedades familiares de Minas Gerais, em quatro épocas de
coleta, e constataram que todas as 40 amostras se encontravam contaminadas
com fumonisinas. Os niveis dessa micotoxina variaram entre 230 e 6.450 pg kg™,
com média de 2.339 pg kg™, resultado superior aos encontrados nesse trabalho,
cujas médias foram entre 665 e 1.502 pg kg™t. Tais diferencas podem ser
explicadas pelos tipos de paidis, épocas de colheita, condicbes climaticas e
cultivares de milho, que foram distintos nos dois estudos. Porém, os resultados de
Queiroz et al. (2012) sdo similares aos deste trabalho quanto a incidéncia das
fumonisinas, que apresentaram contaminacdo em 100% das amostras, o que
comprova que esta € uma das micotoxinas com maior ocorréncia em milho.

O Laboratério de Andlises Micotoxicoldgicas da Universidade Federal de
Santa Maria analisou, em 2011, amostras de milho procedentes principalmente da
regido Sul do Brasil, durante o periodo de 1996 a 2011, e constatou que das
26.291 amostras analisadas, 76,3% encontravam-se contaminadas por
fumonisinas, com média de 1.910 pg kg™, valor que se aproxima do apresentado
no primeiro ano desse trabalho, com média geral de 1.502 pg kg™ (LAMIC, 2011).

Pinto et al. (2007) avaliaram a incidéncia de fumonisinas B1 na fase de
pré-colheita de 36 cultivares de milho e verificaram, também, que todas as
amostras apresentaram contaminac¢ao, com niveis variando de 2.200 a 7.000 ug
kg™, considerados elevados de acordo com os limites tolerados para consumo
humano. Ferrari Filho (2011) analisou amostras de grdo de milho ao longo de
nove meses de armazenamento em silos secadores em Eldorado do Sul, RS, e
também detectou contaminacdo por fumonisinas em todas elas. Barroso (2013)
analisou 240 amostras de grdos de milho (transgénicos e convencionais) recém-
colhidos, no municipio de Cruzalia, SP. As analises revelaram contaminacao por
fumonisina B1 em 222 (92,5%) amostras e B2 em 113 (47,1%). Das amostras
contaminadas com fumonisina, 71 (29,6%) estavam com teores acima de 2.000
ug kg™. Esses dados confirmam a alta incidéncia desta micotoxina e demonstram
estar correta a preocupacdo a respeito dos niveis de fumonisina geralmente
encontrados em milho armazenado no Brasil. Outros resultados que comprovam o
alto grau de contaminacdo de milho por fumonisinas sao apresentados por Santin
et al. (2009), que analisaram a incidéncia de FB1 e FB2 em trés lavouras de milho

cultivadas na Universidade de Passo Fundo, RS, com armazenamento em silos
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por 112 dias. Todas as amostras analisadas, tanto no periodo de colheita, quanto

ao final do armazenamento estavam contaminadas por fumonisinas.

4.4.3 Zearalenona

A metodologia empregada indicou a presenca de tracos de zearalenona
em todas as amostras de milho, ou seja, o grau de contaminacao foi inferior ao
limite de deteccdo, 20 pg kg™ (Figura 1A — Apéndice), e, portanto, dentro do
estabelecido pela legislagdo brasileira atual de 300 pg kg™ (ANVISA, 2011).
Essas informacgBes indicam que os grdos de milho, provavelmente, jA& estavam
contaminados antes do periodo de armazenamento, partindo do pressuposto de
gue os fungos produtores de zearalenona sdo, normalmente, encontrados no
campo, e que as condi¢cdes ambientais dos locais de armazenamento nao foram
favoraveis para a producéo desta micotoxina.

Queiroz et al. (2012) analisaram amostras de milho armazenadas em
paidis de dez propriedades familiares de Minas Gerais, em quatro épocas de
coleta e detectaram contaminacdo por zearalenona em 38 das 40 amostras
analisadas. Os niveis encontrados variaram entre 1,8 e 99,0 pg kg™, e ndo houve
indicios de aumento da contaminacdo durante o armazenamento. Pezzini et al.
(2005) analisaram amostras de milho logo apés a colheita e depois de 113 dias de
armazenamento em dois tipos de silos, com e sem controle de temperatura de
aeracao, em Erebango e Getulio Vargas, RS, e ndo encontraram zearalenona nas
amostras analisadas. Porém, foram encontrados fungos do género produtor desta
micotoxina, indicando que o controle da temperatura pode ter sido fator
imprescindivel para evitar sua producdo, uma vez que choques térmicos sao
fatores que propiciam a ocorréncia de zearalenona (Pereira e Santos, 2011).
Marques et al. (2009) analisaram amostras de milho coletadas em Astorga, PR,
durante os periodos de outono/inverno (safrinha) e verdo (safra), e ndo foram
detectados quaisquer tracos de contaminagao por zearalenona. Maziero e Bersot
(2010) também informam que estudos realizados no Brasil mostraram baixos

indices de contaminacdo de milho por zearalenona.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

o Todas as amostras analisadas apresentaram infestacao por insetos
praga, com meédias de 13,8% e 13,5% para os dois anos de pesquisa, 0S niveis
ultrapassaram o limite maximo tolerado para comercializagcéo, classificando-os

como “Fora de tipo”;

o O teor de 4gua das amostras manteve-se em niveis reduzidos, com
valores variando entre 9% e 10,8% b.u. no primeiro periodo avaliado e entre 8% e

11,8% b.u. no segundo;

o Houve reducéo de 2,7% a 16,2% na massa especifica aparente ao
longo dos periodos de armazenamento, comportamento que pode estar

associado ao elevado nivel de infestacéao;

o Houve também reducdo na massa de 1000 grdos, com valores
variando até 9,4% e 13,0% no primeiro e segundo periodos avaliados,
respectivamente, indicando, também, a perda de qualidade em funcdo da

infestacdo por insetos praga,
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o As amostras, quando positivas para grdos ardidos (61%),

apresentaram niveis abaixo do limite maximo tolerado de 5%;

o A identificacdo de fungos revelou prevaléncia do género Fusarium,
tanto nos gréos ardidos quanto nos assintoméaticos, com até 100% de ocorréncia,
seguido de Penicillium, Aspergillus e Stenocarpella. Os resultados evidenciaram

gue Fusarium é o fungo que mais acomete o grao de milho;

o As aflatoxinas foram encontradas em 89% das amostras, com niveis
variando de 0 a 77,0 pg kg™. Dentre as 11 propriedades avaliadas, em apenas
trés verificaram-se aumentos na contaminagdo por aflatoxinas ao longo do
armazenamento. Apenas duas amostras apresentaram niveis de contaminacao

acima do limite maximo estabelecido de 20 ug kg™;

o Todas as amostras estavam contaminadas com fumonisinas, mas
em nenhuma delas o teor encontrava-se acima do limite maximo estabelecido
pela ANVISA, ou seja, 5.000 pg kg™ para milho ndo processado. No entanto,
diversas amostras apresentaram contaminacdo superior ao limite maximo de

1.000 pg kg™ estabelecido pela Unido Europeia para consumo humano;

o Na avaliacdo da incidéncia dos fungos observou-se influéncia da
presenca de Fusarium nos indices de fumonisinas e, no entanto, 0 mesmo nao
ocorreu para as aflatoxinas, cuja presenca ndo pode ser correlacionada a baixa

incidéncia de Aspergillus;

o Foram encontrados apenas tracos de zearalenona no milho

armazenado;

Sendo assim, conclui-se que houve elevada incidéncia de insetos praga,
fungos e fumonisinas nas amostras de milho armazenadas em paidis de
produtores familiares na regido central de Minas Gerais. O alto indice de
infestacdo causa preocupacdao, visto que o0 ataque de insetos proporciona perdas
econdmicas e nutricionais, além de facilitar a disseminacdo de fungos. Dessa
forma, é relevante enfatizar a necessidade do emprego de métodos de controle

de pragas e de boas préticas agricolas como formas de reduzir os indices de
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perda. Os niveis de aflatoxinas presentes no milho, em sua maioria, foram
inferiores ao limite maximo estabelecido, porém diversas amostras estavam
contaminadas com fumonisinas acima do estabelecido para o consumo humano,
0 que pode expor os consumidores a riscos de saude. Monitoramento da
ocorréncia e formas de mitigacdo da contaminagdo sdo mecanismos que devem

ser adotados, visando a boa qualidade sanitaria dos graos.
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Tabela 1A — Informacdes sobre plantio, colheita e praticas agricolas na producdo de milho em 11 propriedades que praticam

agricultura familiar na Regido Central de Minas Gerais.

NUmero de As espigas
Propriedade  Municipio Data (_10 Data (_ja dlas_do‘ Semente Adubacdo Irrigagcdo Fungicida Inseticida Herbicida contlnuaram’ no
plantio colheita plantio a campo apos
colheita** maturacdo
2013/2014
INH 01 Inhaima 29/12/12 10/5/2013 131 Transgénico * * * N&o * *
INH 02 Inhaima 14/11/12 20/5/2013 186 Transgénico * * * * * *
Fortuna de
FOR 01 Mlnas * * * * * * * * * *
FUN 01 Funilandia out/2012 jul/2013 280 * * * * * * *
FUN 02 Funilandia * * * * * * * * * *
SETO1  Setelagoas out/2012  mai/2013 210 Variedade Al * * * * * *
Bandeirantes
2014

, . Transgénico/ Al . ~ ~ . . .
INH 02 Inhaima 12/11/13 mai/2014 180 Bandeirantes Sim Nao N&o Sim Sim 60 dias
FOR 01 FO,[;‘i‘r?:sde nov/2013  jul/2014 240 * Sim Néo Néo Néo Néo 90 dias
SET 02 Sete Lagoas  17/12/13 03/06/14 166 Hibrido BR 206 Sim Nao Nao Nao Sim 30 dias
ESM 01 Esmeraldas out/2013 abr/2014 180 Hibrido Semeali Sim Nao Nao Nao Nao Nao
ESM 02 Esmeraldas  nov/2013 jun/2014 210 * Sim Nao Nao Nao Nao 60 dias
SET 03 Sete Lagoas  3/12/2013 fev/2014 60 * Nao Nao Nao Nao Nao Nao
ESM 03 Esmeraldas 20/10/13 mai/2014 210 H'bzg(;g’HS Sim Nao Nao Nao Nao 30 dias

* Dados nao informados.

** Para as condi¢cdes da Regido Central de Minas Gerais, e para as épocas de plantio (de outubro a dezembro), decorrem cerca de 120 dias do plantio a

colheita do milho verde. Fonte: EMBRAPA.
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Tabela 2A — Informagfes sobre estruturas e praticas de armazenamento de milho em 11 propriedades que praticam agricultura
familiar na Regido Central de Minas Gerais.

Quantidade de

milho nseticida  Raticida  —cParagdo do milho

Propriedade Tipo da Dimensdes da Estrutura

estrutura estrutura (m) elevada armazenado (t) armazenado
2013/2014

INH 01 Tabua 75x55x2,5 Sim 3,0 Nao Nao *

INH 02 Alvenaria 5x4x25 Sim 40-5,0 * * *

FOR 01 Tébua/ Tela 3x2x2 Sim * * * *

FUN Ol * * * 3’0 * * *

FUN 02 * * * * * * *

SET 01 * 5x4,5x2,3 N&o 2,0 Nao Nao *

2014
INH 02 Alvenaria 5x4x25 Sim 2,0 Nao Nao Nao
FOR 01 Tabua / Tela 3x2x2 Sim * Nao Nao Nao
SET 02 Bambu 3,56x2,3x2,1 Nao 15 N&o * Sim - empalhamento
ESM 01 Sacaria * * 12,5 Nao Nao Nao
ESM 02 Sacaria * * 1.8 Nao Nao Nao
seToz  labualTelha o o0 g Sim * N0 NET NET
amianto
ESM 03 Alvenaria 4x3x2 Sim 1,0 Sim Nao Nao

* Dados néo informados.



90

LABORATORIO DE ANALISES MICOTOXICOLOGICAS
CCR & CCS DMVP & DACT FATEC
Coordenacgdo: CARLOS AUGUSTO MALLMANN
m Prédio 44, 3° andar, Ala Norte CEP 97105-900, Santa Maria - RS
Fone: (55) 3220-8445 | Cel: (55) 9961-4377 - www.lamic.ufsm.br
Santa Mana, 31 de Dezembro de 2014,
Relatério do Ensaio
Identific aciio Cédigo
Requisitante: EMBRAPA -SETE LAGOAS.
Responsavel: valena viera@embrapa br 6673/2014
e e MMMHEA
Enderego: RODOVIA MG-424, KM 65, CEP 35702-008, Sete Lagoas- MG
Telefone/Fax:  (31)3027-1220 - -
acBo da DataMaa Envada 29122014 1600
Solicitagiio: DataMora Sakda: 301212014 0957
Observagiodo Descricio da amostra forneada pelo cliente.
Laudo:
Amostra: 65732014 | Matriz: Miho | Apresentagiio: Moido
Descrigho: Milho moido, amostra .01, lote 1, amazenamento: -15° safra: 2012/13, data da coleta: 11/06/2013.
Resultados Micotoxinas em pakg(ppb)
zZEA |
<LQ
Lagenda: 1 - Zaarse nonn
Informacbes
LAMIC - Laborakirio de ensaio acreditado pola CGCRE de acomio com a ISOMEC 17025(CRL 0189), O LAMIC ambém & aferido pdo contole de
qualidade analifica do Food Analysis Perk 1t Scheme (FAPAS), da Ingaterra,
Andise TécnicalProcedimento Limite de mmmuonmumo de Recuperagio (CR) Estimativa de Incenteza
1 LC-MSIMS POP 42 20 pg'ig!85.0% 20 upkg (156 uokgl
Rew.05)
A responsabiidade do plano @ procedimento de amostragem & do diente. Os resultados ringem se 180 4 amosra andisada. Ese
ceantificado ndo paderd ser reproduzido parc . Ensdos adici disponiveis para esta amosta: wwwlamic ufsmbe
Cao Chente, can a pi Gio em ih cada voz mais Nossos servigos, solic Qe p cha a4 nassa Pesquisa de Opnidio conforme
o Ink hip:igoo. quoum/nmwum
Chave para validagao: F7-80-1B-84-24-45-D6-0C-9D-D8-C5-A0-1C-B2-F5-36
Para validar este Laudo acesse: www.lamic.ufsm.br
7 | a 4 ! \
()CLA,{-Jo AZ"/J /\ [, /}lm X oy =
Carlos Alberto Aratjo de Aimeida Prol. D Caries. Aagusio Malkness
Responsavel Técnico - CRF/RS 4332 QRDENADO M
Laberstorio de Npdlses Micatexicalbgicas
LAMIC

Figura 1A — Laudo da analise de Zearalenona em milho armazenado em paidis de
propriedades familiares da Regido Central de Minas Gerais.



