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RESUMO: O milho é um produto muito suscetivel a contaminacgédo por fungos, muitas vezes
facilitada pelas condicdes de armazenagem dos grdos. O trabalho teve como objetivo
identificar, quantificar e avaliar a ocorréncia de fungos e a incidéncia de micotoxinas
(aflatoxina e zearalenona) em gréos de milho armazenados e na pos colheita. Foram coletadas
quatros amostras, sendo duas em um silo de armazenamento (Silo Bag) de grdos e as outras
duas amostras apos a colheita do milho em fazendas na cidade de Jatai / GO. De acordo com
os resultados obtidos os fungos A. flavus, F. moniliforme, F. roseum, e Penicillium spp foram
identificados nas amostras analisadas. Foi constatada a presenca de aflatoxinas nos graos de
milho coletado apos a colheita, em niveis superiores ao limite oficial (20 pg/kg) permitido
pela legislacdo brasileira.
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IDENTIFICATION OF FUNGI AND MYCOTOXINS IN CORN GRAIN

ABSTRACT: Corn is a product very susceptible to fungal contamination often facilitated by
the grain storage conditions. The study aimed to identify, quantify and evaluate the occurrence
of fungi and the incidence of mycotoxins (aflatoxin and zearalenone) in corn grain stored and
post harvest. Four samples were collected, two in a storage silo (Silo Bag) grains and the other
two samples after the corn harvest on farms in the city of Jatai / GO. According to the results
obtained fungus A. flavus F. moniliforme, F. roseum, Penicillium spp were identified in the
samples analyzed. the presence of aflatoxins in corn grains collected after harvest, at levels
above the official limit (20 pg/kg) permitted by Brazilian law was found.

Key words: Corn grain. Storage conditions. Aflatoxins. Zearalenone.
INTRODUCAO

O setor agricola tem uma influéncia na economia brasileira inquestionavel. Quando séo
consideradas todas as transagdes que ocorrem ao longo das cadeias produtivas do

agronegocio, observa-se que em torno de 30% do que é produzido no Brasil tem origem, de
alguma forma, no setor agricola. Com relacdo a producdo agricola e a inddstria de alimentos,
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com o milho, de acordo com a FAO (2003), apresenta aproximadamente 25% dos graos
produzidos no mundo tem algum nivel de contaminacdo por fungos produtores de
micotoxinas (PEZZINI et al., 2005).

De acordo com Marquez (2008), produtos agricolas tais como milho, soja aveia, sorgo,
arroz, trigo, centeio e outros, sao suscetiveis a contaminacao por fungos durante as diferentes
etapas de producdo, como no campo, colheita, durante a secagem, manufatura, transporte e
armazenamento. Os fungos pertencentes ao género Aspergillus, merece destaque, devido a
capacidade de adaptacdo desse género a uma variedade de ambientes e tipos de substratos que
pode gerar impactos negativos na economia mundial, pois atuam como agentes degradadores
de produtos agricolas, sendo capazes de produzir micotoxinas, além de algumas espécies,
destacarem-se como importantes patégenos em plantas (FRAGA et al., 2008; SILVA, 2012).

Diversos autores tem relatado a ocorréncia de micotoxinas nos alimentos que sdo
consumidos no Brasil. Nas Ultimas décadas, houve um aumento destes fungos em milho que
produzem as micotoxinas aflatoxinas e a zearalenoma (ALMEIDA et al., 2002; ORSI et al.,
2000; FARIAS et al., 2000). Contudo, o crescimento de fungos e a presenca de toxinas néo
sdo sindbnimos de toxidade, porque nem todos fungos sdo produtores de micotoxinas. Os
géneros de fungos mais comumente associados e produtores de micotoxinas em gréos, séo
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IAMANAKA et al., 2010).

Essas micotoxinas podem causar danos a saude humana, deve-se avaliar a qualidade de
grdos que esta disponivel na regido e verificar a adequacdo de armazenagem e a pés colheita.
O presente trabalho teve como objetivo identificar, quantificar e avaliar a ocorréncia de
fungos e micotoxinas (aflatoxina e zearalenona) em grdos de milho armazenados e na pos
colheita, em amostras obtidas de fazendas localizadas em Jatai-GO.

MATERIAL E METODOS
Material

Foram coletadas quatros amostras, sendo duas retiradas de um silo de armazenamento
de grédos de milho (A, B) e duas amostras logo ap6s a colheita do milho (C, D). Estas amostras
foram coletadas em quatro fazendas na cidade de Jatai, GO, em junho de 2015. As amostras
do Silo Bag estavam estocadas desde a safra de 2014.

Para as analises das amostras, foram utilizados aproximadamente 1,0 Kg de gréos que
foi acondicionada em frascos plasticos para a quantificacdo de fungos e micotoxinas
(aflatoxinas e zearalenona). Para a identificagéo e quantificagéo dos fungos, foram utilizados
os grdos de milho inteiros e para as demais determinacGes os grdos foram moidos,
classificados por tamanho de particula em peneira 20 mesh, submetidas ao quarteamento e
analisadas em cinco repeticdes. O experimento foi desenvolvido no Laboratério da
Universidade Estadual Goias, Campus de Jatai, GO.
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Deteccdo e Identificagdo Fungica

Foi utilizado 0 método adotado por Christensen e Meronuck (1986) para a determinacgéo
de fungos presentes nas amostras dos graos de milho. O meio de cultura utilizado foi o BDA
(4gar (15 g.L 1), batata dextrose (18,5 g.L™?), estreptomicina (0,050 g.L™?) e cloranfenicol
(0,050 g.L™Y)). Foram analisadas 100 grdos por amostragem em quintuplicata, plaqueando-se
20 gréos em cada placa, de modo que fiqguem dispostos em 4 fileiras de 5 gréos cada. Os graos
ficaram com o germe ou embrido voltados para cima e na mesma direcdo, afim de facilitar a
avaliacdo. As placas foram incubadas em estufa a 25°C, durante 5 dias.

A identificacdo e quantificacdo dos fungos foram realizadas com o auxilio de
microscopio estereoscopico. A quantificacdo dos fungos foi submetida a analise de Variancia
e as medias comparadas por contraste ortogonal entre Silo Bag e pds colheita empregando-se
o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

Detecao de Micotoxinas

A zearalenona foi extraida e quantificada segundo procedimentos descritos por Visconti
e Pascale (1998). A quantificacdo foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia
com detector de fluorescéncia (excitagdo A = 267 nm e emissdo A = 450 nm), coluna Agilent
Zorbax C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), pré-coluna Agilent Zorbax C18 (5 um, 25 mm x 4,6 mm),
com fluxo de 1 mL/minuto. A fase mdvel foi composta por agua acida (3 % de acido acético
v/Vv): metanol (50:50, v/v) e inje¢do de 50 uL de amostra, de acordo com a metodologia de
Pezzini et al (2005). A zearalenona foi estimada em uma curva de calibracdo analitica. A
curva da zearalenona foi feita com padréo contendo as concentracfes de 1,5; 2,5; 5,0; 10,0 e
15,0 uL/mL.

A extracdo e purificacdo das aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) foi feita segundo Soares e
Rodriguez-Amaya (1989). As aflatoxinas foram identificadas e quantificadas por
cromatografia em camada delgada (placas de silica gel 60 G, Merck), utilizando-se como fase
movel tolueno: acetato de etila: cloroférmio: acido formico (70:50:50:20 v/v/v/v), descrita
por Pezzini et al. (2005). As leituras das fluorescéncias de amostra e padrdes foram feitas em
densitdmetro, a 366 nm e o calculo das concentragdes foi obtido através das curvas de
calibracdo. A curva das aflatoxinas (AF) foi realizada com os seguintes valores: AFB1 =1,189
pg/mL; AFB2 = 091 pg/mL; AFG1 = 1,61 pg/mL e AFG2 = 1,39 pg/mL. Essas
concentragOes foram aplicadas nas quantidades de 1,0 pL; 2,0 uL e 5,0 pL e as leituras das
amostras foram repetidas cinco vezes.

Os limites de deteccdo de aflatoxinas considerados foram de 1,0 ug/Kg (85,0 % de
recuperacdo) e para a zearalenona de 10,0 pg /Kg (80 % de recuperagao) (PEZZINI et al.,
2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos foi observada a ocorréncia de Aspergillus flavus,
Fusarium roseum, Fusaruium moniliforme e Penicillium spp (Tabela 1) nas amostras de gréos
de milho em silos (A, B) e apo6s a colheita (C, D).

Tabela 1. Crescimento fungicos (%) em amostras de milho, em Silos Bag (A e B) e Pos-
Colheita (C e D).

Espécie Fungica A B C D

Aspergillus flavus* 30,98 65,34 25,76 46,98
Fusarium roseum* 13,98 11,98 39,78 35,98
F. moniliforme* 11,78 14,25 28,98 47,98
Penicillium spp* 36,93 37,34 10,76 14,78

O contrate das amostras retiradas do Silo Bag (A; B) diferiram estatisticamente* (p<0,01) das amostras retiradas
apos a colheita (B; C).

Na incidéncia de A. flavus apresentou uma variacdo de 31 a 65 % nas amostras do Silo
Bag e de 26 a 47%, em amostras de milho analisadas ap0s a colheita. As amostras retiradas
do Silo Bag diferiram das amostras do campo (p<0,01). Atualmente, os grdos ardidos em
milho, causado por A. flavus, constituem-se, um dos principais problemas de qualidade dos
grdos armazenados, essas perdas qualitativas por graos ardidos séo motivos de desvalorizagéo
do produto (FRAGA et al., 2008).

Com relacdo as percentagens de F. roseum houve diferenca estatisticas (p<0,01) entre
as amostras do Silo Bag e ap6s a colheita do milho. De acordo com as médias de percentagem
em relacdo a espécie F. roseum, pode-se observar uma variacdo de 11 a 14% (Silo) e de 35 a
40% (Po6s-Colheita). A espécie fungica Fusarium spp € considerado um fungo de campo, que
infecta os grdos durante o amadurecimento e o dano é causado antes da colheita. Entretanto,
ndo se desenvolvem durante o armazenamento, exceto ocasionalmente em grdos de milho
com alto teor de umidade. (PEZZINI et al., 2005).

A incidéncia de F. moniliforme diferiu do Silo Bag e pds-colheita (11 a 15% e 28 a 48%
respectivamente). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Marcia e Lazzari (1998),
que encontraram maior infestacdo de F. moniliforme em amostras de milho em grdos no
campo. A espécie F. moniliforme produz micotoxinas cancerigenas, com efeito comprovado,
tanto para animais quanto para o0 homem (COLVIN; HARRISON, 1992; RHEEDER et al.,
1992). Dessa maneira, a presenca desse fungo em sementes reveste-se de importancia
especial, ndo somente devido aos danos econdmicos que acarreta, mas também pelo perigo
do consumo de gréos infectados e seus derivados (TANAKA, 2001).

De acordo com a média de percentagem da espécie Penicillium spp, ja observa-se que
houve diferenca entre os dois grupos avaliados. O grupo das amostras do Silo Bag (A e B),
apresentaram maiores incidéncia de Penicillium spp em relacdo as amostras de campo.
Diversos fatores podem influenciar o crescimento desse fungo, como, condic¢des temperaturas
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e umidades, graos quebrados, presenca de insetos, armazenamento inadequado, entre outros
(RAMAKRISHNA, 1990).

De acordo com os resultados das analises de aflatoxinas (B1+B2+G1+G2) em amostras
de gréos de milho, pode-se observar (Tabela 2) que as amostras analisadas apés a colheita (C
e D) ultrapassou o limite oficial permitido pela Anvisa. Com relagdo ao limite permitido pelo
MS/Anvisa (2011) e pelo MAPA (1996), para alimentos destinados ao consumo humano
(B1+B2+G1+G2) o limite oficial é de 20 g/ kg. Esse limite € comparado aos estabelecidos
por outros paises e recomendado pela Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura.

Tabela 2. Ocorréncia de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e zearalenona (ZEA) em amostras de
grédos de milho retirados do Silo Bag (A e B) e apds a colheita (C e D).
Amostras Micotoxinas (pg/kg)
aflatoxina B1 aflatoxina B2 aflatoxina G1 aflatoxina G2 ZEA

A 1 ND 1 ND ND
B 1 ND 12 ND ND
C 10 12 5 ND ND
D 3 12 10 ND ND

ND: menor que o limite de deteccéo.
Limite de detecgdo: aflatoxina: 1 ng/kg; zearalenona: 10 pg/kg.

Os niveis de contaminacdo variaram de 1 a 10 pg/kg de aflatoxina B1, 12 pg/kg de
aflatoxina B2, de 1 a 12 pg/kg de aflatoxina G1 e as aflatoxinas G2 e ZEA nédo foram
detectadas. De acordo com Tanaka (2001) e Diniz (2002), o desenvolvimento e a formacéo
das aflatoxinas em alimentos sdo dependentes de uma série de fatores, principalmente
daqueles relacionados a umidade maior que 85%, temperatura entre 8°C e 42°C, presenca de
oxigénio e a constituigdo do substrato.

Os resultados aqui observados corroboram os de Cortés et al. (2000), quando 28,57%
das amostras de milho retiradas de lavouras do estado de Mato Grosso apresentavam nivel
médio de aflatoxinas de 12,35 ug/kg, o que evidenciou que o milho no ponto de colheita ja
apresentava a presenca de aflatoxinas. Ramos et al. (2008) avaliaram a ocorréncia natural das
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em grdos de milho no estado de Goias (Jatai, Montividiu e
Goiania) e verificaram gque os grdos apresentavam aflatoxinas em niveis de 0 a 277,8 pug/kg
de B1, de 0 a 14 pg/kg de B2, de 0 a 34,1 pg/kg de G1, e nédo foi detectada a aflatoxina G2.
Marques et al. (2009) analisaram a incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium
e Penicillium e as contaminagdes com micotoxinas em graos de cinco hibridos comerciais de
milho, em funcdo da umidade de colheita, e observaram que a producao de aflatoxinas ocorreu
em grdos nas espigas, no campo, devido &s condi¢cBes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do fungo.

N&o foi detectada a presenca de zearalenona nas amostras de milho analisadas (Tabela
2). Com relacdo aos valores de aflatoxinas encontrados neste trabalho é preocupacdo com a
qualidade de grdos que sao disponibilizadas para a comercializacdo e para a producdo de
alimentos, racdo de animais, pois essas micotoxinas causam riscos a satde humana e animal.
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CONCLUSAO

A. flavus, F. moniliforme, F. roseum, e Penicillium spp, foram identificados nos graos
de milho procedentes do Silo Bag e pos-colheita.

A produgdo de aflatoxinas ocorreram em gréos de milho armazenados apoés a colheita,
em niveis acima do limite oficial permitido pela legislacéo brasileira.
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