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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar, quantificar eavaliar aocorrénciade fungose verificar aincidéncia
de micotoxinas (aflatoxinas e zearalenona) em gréos de milho armazenados por um periodo de cinco meses,
sob diferentes condi¢des (com e sem controle detemperaturae aeracdo). |solaram-seeidentificaram-se os
fungos Aspergillus flavus, Fusarium roseum, Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum e Penicillium
Sp presentes nos gréos de milho. Osfungos A. flavus, F. roseum e Penicillium sp apresentaram variagéo
decrescimento de 30 a98 %, de 3a30 % ede 34 a90 %, respectivamente. A diferencano crescimento dos
fungosndo foi causada pelaumidade, poisem ambosossilosfoi inferior a12 %. Os principaisfatoresque
influenciaram no crescimento possivel mente estejam rel acionados atemperatura associ adaaaeragéo, pois
se verificou maior crescimento no silo sem controle de temperatura e aeragdo, uma vez que 0s gréos
armazenados nos dois silos foram col hidos na mesma época e de uma Unica regido, portanto sujeitas as
mesmas variagbes ambientais. A micotoxinadetectadano siloA (aflatoxinaB,) jase encontrava presente
nos gréos no inicio do armazenamento, mantendo-se nos mesmos limites de deteccdo ao final do periodo
dearmazenamento.

Palavras-Chave. milho em gréo, condi¢des de armazenamento, fungos, micotoxinas, afl atoxinas, zearalenona.

ABSTRACT

Theaim of thiswork wasto perform theidentification, quantification, and investigation of theincidence
of fungi in corn grain samples submitted to two different conditions (with or without control of temperature
and of aeration) for aperiod of five months. Occurrence of mycotoxins (aflatoxins and zearalenone) was
also studied. The following fungi were isolated and identified: Aspergillus flavus, Fusarium roseum,
Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum, and Penicillium sp. The fungi A. flavus, F. roseum,
and Penicillium sp presented variation in growing on the grains of 30 - 98 %, 3 - 30 %, and 34 - 90 %,
respectively; and the a highest fungus growth was verified in corn grain samples without environment
control. Thedifferenceverified in observe onfungi growth could not attributed to grain humidity, since
the moisture analysis revealed a content inferior to 12 % in both samples. The factors that mostly
influenced on the growth might be the temperature associated with aeration, since the grains stored in
both silos were harvested at the same period of the year at the same region, thusthey were submitted to
the same environmental conditions. The mycotoxin detected insiloA (aflatoxin B,) was aready present
in grain before being stored, and the aflatoxin concentration was at same levels until the end of storage
period.

Key Words. corn, storage, fungi, mycotoxins, aflatoxins, zearalenone.
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INTRODUCAO

Os fatores que afetam o crescimento de fungos nos
gréos de milho sdo principal mente teor de umidade dos gréos,
temperatura, tempo, condicédo fisica (grédos quebrados) e
sanitéria do gréo, nivel de indculo do fungo, contetdo de
oxigénio e armazenamento, insetos e acaros. A invasdo deum
lote de grédos por insetos pode iniciar ou agravar o
desenvolvimento de fungos, pois através de sua atividade
metabdlicahaum aumento deteor de umidade etemperaturada
massa dos gréos' 2.

Os fungos que invadem sementes e gréos em geral séo
0s que infectam o produto ainda no campo e os de
armazenamento, que invadem o milho pouco antes e durante o
armazenamento. A distin¢do entre fungos de campo e de
armazenamento ndo é baseada na classificacdo taxondmica, mas
de acordo com as condic¢Bes ambientais e/ou ecol égicas que
favorecem o crescimento dos mesmos. Também néo é absoluta,
pois € baseada nos seus hébitos de crescimento e onde os
danos ocorrem. Os fungos do campo requerem um teor de
umidade em equilibrio com umaumidaderelativade 90 a100 %
para crescerem. Os principais géneros sdo Cephalosporium,
Fusarium, Gibberella, Nigrospora, Helminthosporium,
Alternaria e Cladosporium que invadem gréos e sementes
durante 0 amadurecimento e o dano é causado antes da.col heita.
Estes fungos ndo se desenvolvem normalmente durante o
armazenamento, exceto em milho armazenado com alto teor de
umidade®.

Osfungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus e Mucor s8o encontrados em grande nimero em
armazeéns, moinhos, silos, moegas, el evadores, equipamentos
e lugares onde os produtos agricolas séo armazenados,
manuseados e processados. Causam danos ao produto somente
se as condic¢des de armazenagem forem improprias a
manutencdo da qualidade do produto. Os fungos do género
Aspergillus (A. halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A.
candidus, A. alutaceus e A. flavus) e os do género Penicillium
(P. viridicatum, P. verrucosum) s&o os indicadores de
deterioragdo em sementes e gréos causando danos no germe,
descoloracdo, ateracbes nutricionais, perda de matéria secae
0s primeiros estagios da deterioracdo microbiol 6gica?. Porém
estes fungos podem invadir os gréos de milho aindano campo,
causando inclusive vérias doengas, como a podriddo de
sementes e do colmo*S. Interferéncias climaticas foram
relacionadas com a predominanciade linhagens toxigénicas®.

Asmicotoxinas, dentre elas as aflatoxinas e zearalenona,
sd0 compostos toxicos produzidos por fungos, que podem
causar danos a saude de homens e animais’, bem como
ocasionar grandes perdas econdmicas. As aflatoxinas séo
produtos do metabolismo secundéario de fungos,
predominantemente de A. flavus, A. parasiticus e A. nomius,
sendo as aflatoxinas B,, B,, G, e G, as mais conhecidas. A
zearalenona é produzida por varias espécies de Fusarium, com
ocorrénciaem milho, cevada, trigo eaveia®.
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Ostrabalhos de ocorrénciade fungos e micotoxinas em
alimentos consumidosno Brasil, tém contribuido paraavaliacdo
e estudos das medidas a serem tomadas para prevencéo de
contaminagdo. Incidénciade aflatoxinasem derivadosde milho
e zearalenonaem milho, tém sido rel atadas®10111212,

O presente trabalho teve por objetivo identificar,
quantificar eavaliar aocorrénciade fungos, bem como verificar
aincidénciade micotoxinas (aflatoxina e zearal enona) em graos
de milho, armazenados sob diferentes condi¢oes.

MATERIAL E METODOS

Material

Acompanhou-se dois silos de armazenamento de gréos
demilho, um nacidade de Erebango/RS (SiloA) com temperatura
de 13 a14 °C eaeracdo controlada (0,05 mé.min.ton?) e outro
na cidade de Getulio Vargas/RS (Silo B) sem controle, apenas
com secagem dos gréos e mantido a temperatura ambiente
(20 £ 5°C). O periodo de coletadasamostrasfoi de 12 demaio
a03 de setembro de 2003, correspondendo aos 0, 30, 50, 62, 74,
92 e 113 diasdearmazenamento. Paraasandlisesde micotoxinas,
efetuou-se duas amostragens de cadasilo, aos 0 e 113 dias de
armazenamento, respectivamente.

Amostragens representativas dos silos (cinco pontos)
foram coletadas com o auxilio de um calador. As amostras
foram homogeneizadas, divididas em fragbes de 1,0 Kg,
acondicionadas em frascos plasticas codificados e enviadas
ao laboratorio para analises de umidade, identificacao e
quantificacdo de fungos e de micotoxinas (aflatoxinas e
zearalenona). Paraaidentificacdo e quantificacdo dos fungos
foram utilizados os gréos de milho inteiros e para as demais
determinacfes as amostras foram moidas, classificadas por
tamanho de particulaem peneira20 mesh (0,84 mm), submetidas
ao quarteamento e analisadas em triplicata.

Determinacéo de Umidade

A andlise de umidade foi realizada em aparelho
higromeétrico (controle in loco) e pelo método de dessecacdo
em estufacom ar circulante a 105 °C*,

Isolamento e Identificacdo Fungica

Parasemeaduradosgraosdemilhofai utilizado o método
adotado por Christensen e Meronuck?®, modificado.
Plaguearam-se 100 gréos por amostragem em triplicata, emmeio
de culturaAgar Batata Dextrose (PDA) acidificadacom acido
tartarico a 10 % eincubou-se em estufaa 25°C com iluminagdo
por 5 dias.

A identificag8o e quantificacdo dos fungos foram
realizadas com o auxilio de microscopio estereoscdpico, onde
se quantificou em percentual de crescimento, considerando-se
a presenca ou auséncia em 100 gréos de milho. Foram
pesquisados os fungos Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme, F. roseum, F. graminearum e Penicillium sp pelas
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suas estruturas reprodutivas e acompanhou-se o
desenvolvimento no decorrer do armazenamento?®.

Os dados de quantificagéo dos fungos foram tratados
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,01), com uso do
software Statistica5.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Detecc¢éo e Quantificacio de Micotoxinas

A extragdo epurificagdo dasaflatoxinas(B,, B,, G, €G,)
foi feitasegundo Soares e Rodriguez-Amaya'’. Asaflatoxinas
foram identificadas e quantificadas por cromatografia em
camada delgada (placasdesilicagel 60 G, Merck), utilizando-se
como fase movel tolueno:acetato de etila:cloroférmio:écido
formico (70:50:50:20 viviviv), descritapor Gimeno®. Asleituras
das fluorescéncias de amostra e padrfes foram feitas em
densitdbmetro, a366 nm e o cél cul o das concentragfesfoi obtido
atravésdascurvasdecalibragdo. A Curvadasaflatoxinas (AF)
foi realizada com os seguintes valores: AFB1 = 1,196 ug/mL;
AFB2=0,96 ug/mL; AFG1=1,71 ug/mL eAFG2=1,43 ug/mL.
Essas concentragfes foram aplicadas nas quantidades de
1,0uL; 2,0uL e4 uL comtrésrepeticdes.

A zearalenona foi extraida e quantificada segundo
procedimentos descritos por Visconti e Pascale®®. A
quantificacdo foi realizada em cromatégrafo liquido de ata
eficiénciacom detector defluorescéncia(SHIMADZU, modelo
LC 10AD, excitagdo A = 276 nm eemissdo A = 460 nm), coluna
Agilent Zorbax C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), pré-colunaAgilent
Zorbax C18 (5 um, 25 mm x 4,6 mm), comfluxo de1 mL/minuto.
A fase movel foi compostapor &guaécida (2 % de acido acético,
v/v):metanol (50:50, v/v) e injecdo de 50 uL de amostra. A
zearalenonafoi quantificadautilizando parao cdculo, umacurva
de calibragdo analitica. A curvada zearalenonafoi feitacom
padr&o contendo as concentragdes de 1,75; 2,5; 5,0; 10,0 e
15,0 uL/mL. As amostras foram aplicadas em triplicata para
confecgdo da curva.

Oslimites de deteccdo de af| atoxinas consideradosforam
de 1,0 ug/Kg (85,5 % de recuperacao) e paraazearalenonade
10,0 ug/Kg (80 % derecuperacéo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figural apresenta o teor de umidade (%) nossilosA
eB, em diferentes periodos de armazenagem.

Observou-se que inicialmente a umidade apresentava-
se com teores baixos (10,9 a 11,6 %, em ambos os silos),
mantendo-se nestes niveis no periodo de armazenamento (113
dias). Asdiferencas observadas nos métodos de determinagéo
da umidade pelo sistema higrométrico e secagem em estufaa
105 °C foram considerados despreziveis, sendo o primeiro
normal mente utilizado como método rapido de controlein loco
nos silos.

Recomenda-se para o milho, teores de umidade na
colheita de 24 a 32 % e no armazenamento de 13 a14 % (sem
risco de deterioragdo por um ano) e de 12 % por um periodo
superior alano. Osfungosnecessitam deumaumidaderelativa
de, pelo menos, 65 % o que corresponde aumataxade equilibrio
de umidade de 13 % no gréo de cereal e eles crescem com
temperaturas entre 10 e 40°C3.

AsFiguras 2, 3 e 4 apresentam o crescimento (%) dos
fungos A. flavus, F. roseum e Penicillium sp em amostras de
graos de milho nos silos A e B durante o periodo de
armazenamento, respectivamente.

OA. flavus (Figura2) apresentou variagdo de 30 a98 %
de crescimento, sendo que as médias do silo A diferem
estati sticamente (p<0,01) em relagéo ao silo B nos periodos de
armazenamento, o que também é valido para a média global
(388,71 8,73 no silo A e 76,85+ 14,78 no silo B). Sendo
concordante com os resultados obtidos por Rosseto et al. 22 em
gréos de amendoim armazenados, 0s quais constataram que,
independentemente da amostragem, ndo houve diferenca de
porcentagem de espécies do grupo A. flavus nas avaliacbes
realizadas aos 12 e 18 meses de armazenamento.

Alguns trabalhos com gréos de milho armazenados e
subprodutos alimenticios mostram a presencade Aspergillus
Sp como o0 maior contaminante destes produtost??? ainda
gue em outros trabalhos a maior incidéncia tenha sido de
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Figura 1. Teor de umidade (%) nos silos A e B em diferentes periodos de
armazenamento.

Figura 2. Crescimento (%) de A. flavus em amostras de milho, nos silos
A e B em diferentes periodos de armazenamento.
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Fusarium 3412232 Muitas das amostras contaminadas por
fungos do género Aspergillus estavam também contaminadas
por insetos. Uma populagdo de insetos dentro da massa de
gréos, sendo for controlada atempo, pode criar condi¢des de
umidade e temperatura localizadas que estimulem o répido
desenvolvimento fangico, podendo ocorrer deterioragéo da
massa de gréos e producdo de micotoxinas®#,

De acordo com a Figura 3 pode-se notar que a variacéo
de desenvolvimento do F. roseum foi menor, de 3a30 %, sendo
gue o méximo de crescimento foi observado aos 92 dias de
armazenamento no silo B. A andlise de comparagédo de médias
(teste de Tukey) demonstrou que o silo A difere (p<0,01) do
silo B, apds 92 dias de armazenamento. Embora as médias
globaisentre os dois silos apresentem diferencas significativas
(p<0,01), comteoresde 11,7 + 6,43 paraosiloAe 16,8 + 8,17
parao silo B, respectivamente.

O Fusarium é considerado um fungo de campo, que
invade os gréos e sementes durante 0 amadurecimento e o
dano é causado antes da colheita. Entretanto, ndo se
desenvolvem durante o armazenamento, exceto ocasional mente
em gréos de milho armazenados com alto teor de umidade e/ou
que foram rehidratados®4. Os baixos teores de Fusarium, em
ambos os silos, podem estar relacionados ao fato de que a
temperaturade armazenamento manteve-seinferior a25°C, mas
apresentando influéncia do periodo de armazenamento. Em
gréos de amendoim armazenados, também foi verificado um
aumento naincidéncia de Fusarium sp em relagdo ao periodo
de armazenamento®.

Marciae Lazzari® encontraram 97,5 % das amostras de
milho em gréo, 13,6 % dasamostrasde gritse 79 % dasamostras
defubéinfectadas por Fusarium, sendo aespécie predominante
F. moniliforme. Porém no estudo F. moniliforme e F.
graminearum nao foram detectados nas amostras de gréos de
milho.

Conforme a Figura 4, pode-se observar que o
desenvolvimento do Penicillium sp demonstrou-se semel hante
nos dois silos até os 62 dias de armazenamento. Porém, apos

esteperiodo o crescimento foi superior nosilo B, com diferencas
significativas (p<0,01) apartir do 74 diaseatingindo 90 % das
amostras aos 113 dias de armazenamento. Enquanto que no
silo A, os teores foram de aproximadamente 60 %, embora as
médias globais entre os dois silos ndo apresentem diferencas
significativas (57,4 % + 10,1 paraosiloAe65,0 % + 17,94 para
osiloB).

AsvariagBesnaincidénciafingicaem relacdo ao periodo
de armazenamento podem ter ocorrido por diferencas de
umidade relativa do ar®, associado a competi¢cdo dos fungos
por substrato®=°,

As diferencas no crescimento dos fungos (Aspergillus
sp, Fusarium, Penicillium) n&o foram causadas pelo teor de
umidade dos gréos, pois a mesma manteve-se com teores
etéveiseinferioresal2 % emambosossilos(Figural). Porém
ocorreu umadiferencaem relacéo aossilosA e B, sendo que o
menor desenvolvimento dos fungos foi apresentado no silo de
A, onde atemperatura (13 a 14°C) e aeracéo (0,05 m¥min.ton)
foram mantidas controladas. Osfungos de armazenamento séo
sensiveis as mudancgas de temperatura, crescendo rapidamente
atemperaturas ao redor de 30°C. Quando atemperaturaestiver
abaixo de 15°C o seu desenvolvimento é bastante reduzido,
com excegdo do Penicillium sp (cresce até—5°C). Ainda, 0 uso
eficiente da aeracdo é um fator decisivo na boa conservagéo
das sementes e gréos®.

Dos diferentes fatores que podem influenciar no
crescimento destes fungos como condic¢des climéticas pré-
colheita, diferencas genéticas, indice de gréos quebrados,
presenca de insetos entre outros?®3, A utilizagdo de aeracdo
forcadainfluenciadiretamente namanutencao dauniformidade
da temperatura e da umidade relativa do ar, auxiliando na
reducdo de crescimento dosfungos. Diferencasdetemperatura
dentro da massa de gréos causam a transferéncia de vapor
d’agua da por¢cdo mais quente para a mais fria que pode
condensar e fornecer condic¢des para o desenvolvimento dos
fungos®. No silo B, onde ndo havia controle, diferencas
momentaneas de temperatura e de umidade podem ter ocorrido,
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Figura 3. Crescimento (%) de F. roseum em amostras de milho dos silos
A e B em diferentes periodos de armazenamento.
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Figura 4. Crescimento (%) de Penicillium sp. em amostras de milho dos
silos A e B em diferentes periodos de armazenamento.
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Tabela 1. IncidénciadeaflatoxinasB,, B,, G, e G, e zearalenona (ZEA) em amostrasde milho dossilosA e B em diferentes periodos

dearmazenamento.
Amostras Incidéncia de micotoxinas ( ug/kg)
Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 AflatoxinaG1 Aflatoxina G2 ZEA
SiloA
Odia 10 ND ND ND ND
113dias 10 ND ND ND ND
SiloB
Odia ND ND ND ND ND
113dias ND ND ND ND ND
ND: menor que o limite de detecc&o
Limite de deteccao: aflatoxina: 1 ug/kg; zearalenona: 10 pg/kg
ainda gue a temperatura ambiente tenha se mantido inferior a CONCLUSOES

20°C. Emboraastemperaturasem ambosossilostenham ficado
abaixo das temperaturas ideais de crescimento dos fungos
estudados, quanto menor for a temperatura, menor sera o
crescimento até um limite deinibig&o®?2, o quetambém explica
as diferencas de crescimento entre os dois silos de
armazenamento.

A incidénciadeaflatoxinasB,, B,, G, e G, e zearalenona
(ZEA) em amostras de milho dos silos A e B, em diferentes
periodos de armazenamento estdo demonstrados na Tabela 1.

Observou-se a presenca de aflatoxina B, somente no
siloA, aindaque em concentracéo no limite de detecgéo (1,0 ug
/kg), sendo que a mesma manteve a incidéncia ao fina do
armazenamento. Indicando que estamicotoxinaestavapresente
nosgréos, noinicio do armazenamento (O dia). O limite permitido
no Brasil eMercosul paraasomatoriadasaflatoxinas (B, + B, +
G, + G,) € de 20 ug /kg**. O ndo desenvolvimento das
micotoxinas podem ser atribuidas as condigdes ambientais
pouco favoraveis, uma vez que a temperatura ideal para a
producdo da maioria das micotoxinas € superior a 25°C*e a
possibilidade dos fungos isolados ndo possuirem potencial
para a sintese destas®™*.

Diversostrabal hos reportam aincidénciade micotoxinas
em milho em gréo e seusderivados. Nicasio et al.’° analisaram
um total de 40 amostras de milho e ndo foram encontradas
aflatoxinas em nenhumadas amostras, estando estes resultados
concordantes com os do presente estudo. Pich® ao analisar
213 produtos derivados de milho comercializados encontraram
17,4 % das amostras com resultados positivos, com umafaixa
de contaminagdo de 3,2 a 25,6 ug/kg de aflatoxina total
(B,+B,+G,+G,). Furlong et al.’ e Oliveiraet al.™, estudando
zearalenona em produtos derivados de milho, encontraram
niveis de contaminagdo médio de 163,0 ug/kg e entre 4,6 e
195,2 ug/kg, respectivamente. De maneirageral, aocorréncia
de aflatoxinas, principal mente em amendoim e seus derivados
tem sido um problema alarmante, enquanto que a zearalenona
tem-se mantido em niveis mais baixos'2%.

OsfungosA. flavus, F. roseum, e Penicillium sp, foram
isolados e identificados, apresentando uma ampla faixa de
variagdo no crescimento, de 30298 %, de3a30%ede34 a
90 %, respectivamente. Constatou-se que 0s maiores
crescimentos ocorreram no silo sem controle de temperaturae
aeracdo. A diferencano crescimento dosfungosnéo foi causada
pelaumidade, pois a mesma, em ambos os silos, foi inferior a
12 %. A micotoxina detectada no silo A (aflatoxina B,)
encontrava-se presente nos graos no inicio do armazenamento
(0 dia), mantendo-se nos mesmos limites de deteccéo ao final
do periodo de armazenamento (113 dias).
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