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QUALIDADE E SEGURANCA ALIMENTAR DO MILHO EM DIFEREN TES
ACONDICIONAMENTOS DE ARMAZENAGEM

RESUMO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de graos e o milho € o segundo grdo mais
produzido no pais. Como este cereal esta diretamente relacionado a base alimentar humana
e animal, surgem muitas preocupacdes a respeito da manutencdo de sua qualidade no
poés-colheita, em especial ao longo do armazenamento, com aumento das atencdes a
seguranca alimentar. Apesar disso, muitas vezes o milho é armazenado nas propriedades
rurais, em condi¢cbes inadequadas, exposto a perdas quantitativas e qualitativas, ao
desenvolvimento de fungos toxigénicos e a contaminacado por aflatoxinas, substancia capaz
de causar graves danos a saude humana e animal, além de inUmeros prejuizos
agropecuarios. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar alternativas de armazenagem,
viaveis a propriedades rurais, através de dois experimentos de armazenagem (safra de
inverno 2012 e safra de verdo 2012/2013), nos quais se avaliou a qualidade do milho
armazenado em diferentes acondicionamentos, por 12 meses. O delineamento experimental
utilizado foi um fatorial 4 x 5, cujos fatores foram quatro tipos de acondicionamentos de
armazenagem (sacarias convencionais, bolsas seladas hermeticamente, silo metalico e
espigas) e cinco periodos de tempo (0, 3, 6, 9 e 12 meses). Utilizaram-se dois hibridos de
milho (2B688RR, 30K73HXx) cultivados na microrregido de Dois Vizinhos, sudoeste do
Parana. A armazenagem foi realizada em condicbes ambientais e os parametros avaliados
foram: teor de 4gua, cinzas, proteinas, lipidios, graos sem defeitos, peso volumétrico, peso
de mil gréos, contagem de Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp., total de bolores e
leveduras e ocorréncia de aflatoxinas (B;, B,, G1 e G,). Os resultados obtidos em cada
experimento, quando atendiam as pressuposi¢cdes do modelo matematico, eram avaliados
pelo emprego da analise de variancia e as diferencas entre as médias (p < 0,05) pelo teste
de Tukey, a 5% de significancia, quando ndo, pelo teste de Kruskal-Wallis, também a 5% de
significancia. Além disso, realizou-se a analise dos componentes principais (ACP) para
verificar quais das variaveis avaliadas, eram responsaveis pelas maiores variagbes na
gqualidade do milho armazenado. Verificou-se, em ambos 0s armazenamentos, que 0S graos
de milho acondicionados em bolsas herméticas apresentaram 0 menor teor de agua.
Independente do acondicionamento e do hibrido de milho houve aumento do contetdo de
cinzas dos grdos, reducdo da percentagem de grdos sem defeitos e do peso volumétrico.
Constatou-se a incidéncia de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicilium sp.,
respectivamente, em 20,37, 86,11 e 94,44% das amostras de milho do armazenamento
safra de inverno; em 83,3, 91,6 e 90,07% das amostras do armazenamento safra de verao,
respectivamente. O Aspergillus sp. foi detectado somente aos 3 meses de armazenagem no
primeiro experimento, enquanto no segundo desde a colheita. A ocorréncia de Fusarium sp.
tendeu a diminuir durante a armazenagem e a de Penicillium sp. foi maior no milho
acondicionado em espigas. Nao houve influéncia dos tipos de acondicionamentos e do
tempo de armazenagem na ocorréncia de Aspergillus sp. e de aflatoxinas no milho do
armazenamento safra de inverno. J4 o milho acondicionado em espigas do armazenamento
safra de verdo apresentou a menor contagem de Aspergillus sp. e ndo apresentou
aflatoxinas. Os niveis de aflatoxinas (B;+B,+G;+G,) detectados variaram de 2,87 a 14,45 ug
kgt e de 3,03 a 197,51 g kg™, respectivamente no milho dos armazenamentos safra de
inverno e safra de verdo, além disso, nenhuma das amostras do primeiro armazenamento
apresentou contaminacg&o acima de 20 ug kg™. No segundo armazenamento, 41 amostras
apresentaram contaminacdo. Resultados atribuidos, principalmente, as diferentes condi¢cdes
climéaticas dos periodos de cultivo dos hibridos de milho (safra de ver&o e safra de inverno) e
dos experimentos de armazenagem, a disparidade na incidéncia de Aspergillus sp. e na
contaminacédo por aflatoxinas. Conclui-se, pela ACP, que todas as variaveis aferidas neste
trabalho tém importancia na qualidade do milho armazenado.

PALAVRAS-CHAVE: armazenamento, micotoxinas, fungos, grdos, Zea mays L.,
pés-colheita e inocuidade dos alimentos.
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FOOD QUALITY AND SAFETY OF MAIZE IN DIFFERENT TYPES OF STORAGE

ABSTRACT

Brazil is one of the largest producers of grains, and maize is the second most produced grain
in the country. As this cereal is directly related to human and animal food basis, many
matters appear on the maintenance of their post-harvest quality, especially during storage,
due to the increased attention to food safety. Despite this importance, maize is often stored
on farms in inappropriate conditions, exposed to quantitative and qualitative losses, the
development of toxigenic fungi and aflatoxin contamination, a substance capable of causing
severe damage to human and animal health, as well as many agribusiness losses. The
objective of this research was evaluating storage alternatives viable to farms through two
storage experiments (2012 winter crop 2012/2013 summer harvests), for assessment of the
quality of stored maize in different packings for 12 months. The experimental design was a 4
x 5 factorial, whose factors were four types of packaging storage (conventional sacks, bags
hermetically sealed, metallic silo and cobs) and five time periods (0, 3, 6, 9 and 12 months).
Two maize hybrids (2B688RR, 30K73HX) cultivated in the region of the town of Dois Vizinhos
were used, in the southwest of Parana. The storage was conducted in ambient conditions
and the following parameters were evaluated: water content, ash, protein, fat, grains without
defects, volumetric weight, one-thousand grains weight, counting of Aspergillus sp, Fusarium
sp, Penicillium sp, total of molds and yeasts and occurrence of aflatoxins (B1, B2, G1 and
G2). The results obtained in each experiment, when attended the presuppositions of the
mathematical model, were evaluated by use of analysis of variance and differences between
means (p<0.05) by Tukey test at 5% significance level, and when not attended them, by
Kruskal-Wallis also at 5% significance level. Furthermore, the Principal Component Analysis
(PCA) was done to determine which of the variables evaluated was responsible for the
largest variations in the quality of stored maize. It was found in both storages that maize
kernels placed in sealed bags presented the lowest water content. Also that regardless of
packaging and hybrid maize, there were an increase in ash content of grains and the
decrease of the percentage of grains without defects and volumetric weight. It was detected
the incidence of Aspergillus sp. Fusarium sp. and Penicillium sp., respectively 20.37, 86.11
and 94.44% of the samples of maize season winter storage, and in 83.3, 91.6 and 90.07% of
the samples from the summer season storage. Aspergillus sp. was only detected after 3
months of storage in the first experiment, while in the second since harvesting. The
occurrence of Fusarium sp. tended to decrease during storage, and Penicillium sp. was
higher in corn conditioning in cobs. There was no influence of types of packaging and
storage time on the occurrence of Aspergillus sp. and aflatoxins in maize season winter
storage. However, the conditioning in maize cobs of season storage summer had the lowest
count of Aspergillus sp. and did not present aflatoxin. Aflatoxins (B;+B,+G;+G,) detected
ranged from 2.77 to 14.45 ug kg™ and from 3.03 to 197.51 pg kg™ respectively in the maize
storage winter and summer. Besides this, none of the samples of the first storage showed
contamination higher than 20 pg kg™, while in the second 41 samples presented higher
values. The results are due to the different climatic conditions of the periods of cultivation of
hybrid maize (summer and winter seasons) and storage experiments, the disparity in the
incidence of Aspergillus sp. and aflatoxin contamination. The conclusion is that by ACP all
variables assessed in this study are important for the quality of stored maize.

Key-words: storage, mycotoxins, fungi, grains, Zea mays L., post-harvest and food safety.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenario mundial como um dos maiores produtores de milho
(Zea mays L.), cereal altamente nutritivo e potencialmente energético, utilizado na
alimentacdo humana e, com importancia essencial, na alimentacdo animal, onde é
ingrediente predominante na formulagéo de ragdes.

Como as safras de milho séo sazonais e o0 abastecimento da cadeia alimentar ocorre
ao longo de todo ano, esse cereal precisa ficar armazenado. Nesse cenario, as condi¢cbes
de armazenamento sdo determinantes na qualidade final do produto, uma vez que a massa
de gréos é um sistema vivo, com influéncias mutuas de variaveis fisicas (temperatura,
umidade do grdo, umidade relativa do ar, clima, capacidade de sor¢cdo, porosidade e
estrutura do armazém), varidveis quimicas (disponibilidade de oxigénio intergranular);
biologicas de fontes internas (longevidade, respiracdo, maturacdo e germinacdo); e
bioldgicas de fontes externas (fungos, leveduras, bactérias, insetos, acaros, roedores e
passaros) (FARONI, 1998).

Por ser o milho um dos cereais mais expostos ao desenvolvimento de fungos
toxigénicos, tanto na lavoura quanto no armazenamento, e o Brasil um pais que possui
clima diversificado (equatorial, tropical e temperado), em que as varias condi¢des climaticas
favorecem o crescimento dos principais fungos produtores de micotoxinas, tém-se uma
preocupacdo em termos de seguranca no consumo deste alimento. Como 0 armazenamento
€ necessario e pode ocorrer por periodos longos de até dois anos, ele constitui uma das
etapas determinantes na preservacdo da qualidade fisico-quimica e sanitaria do milho,
sendo necessario determinar quais condi¢cdes de armazenagem melhor mantém a qualidade
desse cereal.

Alimentos contaminados por micotoxinas, metabdlitos secundérios toxicos
produzidos por fungos filamentosos, podem causar graves danos a saude humana e animal,
cujos efeitos variam com a quantidade, frequéncia de ingestdo, concentracdo e tipo de
micotoxina, sendo que em maior grau podem ser letais. A ingestdo de micotoxinas pelos
humanos pode ocorrer de forma direta através do consumo de cereais como o milho e
derivados que estejam contaminados ou de forma indireta, pelo leite, ovos e carne
produzidos por animais que consumiram racdes contaminadas (MAZIERO; BERSOT, 2010).

Na regido sudoeste do Parana, verifica-se nas pequenas propriedades rurais que
parte do milho produzido tem como finalidade direta compor o arragoamento dos animais ali

produzidos, deste modo, ap6s a colheita 0 milho é armazenado na propriedade, em forma



de espiga ou grao. Muitas vezes em condicdes precarias de armazenamento, com auséncia
de aeracdo, com umidade e temperatura inadequadas, fatores que podem comprometer a
gqualidade sanitaria do grdo, propiciando o desenvolvimento de fungos toxigénicos
produtores de micotoxinas, que podem causar grandes prejuizos nas propriedades, gerando
danos a saude animal e consequente perda de produtividade.

Essa regido contempla varias atividades pecuarias como: avicultura de corte e de
postura, suinocultura, piscicultura, bovinocultura de leite e de corte, ovinocultura e
coturnicultura. Algumas dessas atividades possuem assisténcia técnica periddica, com
fornecimento de ragdo pela empresa integradora (ex: suinocultura, avicultura de corte e
postura), existindo politicas de controle de qualidade com uso de adsorventes (aditivos
utilizados em racdes, que impedem que a micotoxina presente seja absorvida pelo trato
gastrointestinal), favorecendo, assim, a seguranca alimentar dos animais. Entretanto, nas
demais atividades pecuarias a assisténcia técnica é esporadica, sendo os produtores
praticamente os Unicos responsaveis pelo manejo e alimentacdo dos animais.

Devido a falta de informacgBes sobre inocuidade dos alimentos e boas préticas de
armazenamento do milho, os produtores estdo sujeitos a perdas econdmicas, em
decorréncia dos transtornos ocasionados pelas micotoxicoses que incluem a reducdo na
imunidade dos animais, perda de apetite e em alguns casos morte, reduzindo
consequentemente os desempenhos de producao (carne, leite, ovos ou 1d), de crescimento
e de reproducdo. Contudo, o mais instigante para pesquisa, em meio a esse cenario, é que
muitas dessas perdas ocorrem sem mesmo terem suas causas diagnosticadas pelos
produtores.

Além dos prejuizos econdmicos proporcionados as propriedades rurais, cabe
salientar que a ingestdo de micotoxinas pelos animais pode deixar residuos nos
subprodutos que, ao longo da cadeia alimentar, sdo consumidos pelo homem. Assim, a
guestdo tem implicacdes ainda mais graves do que as relacionadas as perdas econdémicas,
principalmente por afetar a salde humana. Por isso, devem ser realizadas pesquisas
continuas sobre a incidéncia de micotoxinas em grédos e alimentos, maleficios causados,
praticas de controle e prevencdo, assim como, difundir tais informacdes as cadeias de
producéo e comercializacdo de modo a evitar a contaminacdo por micotoxinas.

Diante desta problemética, este trabalho avalia alternativas de armazenagem de
milho, viaveis de serem utilizadas em propriedades rurais, em relagdo a manutengédo da
qgualidade fisico-quimica, incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium e ocorréncia de aflatoxinas. Para tanto, sdo avaliados dois experimentos anuais
de armazenagem de milho (safra de inverno 2012 e safra de verdo 2012/13), compostos por

dois hibridos submetidos a quatro tipos de acondicionamentos de armazenagem.



2

2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade do milho de duas safras

agricolas (inverno 2012 e verdo 2012/2013) durante a armazenagem, diagnosticando a

ocorréncia de aflatoxinas (By, B,, G; e G5), a incidéncia fuangica (Aspergillus sp., Penicillium

sp. e Fusarium sp.) e atributos fisico-quimicos, ao longo de 12 meses, em dois hibridos de

milho (30k73Hx e 2B668RR) submetidos a quatro tipos de acondicionamentos de

armazenagem.

2.2

Obijetivos especificos

a) Avaliar alternativas de armazenagem de milho, que possam ser usadas em
pequenas e médias propriedades rurais;

b) Quantificar atributos fisico-quimicos (teor de dgua dos gréos, cinzas, proteinas,
lipidios, graos sem defeito, peso volumétrico, peso de mil grdos) da massa de
graos de milho, ao longo do tempo, nos dois experimentos de armazenagem;

¢) Diagnosticar a incidéncia de fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.
na massa de gréos, ao longo do tempo, nos dois experimentos de armazenagem.

d) Detectar a presenca de aflatoxinas (B;, B,, G; € G,) na massa de graos de milho,
ao longo do tempo, nos dois experimentos de armazenagem e comparar 0s niveis
encontrados com os preconizados pela legislacéo.

e) Verificar se ha diferenca entre os tipos de acondicionamento e tempos de
armazenagem na qualidade fisico-quimica, na incidéncia de fungos Aspergillus
sp., Penicillium sp., Fusarium sp., total de bolores e leveduras e na ocorréncia de
aflatoxinas (B;+B,+G;+G,), para cada hibrido de milho em cada experimento de

armazenagem.



f) Analisar quais das catorze variaveis aferidas neste trabalho (teor de agua dos
graos, cinzas, proteinas, lipidios, graos sem defeito, peso volumétrico, peso de mil
graos, ocorréncia de aflatoxinas (B;+B,+G;+G,), contagem de Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp., total de bolores e leveduras, temperatura e umidade
relativa do ar) sdo responsaveis pelas maiores variacdes na qualidade do milho
armazenado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O milho

O milho é uma herbacea pertencente a classe das monocotileddneas, familia
Poaceae, tribo Maydeae, género Zea, cientificamente denominado Zea mays L. (FERRARI
FILHO, 2011). E o segundo gr&o mais produzido no Brasil, com um volume de 78,8 milhdes
de toneladas na safra 2013/14. Sua importancia econémica se dé pelas diversas formas de
utilizagdo, que compreendem desde a alimentacdo animal com o produto in natura até as
industrias de alta tecnologia. O pais se destaca no ranking mundial como 3° maior produtor
desse grdo e o estado do Parand possui a segunda maior produgdo do pais, atingindo
20,3% da producao nacional (CONAB, 2014).

Os graos sdo geralmente amarelos ou brancos, com peso médio entre 0,25 e 0,30 g
e composicdo média: 72% de amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibras e 4,3% de lipidios
(FIGUEIRA et al., 2003). Devido a alta porcentagem de amido e lipideos é considerado um
alimento potencialmente energético tanto para alimentagdo humana quanto animal. Os
graos sdo formados por quatro estruturas basicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca)

e ponta, conforme representado na Figura 1.

_Casca

Farindceo

Vitreo _

Testa

_—Células tubulares

\ Células cruzadas
Mesocarpo

] Epiderme

7 \“Plumula

~~__ “Escutelo
Radicula

Células do endosperma

Camada de aleurona

Figural Anatomia do grao de milho.
Fonte: Paes (2006) adaptado por Rocha (2010).

O endosperma compreende cerca de 83% do grdo, sendo composto principalmente
por amido (88%). O pericarpo é responsavel por proteger as demais estruturas do grao da

umidade ambiente, do ataque de insetos e microrganismos, representando cerca de 5% da



semente. O gérmen representa 11% do grédo, concentrando 83% dos lipidios e 78% dos
minerais da estrutura da semente. A ponta ou camada preta € a menor estrutura do gréo
(2%), responsavel pela conexdo do grdo com a espiga, composta basicamente por material
lignocelulésico. A classificacdo deste cereal é realizada, segundo as caracteristicas do gréo,
em cinco tipos: dentado, duro, farinaceo, pipoca e doce. Os graos comercializados sao
principalmente dos tipos duro e dentado e, em paises de clima temperado, especialmente o
tipo dentado (PAES, 2010).

O milho é um cereal presente na dieta alimentar humana na forma de: fuba, milho
verde, milho em conserva, pipoca, farinha, amido, flocos de milho, quirera, canjica, 6leo e
outros derivados (MARQUES et al.,, 2009). Na dieta animal é utilizado como o principal
componente energético das racfes, ocupando cerca de 70% da composi¢cdo da ragéo
(FREITAS et al., 2005). De 60 a 80% da producdo brasileira de milho é destinada a
alimentagdo na cadeia pecuaria nacional (NUNES, 2011).

A cultura do milho é realizada mundialmente, em diferentes regides e sistemas de
cultivo, tanto em grandes quanto pequenas propriedades, mas, apesar disso, 0S processos
fisiolégicos de maturagdo sdo iguais e 0s gréos precisam ficar no campo até atingir a
maturidade fisiolégica. A colheita mecéanica é realizada com grau de umidade entre 25 e
30%, necessitando de secagem imediata para reducéo da umidade a niveis <13% b.u. (base
umida), para viabilizar a manutencéo da qualidade durante a armazenagem (PARAGINSKI,
2013). Os danos mecanicos sofridos pelos graos, durante a colheita, geram trincas no
endosperma, escarificacbes no pericarpo e até mesmo ruptura do endosperma, aumentando
a deterioracdo dos grdos durante a armazenagem, pois esses danos facilitam a acéo de
fungos e insetos (DIAS, 2012).

Os grdos de milho sédo organismos vivos que respiram mesmo apés a colheita, por
isso, sua deterioracdo é um processo hatural. O método de secagem empregado, a
temperatura de armazenagem, o teor de 4gua dos gréos e o ambiente de armazenagem sdo
cruciais para acelerar ou retardar o processo de deterioracdo, pois podem intensificar a
respiracdo dos graos, facilitar as infestacdes por insetos e a proliferagdo de fungos (LEAL,
2012).

Apdés a colheita, os grdos comercializados s&o enviados as unidades
armazenadoras, onde séo classificados de acordo com as normas de padrdes de qualidade
e passam por processos de secagem e limpeza. A comercializagdo de grdos de milho no
Brasil é realizada de acordo com os padrdes de qualidade descritos na Instrugdo Normativa
n° 60, de 22 de dezembro de 2011, publicada no Diario Oficial da Unido de 23/12/2011, com

alteracdes dadas pela Instrucdo Normativa MAPA n°18, de 4 de julho de 2012, cujos limites



maximos de tolerancia (%) para classificacdo estdo descritos na Tabela 1 (BRASIL, 2012;
BRASIL, 2009).

Estes padrbes de qualidade classificam grdos avariados como gréos ou pedacos de
graos que se apresentam ardidos, fermentados, germinados, gessados, mofados, chochos
ou imaturos. Graos ardidos apresentam escurecimento total, pela acado da temperatura, teor
de agua, fermentacao, entre outros fatores. Graos quebrados sdo os pedacos que passam
pela peneira de crivo 5,0 mm (cinco milimetros) de didmetro e ficam retidos na peneira de
crivo 3,0 mm (trés milimetros) de diametro, ja os pedacos que passam por essa Ultima
peneira sdo classificados como impurezas. As matérias estranhas sdo 0s corpos ou detritos
de qualquer natureza estranhos ao produto, como grdos ou sementes de outras espécies

vegetais, sujidades e insetos mortos (BRASIL, 2012).

Tabelal Limites maximos de tolerancia (%) para classificacdo de grédos de milho pela
Instrucdo Normativa n° 60/ 2011 MAPA

Gréos avariados Graos Matérias estranhas e Graos

Enquadramento Ardidos Total guebrados impurezas carunchados
Tipo 1 1,00 6,00 3,00 1,00 2,00
Tipo 2 2,00 10,00 4,00 1,50 3,00
Tipo 3 3,00 15,00 5,00 2,00 4,00
Fora de Tipo 5,00 20,00 > 5,00 >2,00 8,00

Além da classificacéo fisica, a densidade dos graos de milho, também denominada
peso volumétrico ou massa especifica, € outro parametro importante, comumente utilizado
pelas agroindustrias como atributo de avaliacdo da qualidade do produto. Essa medida
corresponde ao peso da massa de grdos contida em um determinado volume, geralmente
expressa em kg.m™>. A densidade dos grdos pode ser alterada por diversos fatores pré e
pos-colheita e a sua reducdo esta relacionada com o aumento de avarias nos graos, ou
seja, o percentual de gréos ardidos, quebrados, chochos, impurezas/fragmentos e material
estranho aumentam a medida que a massa especifica diminui (LEAL, 2012).

No entanto, como o milho é um dos principais produtos da agricultura familiar, nem
sempre ele é enviado as unidades armazenadoras comerciais ou que usem tecnologias
adequadas aos procedimentos de secagem, limpeza e armazenamento. Muitas vezes, esse
cereal passa por procedimentos precarios de secagem e limpeza, através de técnicas
rudimentares e fica armazenado na propriedade em estruturas inadequadas a manutencao

da qualidade, tanto fisica quanto nutricional e sanitaria (PIMENTEL et al., 2011).



3.2  Armazenagem de graos

Devido as entressafras e periodos de seca os graos de milho ficam armazenados de
um ano para outro. A armazenagem é uma importante aliada entre a producéo e o consumo
das safras agricolas, tendo fundamental influéncia socioeconémica para oferta de produtos
em todas as épocas, além de ser decisiva na qualidade final dos grdos (PUZZI, 2000;
FERRARI FILHO, 2011). Também possibilita a comercializacdo da producdo ao longo de
todo ano, permitindo ao produtor escolher a época adequada de venda e com isso melhores
precgos (SILVA, 2008).

No Brasil, 18,3% da producdo de grdos € armazenada na forma convencional e
81,7% a granel. Especificamente na regido sul do pais, 15,2% da armazenagem €
convencional e 84,8% a granel (CONAB, 2011). A forma convencional compreende
armazéns convencionais construidos em concreto, alvenaria, madeira, estruturas metalicas
ou mistas, nas quais a estocagem ¢é feita em lotes de sacarias de polipropileno empilhados
sob estrados com um mesmo produto agricola. O armazenamento a granel pode ser em:
armazém granelizado, armazém graneleiro, silos metalicos, silos de concreto, silos bolsa. O
armazém granelizado é uma adaptacdo dos armazéns convencionais, para atuar com
produto a granel. O armazém graneleiro, constitui-se de uma unidade armazenadora cuja
estocagem a granel ocorre de forma horizontal, através de um ou mais compartimentos,
com movimentacdo de grdos automotizada ou semi-automotizada e emprego de aeracdo
mecanica. Os silos podem ser de concreto ou metélicos, herméticos ou semi-herméticos. Os
silos bolsa consistem em grandes bolsas horizontais de polietileno, com capacidade
aproximada de 180 toneladas, ficam direto no chdo e possibilitam o armazenamento na
prépria lavoura (D’ARCE, 2011).

Das unidades armazenadoras cadastradas no Brasil 75,36% séo privadas, 20,41%
cooperativas e 4,23% da Unido. Sendo assim distribuidas: 13,63% em fazendas, 36,10%
rurais, 44,03% urbanas e 6,24% portuarias (CONAB, 2011). Costa et al. (2010) destacam
gue o baixo numero de unidades armazenadoras localizadas nas fazendas no Brasil,
compreendem um grande problema em relacdo a producéo de gréaos, elevando o custo dos
subprodutos em virtude dos grandes gastos com transportes.

Para Silva (2008), a armazenagem em fazenda tem grande importancia na
minimizacdo das perdas quanti-qualitativas do pos-colheita, que compreendem, em média,
30% da producéo brasileira; Contribui também na redugdo de custos com transporte, no
melhor rendimento da colheita e na maior possiblidade de agregar preco ao produto.
Segundo esse autor, desde 1975, quando foi criado o Programa Nacional de Armazenagem

(PRONAZEM) disponibilizando linhas de crédito para ampliacdo da capacidade estatica



armazenada nos diversos niveis no Brasil, 0 armazenamento em fazenda foi estagnado, ndo
apresentando aumento significativo no decorrer dos anos, tanto em quantidade quanto em
gqualidade, sendo que em grande parte das fazendas o objetivo da armazenagem é atender
a demanda de subsisténcia da producao pecuaria.

Os sistemas de armazenagem em fazenda empregados no Brasil sdo variados,
dependendo das condicbes econbmicas da fazenda, envolvem tecnologias de ponta,
entretanto, em algumas pequenas propriedades rurais as estruturas sao precérias, sendo
comum encontrar armazenagem de milho em espigas. O armazenamento em bolsas
seladas hermeticamente (silos bolsa) é uma alternativa aos métodos convencionais de
armazenagem em fazenda, essa técnica vem sendo estudada no Brasil (FARONI et al.,
2009; COSTA et al., 2010; SANTOS et al., 2012) e a cada ano que passa tende a difundir
seu uso nas varias zonas agricolas do pais.

Nos acondicionamentos herméticos ndo ocorrem trocas gasosas entre a massa de
grdos armazenada e o ambiente. O processo respiratério dos gréos, fungos e insetos
associados tende a reduzir a concentracdo interna de oxigénio (O,) e aumentar a
concentracdo de dioxido de carbono (CO,), diminuindo a capacidade de reproducéo e/ou
desenvolvimento de insetos e microrganismos aerobios e deixando o metabolismo dos
graos lento, com reduzida taxa de respiracao, estabilizando, assim, a degradacdo da massa
de graos (RUPOLLO et al., 2004; COSTA et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

Embora a armazenagem hermética ainda seja pouco utilizada no Brasil, Leafios et al.
(2007) consideram essa op¢ao melhor em relagéo as tradicionais no controle de pragas, na
reducdo de perdas fisico-quimicas dos gréos e na qualidade de sementes, para eles esse
acondicionamento ndo reduz a porcentagem de graos acometidos por fungos, mas reduz o
crescimento dos mesmos.

Independentemente da forma de armazenagem empregada, a massa de gréos
consiste em um sistema ecologicamente vivo que, embora esteja em estado de dorméncia,
continua com funcbes metabdlicas ativas, como respiracdo e transpiracdo, estando
propensos a altera¢des quimico-fisicas por influéncias mutuas de fatores fisicos, quimicos e
biol6gicos (FARONI, 1998). Se for realizado em condi¢Bes apropriadas, 0 armazenamento
evita perdas qualitativas e quantitativas ao longo do tempo, possibilitando a conservacdo
dos gréos e de seus atributos (FARONI et al., 2005).

A qualidade dos graos de milho, durante a armazenagem, esta vinculada ao
processo de secagem e ao controle de pragas de armazenagem. Mohale et al. (2013)
observam que a secagem dos grdos deve ser realizada logo apds a colheita de forma
eficiente, reduzindo o teor de agua para menos de 13%. Para Magan et al. (2003), o

rigoroso controle de insetos e pragas € necessario, pois além destes consumirem grande
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parte da massa de grdos, sdo vetores na disseminacdo de esporos podendo iniciar ou
agravar a proliferacdo de fungos, em decorréncia das atividades metabdlicas os insetos
geram umidade via condensacado e provocam elevacdo da temperatura na massa de graos.

Segundo Paraginski (2013), apesar da qualidade, ao fim da armazenagem, estar
correlacionada com a qualidade inicial dos graos, ela sofre mutuas influéncias durante a
armazenagem de fatores como: temperatura, umidade dos gréos, umidade relativa do ar
(UR), atmosfera de armazenamento, percentual de graos danificados, impurezas e matérias
estranhas, presenca de microrganismos, insetos, acaros e do periodo de armazenamento.

Silva (2008) considera o grau de umidade o fator mais importante na deterioragéo
dos graos, durante o armazenamento, sugerindo um limite de umidade para o milho na faixa
de 12-13% b.u. para o periodo de doze meses e, para periodos mais longos, recomenda
gue o grau de umidade ndo exceda a 11%. Segundo esse autor, niveis baixos de agua
reduzem a contaminag&o por microrganismos e a taxa de respiracdo dos gréos. Para Ferrari
Filho (2011), um armazenamento adequado e seguro de produtos agricolas evita perdas e
preserva a qualidade dos graos.

Como a armazenagem e o tipo de embalagem s&o decisivos na manutencdo da
gqualidade de gréos e sementes, Camargo e Carvalho (2008) avaliaram diferentes tipos de
embalagem (papel tipo kraft trifoliado, embalagem plastica e acondicionamento a vacuo) e
ambientes (com e sem fungicida, armazenados a 8 e 11% de umidade, camara refrigerada e
convencional), na qualidade fisiol6gica e sanitaria de sementes de milho doce armazenados
por 18 meses, constatando que, na camara refrigerada, as embalagens plasticas e de papel
mantém melhor a qualidade, enquanto que no ambiente natural, isso ocorre com 0
acondicionamento a vacuo e as embalagens plasticas. Constataram também que a
ocorréncia de fungos Fusarium verticillioides e Aspergillus sp., em camara refrigerada, e
Aspergillus sp., em armazém convencional, é beneficiada nas sementes néo tratadas com
fungicida em todas as embalagens.

Antonello et al. (2009) avaliaram a qualidade fisica, fisiologica e sanitaria de trés
variedades de milho de Santa Maria - RS, armazenados em sacos de tecido (algodao) e em
embalagens plasticas (garrafas PET) por seis meses em condi¢des ambiente, verificaram
gue a embalagem plastica foi a que melhor manteve os parametros de qualidade dos gréos.
Resultados correlatos foram observados por Catédo et al. (2010), em sementes de milho de
17 variedades crioulas, armazenadas em garrafas PET por 6 meses, Estes autores
verificaram alta qualidade das sementes antes e apds armazenagem, obtendo valores acima
do padrao minimo exigido para a comercializacao.

Dependendo das condi¢des climéticas de cultivo e do momento da colheita, o grdo

traz consigo uma ampla gama de contaminantes microbianos que, associados a falta de
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boas praticas durante a armazenagem e altas taxas de umidade e temperatura, propiciam o
desenvolvimento fungico (MAGAN; ALDRED, 2007; HOELTZ et al., 2009).

Para Travaglia (2011), a contaminac¢ao fungica de produtos alimenticios € um dos
problemas mais preocupantes na atualidade. Em gréos de cereais pode representar um
significativo perigo para a cadeia de alimentos, gerando uma série de perdas como matéria
seca, poder germinativo, degradacdo nutricional, descoloramento, emboloramento visivel,
odor desagradavel e, ainda, pode resultar no desenvolvimento de compostos toxicos como
as micotoxinas (HERMANNS et al., 2006; MAGAN; ALDRED, 2007).

Devido a grande utilizagdo do milho, tanto na alimentacdo humana quanto animal, e
sendo a armazenagem uma das etapas do poés-colheita com fundamental influéncia na
qualidade do produto (COSTA et al.,, 2010), faz-se necessario avaliar quais tipos de
acondicionamentos possibilitam a manutencdo da qualidade e a seguranca alimentar deste

cereal por um periodo maior durante a armazenagem.

3.3 Fungos

Os fungos compreendem um amplo grupo de organismos definidos como bolores,
leveduras e cogumelos. Cerca de 100.000 espécies de fungos ja foram descritas na
literatura. Os fungos sdo denominados cosmopolitas por se desenvolverem em habitats
diversos no mundo inteiro, inclusive em meio aquatico, apesar de a grande maioria ser
terrestre. Dentre as espécies existentes algumas séo importantes decompositoras de
matéria organica, outras fazem associa¢fes simbidticas, auxiliando plantas na absorcao de
minerais oriundos do solo; algumas espécies sao utilizadas na elaboracdo de alimentos e
remédios; ha espécies que sdo parasitas de plantas, capazes de gerar inUmeros prejuizos
as plantacbes e, ainda, h& espécies patogénicas aos homens e animais (MADIGAN et al.,
2010).

Os fungos s&o organismos eucariotos pertencentes ao reino Fungi (Dominio
Eucarya), e podem ser unicelulares (leveduriformes) ou multicelulares (filamentosos)
(PIMENTA, 2010). Os fungos multicelulares, também denominados de bolor, sédo formados
por uma rede de filamentos denominados hifas, que crescem, ramificam-se e formam um
aglomerado entrelacado denominado micélio, responsavel por fixar o fungo ao substrato e
absorver nutrientes. Nas extremidades das ramificacbes das hifas ficam os esporos,
denominados conidios. Sao os 6rgaos reprodutores, de maneira sexual ou assexual, atuam

na dispersdo dos fungos através do vento, 4gua, poeira, insetos, animais e restos vegetais
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para novos locais onde possam germinar. Como s&o resistentes as variagbes de
temperatura, podem ficar dormentes no solo como esclerécios por varios anos (SILVA,
2005).

Além disso, os fungos podem se desenvolver em substratos com baixo pH ou em
temperaturas elevadas (até 65 °C) isso facilita a sua disseminacdo em alimentos, meios de
cultura e todos os tipos de superficies (MADIGAN et al., 2010). A pigmentacéo das colbnias,
disposicdo do micélio vegetativo, morfologia e o formato dos esporos sdo caracteristicas
importantes para a identificacdo de géneros e espécies (KONEMAN et al., 2001).

O milho, substrato rico em amido, € um dos cereais mais vulneraveis ao
desenvolvimento de fungos toxigénicos (ZUMMO; SCOTT, 1992; MARQUES et al., 2009).
Os principais géneros fangicos que acometem graos de milho sdo Aspergillus, Penicillium e
Fusarium (DILKIN et al., 2000; HERMANNS et al., 2006; LAMBONI; HELL, 2009;
MARQUES et al., 2009; BENTO et al., 2012; DIAS, 2012; MOHALE et al. 2013). Esses trés
géneros podem se desenvolver no milho em diferentes fases, desde o cultivo na lavoura, no
transporte e na armazenagem. Os fatores que influenciam o desenvolvimento fungico
durante o armazenamento de grdos sdo: teor de 4gua dos graos, temperatura, umidade do
ar, composic¢do do grédo, pH, disponibilidade de oxigénio, danos fisicos do grédo, condi¢do
sanitaria, armazenamento anterior, linhagem do fungo e intensidade de inoculacao, fatores
bidticos como a presenca de espécies competidoras, insetos e acaros (SILVA, 2005;
SOUZA, 2007).

Fungos filamentosos podem produzir uma grande diversidade de metabdlitos
secundarios, como pigmentos, antibidticos, fitotoxinas além dos compostos téxicos
chamados micotoxinas (SILVA, 2008). Os fungos que invadem graos e sementes sdo
separados em dois grupos ecoldgicos, fungos de campo (endofiticos ou patégenos de
plantas) e fungos de armazenamento (saprofiticos ou decompositores).

Os fungos de campo se desenvolvem ainda na lavoura, durante a maturacao das
plantas. Os géneros mais incidentes sdo Alternaria, Cephalosporium, Gibberella,
Cladosporium, Helmintosporium. e Fusarium, sendo este Ultimo o mais frequente em milho.
Para crescerem, os fungos requerem umidade relativa do ar entre 70-90% e umidade dos
graos entre 20-21%. Esses fungos causam enrugamento nas sementes, fragilizam ou
matam o embrido, sdo patogénicos as plantas e sementes (TANAKA et al., 2001).

Os fungos de armazenamento se encontram nos graos recém-colhidos em pequenas
porcentagens e sdo capazes de se desenvolver em substratos com baixo teor de agua (13-
18%), baixa umidade relativa do ar (65%=2=) e em temperaturas entre 10 °C e 40 °C, em
sucessdo aos fungos de campo. Compreendem os géneros Aspergillus, Penicillium,

Rhizopus e Mucor (SCUSSEL, 2002). Os principais danos causados sdo: deterioracdo,
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descoloracdo, perda do poder germinativo, perda de matéria seca, redu¢cdo no valor
nutricional, calcinacdo, aumento da temperatura da massa de gréos e odor desagradavel,
além de favorecem o desenvolvimento de insetos-pragas e a producdo de micotoxinas
(FAO, 2014). Entretanto, essa separacao entre fungos de campo e armazenamento nado é
absoluta, uma vez que algumas espécies se desenvolvem tanto na lavoura quanto no
armazenamento.

Souza (2007) relata que as condicdes climaticas do Brasil favorecem o
desenvolvimento fungico, sendo a umidade da massa de grdos um fator decisivo e o
principal fator controlado nos sistemas de armazenagem do pais, dado o alto custo para
refrigerar a massa e controlar a umidade relativa do ar.

Magan et al. (2003) e Aratjo (2011) enfatizam que os danos fisicos dos grédos
favorecem a proliferacdo fungica, pois insetos e acaros sdo disseminadores e as fissuras
nos graos, provocadas pela colheita mecanica ou propriamente por insetos primarios e
roedores, possibilitam o ingresso e a germinagdo dos esporos, embora muitas vezes o gréo
ndo apresente sinais visiveis de contaminacdo (mofo). Para Pimentel et al. (2011), cerca
15% das perdas de grdos armazenados sédo provocadas por insetos e fungos.

Os fungos ditos toxigénicos em determinadas condi¢cdes de temperatura e atividade
de agua produzem micotoxinas, substancias toxicas a homens e animais. Em cereais 0s
géneros toxigénicos mais incidentes sdo Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.
(KAWSHIMA; VALENTE SOARES, 2006; DILKIN et al.,, 2000; MARQUES et al., 2009;
HERMANNS et al., 2006). Cada espécie fungica possui caracteristicas morfolégicas proprias
e necessita de condicBes climaticas especificas para sua reproducdo e producdo de
metabalitos secundarios toxicos.

O fungo Aspergillus sp. compreende um dos géneros mais abundantes em todo
mundo, por ser capaz de se desenvolver em temperaturas de 6-55 °C, em ambientes com
baixa umidade relativa do ar (UR) e atividade de agua (aw), respectivamente UR = 65% e
aw=0,71, abrange mais de 260 espécies (REIS, 2013). Caracteriza-se macroscopicamente
pelas colbnias coloridas e brilhantes, com coloracdes em tons de verde, amarelo, cinza,
marrom, preto e branco. Os conidiéforos s@o eretos, ndo septados e com a presenca de
uma vesicula na parte apical; as fidlides podem ter origem na vesicula ou diretamente da
métula e os conidios se formam em cadeias (DIAS, 2012). S&o economicamente
importantes na produgdo de diversos produtos, assim como na degradacdo, por serem
saprofitas. Algumas espécies sdo patdgenos oportunistas, responsaveis por doengas em
plantas e produtos vegetais (MONTEIRO, 2012). Dentre as espécies isoladas em milho o A.
flavus € a mais frequente, apresentando coloragdo entre verde oliva e verde amarelado

(DIAS, 2012). A incidéncia de Aspergillus sp. na lavoura € sobretudo observada em safras
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secas e quentes, em plantas estressadas, principalmente por caréncia de nutrientes e
deficiéncia hidrica, o teor de agua ideal para seu desenvolvimento € 18%, entretanto, tem
sido encontrado em teores inferiores a 13% (MARCONDES, 2012). As espécies A. flavus e
A. parasiticus em condi¢cdes de estresse produzem toxinas (aflatoxinas) potencialmente
maléficas a humanos e animais (BRYDEN, 2012).

Os conidios dos fungos Penicillium, género também amplamente encontrado em
todo o mundo, podem ser localizados no solo, ar e vegetacdo em deterioracdo (MONTEIRO,
2012). Sao fungos filamentosos, apresentam crescimento rapido e pulverulento. Bastante
estudados em varios ramos da ciéncia como area toxicoldgica, alimenticia e farmacéutica
(PIMENTA, 2010). Algumas espécies séo fitopatdgenos do milho tanto na lavoura quanto na
armazenagem, as colbnias possuem coloragdo esverdeada e, as vezes, branca, incidindo
principalmente de uma massa de conidioforos curtos, geralmente eretos, lisos ou levemente
asperos, mononematosos ou sinematosos com poucas fialides, seus conidios sé&o
unicelulares. Existindo mais de mil descricbes de espécies na literatura, dentre essas,
algumas sdo produtoras de toxinas (DIAS, 2012), a principal em milho é a ocratoxina A,
sobretudo produzida por P. verrucosum (RAMOS, 2008). Na armazenagem as condi¢cdes
Otimas para germinacao dos esporos sdo temperaturas entre 21-25 °C, umidade relativa do
ar entre 80-90% e teor de agua dos gréos entre 15-18% (MARCONDES, 2012).

O género Fusarium caracteriza-se por apresentar crescimento rapido e compreende
um dos principais patdgenos primarios da cultura do milho, responséavel pelo apodrecimento
da raiz, colmo, graos e espigas (ROCHA, 2010), necessita de alta atividade de agua (a),
acima de 90% (SCAFF, 2003). Algumas espécies produzem fumonisinas, principalmente
F. verticillioides, F. proliferatum e F. nygamai (POZZI et al., 2002) e podem biossintetizar
essas toxinas ainda na lavoura, assim como durante 0s processos de poés-colheita:
transporte, secagem e armazenamento (SOUZA, 2007; MAZIERO; BERSOT, 2010). Minami
et al. (2004) ressalvam nao ser possivel aferir visualmente graos de milho com baixa ou alta
concentracdo de fumonisinas. As espécies de Fusarium possuem diferentes preferéncias
climéticas, existindo espécies cosmopolitas e outras de climas tropicais, quentes, aridos ou,
ainda, temperados. Dentre estas, a espécie Fusarium verticillioides predomina em graos de
milho e tem maior incidéncia em climas tropicais, temperados e umidos (ATAYDE, 2013). As
colbnias desta espécie apresentam 3 a 5 cm de didmetro em 4 dias a 25 °C (SILVA, 2007b),
causam descoloragdo nos gréos, estrias brancas no pericarpo e, em alguns casos,
percebe-se um cotonoso micélio roseo sobre a espiga (RAMOS, 2008). O género Fusarium
caracteriza-se macroscopicamente por coldnias cuja coloragdo € variada (rosa, laranja,
creme, vermelho escuro, purpura, violeta e lilds). Seus esporos possuem duas principais

formas: micronidios, unicelulares e uninucleados, e macroconidios multicelulares, porém
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cada célula possui um Unico nucleo (MARTINS, 2005). A temperatura étima de crescimento
varia de 22,5 a 27,5 °C, embora existam relatos que espécies como F. verticillioides
conseguem crescer em temperaturas entre 2,5 e 37,5 °C (SILVA, 2007b).

Além das condi¢Bes climaticas e do tipo de substrato favoravel, a permanéncia e
proliferacdo de uma determinada espécie fungica depende da sua taxa de germinacao, taxa
de crescimento, producéo enziméatica, capacidade de esporulacdo e competicdo com outros

microrganismos presentes (MAGAN et al., 2003).

3.4 Micotoxinas

As micotoxinas estdo presentes em 25% de todos os produtos agricolas
mundialmente produzidos (FREIRE et al., 2007). O termo micotoxina tem origem da junc&o
do termo grego mikes (fungos) com o termo latino toxicum (veneno), significando toxina
produzida por fungos (BURAGAS, 2005). Micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos
produzidos em cereais principalmente pelos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium
(HOELTZ et al., 2009). Aparentemente a producdo destes metabdlitos, ndo tem relacdo
direta com qualquer funcdo necessaria ao metabolismo destes fungos (VITORINO, 2011).
Os géneros Aspergillus e Penicillium sdo mais comumente encontrados em processos
pds-colheita, como secagem e armazenamento (DIAS, 2012), enquanto o género Fusarium
€ um patégeno da planta, que produz micotoxinas ainda na lavoura ou logo apos a colheita
(HERMANNS et al., 2006).

Embora se conheca ha séculos a capacidade de certos fungos produzirem
substancias toxicas, somente em 1850 descobriu-se que o ergotismo estava relacionado a
ingestdo de centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea e, com isso, percebeu-se que a
ingestdo de metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos pode causar
enfermidades, colocando a saude humana e animal em risco (SANTURIO, 2000). As
doencas causadas por micotoxinas a humanos e animais sdo denominadas micotoxicoses
(AMARAL et al., 2006).

Pimenta (2010) descreve que a producdo de metabdlitos secundéarios estd
relacionada a competicdo entre microrganismos, como mecanismo de defesa e adaptacéo
ao ambiente. Esse autor cita ainda que a mudanca de um meio de cultura a outro pode
ocasionar aumento ou inicio do processo de biossintese de metabdlitos secundarios, assim
como pequenas alteragbes do tempo de incubagéo, temperatura, pH, gases e minerais

disponiveis.
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Segundo Rupollo et al. (2004), diferentes fungos produtores de micotoxinas se
desenvolvem em todas as regibes do mundo, sob condi¢cdes variadas de temperatura,
umidade, pH e substratos. De maneira que ja foram identificadas mais de 300 formas de
micotoxinas (MINAMI et al., 2004), dentre estas, a legislacédo brasileira estabelece niveis de
tolerdncia em alimentos para aflatoxinas (B, B,, G; e G,), ocratoxina A, patulina, fumonisina
(B1, B,), desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ANVISA, 2011).

Fungos de diferentes espécies podem ser agentes produtores de um mesmo tipo de
micotoxina, assim como, uma unica espécie de fungo pode produzir mais de um tipo de
micotoxina (SCUSSEL, 2002). Segundo Minami et al. (2004), a produgé&o de toxina e o grau
de contaminacéo dos alimentos dependem do tipo de alimento, da composicéo e textura, de
fatores ambientais, da umidade e temperatura.

Bittencourt et al.(2005) colocam a temperatura e a umidade relativa do ar como os
principais fatores que contribuem na produgdo de micotoxinas. Moreno (2008) relata a
possibilidade da presenga de varios compostos toxicos em um mesmo alimento (substrato),
isto €, a co-ocorréncia de micotoxinas, cujas interacdes e seus efeitos sdo ainda
cientificamente desconhecidos.

A classificagdo das micotoxinas é realizada de acordo com a espécie fungica
produtora, estrutura quimica, toxidade e modo de acdo. S&o metabdlitos secundarios por
serem produzidos durante a fase final do crescimento exponencial dos fungos, ndo estando
ligadas aos mecanismos essenciais do seu desenvolvimento, os metabdlitos primarios
(POZzI, 2002).

De maneira geral, as micotoxinas apresentam grande estabilidade quimica, pois a
remocao dos fungos de um alimento, através dos processos de industrializacdo, ndo garante
que o alimento esteja isento da contaminag¢do por micotoxinas, isso porque elas sdo
termorresistentes e ndo se degradam facilmente (BURAGAS, 2005).

Por outro lado, a presenca do fungo toxigénico no alimento (grdo) ndo implica
necessariamente a presenca de micotoxinas, pois a producdo destas esta diretamente
relacionada a capacidade de biossintese do fungo em consonancia com determinadas
condigcbes de temperatura, umidade, pH e composicdo do substrato (SCUSSEL, 2002;
MAZIERO; BERSOT, 2010; STEFANELLO et al., 2012). Entretanto, para Bernd (2006), em
condi¢cdes favoraveis poucas horas sao suficientes para a producao de toxinas. VEIT (2013)
enfatiza que a presenca de fungos com potencial toxigénico nos alimentos indica potencial
risco de contaminacgéo.

A contaminagdo humana por micotoxinas pode ocorrer de forma direta ou indireta.
Direta pela ingestdo de alimentos vegetais contaminados e, em menor frequéncia, pela
inalacdo ou absorcdo pela pele (HAYASHI, 2007; VEIT, 2013). Indireta pela
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biotransformacao, isto €, pelo consumo de subprodutos de animais (leite, carne, ovos) que
ingeriram micotoxinas no consumo de racao, silagem entre outros alimentos contaminados.
O efeito na saude humana e/ou animal varia com o tipo e a toxicidade da micotoxina
ingerida, quantidade total, frequéncia de consumo, presenca de outros compostos toxicos
e/ou quimicos, estado nutricional do individuo, peso corporal, raca, sexo e idade (ZAIN,
2011).

Além do grande risco a saude humana as micotoxinas se tornaram um problema
mundial na producdo de grdos e alimentos (ZAIN, 2011), ndo somente para paises em
desenvolvimento como o Brasil, mas para toda cadeia do agronegdcio, causando
transtornos as exportacbes e, em alguns niveis de contaminacdo, até mesmo 0 seu
impedimento (LEUNG et al.,, 2006). Vitorino (2011) enfatiza que as micotoxinas s&o
frequentemente detectadas em ragbes para animais e ou em cereais, elementos
fundamentais na sua elaboracgéo, tornando-se um grave problema nas atividades pecuérias,
atingindo a qualidade sanitaria e propiciando perdas econémicas.

Segundo Freire et al. (2007), estudos realizados no Brasil encontraram niveis de
contaminagdo por micotoxinas em alimentos que sdo bases para ragbes animais, muito
superiores aos permitidos tanto pela legislacdo brasileira quanto internacional. Os autores
salientam que devido a grande extensao territorial do Brasil, existem dificuldades de
controlar e auditorar a qualidade dos produtos, segundo o que prevé a legislacao.
Assinalam, também, que existe uma escassez de informa¢des no meio produtivo, sendo
necessaria a realizacdo de um maior niumero de pesquisas e programas de difusdo de
informacBes sobre boas praticas nos processos, tanto o de producdo quanto os de
pés-colheita.

A Resolucdo n° 7 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 18 de
fevereiro de 2011, dispbde sobre os limites maximos a serem tolerados (LMT) para as
micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina, fumonisinas, zearalenona) no milho em gréo e em seus
subprodutos no Brasil. Sendo o maximo aceitavel 20 pg kg™* para a soma das aflatoxinas
B,+B,+G,+G,, 10 pg kg™ para a ocratoxina A, 2500 pg kg™ para a soma das fumonisinas
B,+B, e 300 pg kg™ para a zealarenona (ANVISA, 2011). Até 2011, a legislacéo brasileira s6
previa limites maximos de tolerancia para as aflatoxinas, a Resolu¢do que vigorava era de
2002.

Para Aratjo (2011), a ocorréncia de micotoxinas na cadeia de alimentos é inevitavel,
sendo influenciada por uma série de fatores, conforme retratado na Figura 2, sendo a
temperatura e a umidade destacadas por Paterson e Lima (2010) como cruciais no
desenvolvimento fangico e na produgdo de micotoxinas. Cabe salientar que a producéo

destes metabdlitos toxicos pode iniciar ainda na lavoura e, quando ndo detectadas e nédo
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controladas nas diversas etapas do ciclo, prosseguem na cadeia alimentar até serem
ingeridas pelos humanos, tanto em via direta como indireta.

Para Bernd (2006), a producdo de micotoxinas nos graos pode iniciar na lavoura,
estando relacionada as condicbes climaticas tanto por estresse hidrico provocado por
estiagem quanto por altos indices de pluviosidade, infestacdo por plantas invasoras,
densidade de plantio, rotacdo de cultura, caracteristicas de fertilidade do solo, microbiota
presente no solo e na vegetacdo de entorno, tempo entre a maturacao fisioldgica e a
colheita. Na armazenagem, esta relacionada a carga de esporos em meio a massa de graos
vindos da lavoura, a mistura de cargas e lotes, longas filas para a secagem, secagem
incompleta, mistura de restos de grdos contaminados em correias e moegas, presenca de
poeira e impurezas, gréos danificados, infiltracdo de agua nos silos e armazéns graneleiros,
condi¢des inadequadas de armazenagem, auséncia de controle do teor de agua dos gréos e

do desenvolvimento de insetos-praga.
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Figura2 Fatores que afetam a ocorréncia de micotoxinas na cadeia de alimentos.
Fonte: Paterson e Lima (2010).

Segundo Maziero e Bersot (2010), os produtos de origem animal como carne, 0vos,
leite e queijos compreendem uma fonte indireta de contaminagdo humana por micotoxinas.
As micotoxinas se tornaram um sério problema em termos de seguranca dos alimentos, pois
podem provocar danos seérios tanto a salde humana quanto animal, além de prejuizos

econdmicos na agropecuaria (AMARAL et al., 2006).
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Ferrari Filho (2011) avaliou a qualidade fisico-quimica, microbioloégica e a presenca
de micotoxinas em grdos de milho, desde o cultivo até nove meses de armazenamento,
considerando diferentes tratamentos de secagem. Concluiu que as maiores perdas
ocorreram a partir dos seis meses de armazenagem e o extrato etéreo foi o componente
fisico-quimico que mais degradou durante a armazenagem. Além disso, os fungos Fusarium
sp. e Penicillium sp. predominaram tanto na pré quanto no pos-colheita. Observou que a
contaminacdo dos grdos com fumonisinas e tricotecenos ocorreu ainda no campo e
prevaleceu durante todo o armazenamento, enquanto a producdo de aflatoxinas comecou
no armazenamento.

Para minimizar a contaminacdo da cultura do milho por Fusarium sp. Silva (2005)
recomenda reduzir o estresse da planta, através do cultivo de variedades recomendadas ao
tipo de solo e clima, baixa densidade de plantas, rotacdo de culturas, com manejo sob
recomendacdes técnicas e controle de pragas por meio de inseticidas e fungicidas.

Magan e Aldred (2007) enfatizam que a prevencdo da contaminagdo do milho por
micotoxinas durante o pos-colheita (secagem e armazenamento), estd relacionada a
execucdo de algumas estratégias ao longo do plantio e manejo da cultura, como a escolha
adequada dos hibridos a serem plantados, plantio em época recomendada, atendimento das
recomendacdes técnicas de espacamento entre as plantas, evitando grandes densidades,
fertilizacdo do solo balanceada, controle de insetos e pragas com destaque para as brocas
do milho, realizacdo da colheita, assim que as plantas atinjam a maturacao fisiolégica, nédo
permitindo que os graos secos fiqguem na lavoura por longo periodo, expostos a propagacao
de esporos e ao desenvolvimento fungico. Para a colheita, recomenda-se uma boa
regulagem da colheitadeira, possibilitando menor percentual de danos mecéanicos aos graos;
além da adoc¢do de medidas estratégicas no pds-colheita, dentre estas, a reducéo do tempo
entre colheita e a secagem dos graos, limpeza dos grdos prévia ao armazenamento,
secagem rapida e eficiente a niveis inferiores a 14% de umidade, rigido controle de pragas
no armazenamento, medidas sanitarias nos silos e no manejo da massa de gréos.

J4& vém sendo testadas varias substancias com propriedades que inibem o
desenvolvimento fangico, como o &cido propidnico, acético, sorbico, benzodico, sais de
célcio, sddio, potassio, além de métodos de detoxicagdo, para a remocao das toxinas, por
meio de solventes polares, substancias quimicas e microrganismos, e a remoc¢do de graos
danificados e ardidos. Como o custo de aplicagdo em tais procedimentos é muito alto,
muitas vezes, estes se tornam inviaveis. Nesse contexto, a melhor forma de reduzir a
contaminagdo por micotoxinas é prevenindo o crescimento fungico através do plantio de

variedades resistentes, com a minimizagdo do tempo entre a colheita e a secagem e o
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armazenamento, conforme recomendacdes técnicas, utilizando as boas praticas de
armazenagem (BURAGAS, 2005).

Para Queiroz et al. (2009), as boas praticas de armazenagem buscam assegurar a
gqualidade dos alimentos, agregando maior valor de mercado, através do manejo adequado
da massa de grdos armazenada, monitoramento e combate dos contaminantes de
armazenagem (roedores, insetos, fungos e micotoxinas), em todas as etapas do
pés-colheita. Sendo importante evitar a mistura de lotes de milho de diferentes periodos de
colheita, usar inseticidas como medida preventiva ao ataque de insetos e como medida
curativa os fumigantes, realizar o controle quimico e/ou por iscas para os roedores. Para
Lorini (2001), a principal medida preventiva é a higienizagdo do local de armazenagem,
através da retirada de p0, impurezas, matérias estranhas e outros contaminantes, tanto
previamente a estocagem quanto periodicamente durante a mesma.

Dentre as principais micotoxinas (aflatoxinas, fumonisinas e ocratoxina), produzidas
pelos géneros fangicos mais incidentes em grdos de milho: Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, tanto na pré como no pos-colheita, as aflatoxinas despertam grande interesse nas

pesquisas pela capacidade toxica e carcinogénica (ARAUJO, 2011).

3.5 Aflatoxinas

As aflatoxinas (By, B,, Gi, G, M; e M,) sdo toxinas produzidas por fungos do género
Aspergillus sp., principalmente pelas espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nomius
(ARAUJO, 2011). A. flavus produz apenas aflatoxinas do grupo B, enquanto A. parasiticus e
A. nomius produzem aflatoxinas dos grupos B e G (AMARAL et al.,, 2006). O nome
aflatoxina tem origem no principal fungo produtor A de Aspergillus, fla de flavus, seguido do
sufixo toxinas (BURAGAS, 2005).

As aflatoxinas (B;, B,, G; e G,) podem ser encontradas em uma diversidade de
alimentos, por serem contaminantes naturais de produtos agricolas, especialmente cereais
como: arroz, trigo, centeio, cevada, milho, soja, feijdo, amendoim, linhaca e subprodutos
destes e, ainda, em castanhas, nozes, pistache, avelas, frutas secas entre outros (CALDAS;
SILVA; OLIVEIRA, 2002; HOELTZ et al., 2009; STELATO et al., 2010). Sdo conhecidas
pelos efeitos hepatotoxicos, carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos,
imunossupressores e neoplasicos que causam a humanos e animais (SAKATA et al., 2011).

A denominacdo B; e B, vem da fluorescéncia azul (inglés blue) e G; e G, da

fluorescéncia verde (inglés green) em luz ultra violeta (SOUZA, 2007). As estruturas
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altamente conjugadas e rigidas das aflatoxinas ocasionam fluorescéncia natural, e as
poucas variacfes entre 0s compostos sdo responsaveis pelas diferencas na fluorescéncia,
sendo que os derivados B, e G, sdo mais fluorescentes que seus homologos insaturados B,
e G; (JAIMEZ et al., 2000 ).

Dentre as aflatoxinas (B;, By, G; e G,) a B; € a mais incidente do grupo nos
alimentos e possui maior toxicidade, seguida em ordem decrescente por B; > G; > B, > G,
com a proporcao de toxidade 50, 20 e 10% em relacdo a B; (DILKIN et al., 2000). As
aflatoxinas M; e M, sdo encontradas em leite (leite fluido, leite em pd, queijo e outros
derivados), carne e fezes de animais, que ingeriram ra¢des contaminadas por B; e B,, isto é,
s&o derivadas dessas toxinas e ndo contaminantes naturais (ARAUJO,2011).

Essas toxinas apresentam grande importancia devido a grande incidéncia em
alimentos e a sua severidade toxica (AMARAL et al., 2006), sendo a aflatoxina B,
classificada no grupo 1 dos carcindbgenos humanos pela International Agency for Research
on Cancer (IARC, 1993). Nas produgfes pecuérias, afetam o crescimento dos animais, 0
ganho de peso, a reproducéo, a capacidade produtiva, e ainda, podem ser letais causando a
perda de animais. Em perus, patos e frangos provocam danos no figado, na bile, no trato
intestinal, nos rins, hemorragias; em animais mamiferos causam tumor no figado (FREIRE
et al., 2007).

As aflatoxinas podem intoxicar gradualmente os humanos, apresentando efeitos no
decorrer de anos, entretanto, dependendo da concentracdo, frequéncia de ingestdo, estado
nutricional e idade do individuo podem levar a 6bito em 72 horas (ARAUJO, 2011). Os sinais
clinicos podem se relacionar a cirrose, necrose do figado, encefalopatia e aumento da
suscetibilidade a hepatite B (SAKATA et al., 2011). As aflatoxinas afetam ainda a sintese
proteica, dada a sua aptiddo de ligacdo ao DNA das células, além de colaborarem para o
desenvolvimento da aplasia timica, também denominada Sindrome de Di George, que
provoca auséncia congénita do timo e das paratiredides, afetando a imunidade celular
(CRUZ, 2010).

A doenca provocada pela ingestdo de aflatoxinas é denominada aflatoxicose e
dependendo dos sinais clinicos é classificada como aguda, subaguda ou crénica em
humanos e animais (ROCHA, 2010). Quando aguda, os sinais clinicos podem iniciar
6 meses apoOs a ingestdo, abrangendo severa depressdo, anorexia, ictericia, sangue em
meio as fezes, tremores musculares, descoordenagdo motora, convulsdes e hipertemia. Nas
intoxica¢des subagudas, a degradacao do quadro clinico é mais lenta com falta de apetite,
desanimo e depressao, 0s animais apresentam aspectos ictéricos com progressiva perda de
peso. Na intoxicagdo crbnica ocorre perda de apetite, diarreias, ma aparéncia, reducdo na

producéo de ovos, de leite, no ganho de peso e na converséo alimentar (ARAUJO, 2011).
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Embora ja tenham sido isolados mais de 20 tipos de aflatoxinas, em contaminacao
natural as toxinas B, B, G; € G, sd0 as mais incidentes. A estrutura quimica destas € muito
similar, por serem compostos quimicos simples e de baixo peso molecular, todas
apresentam um nucleo central cumarina ligado a uma estrutura bi-furandide, conforme
Figura 3. As aflatoxinas B possuem anel ciclopentona na molécula, enquanto as da série G
possuem anel lactona (SOUZA, 2007), ja as do grupo M sao derivados hidroxilados de B; e
B, (ARAUJO, 2011).

O fungo Aspergillus sp. tem como inéculo primério o solo e, embora se desenvolva
ao longo de todo ano, sua incidéncia € maior nos meses em que a temperatura e a umidade
do ar sdo mais elevadas, com UR em torno de 80% e temperatura de 27 °C, sendo capaz de
sobreviver na forma de esclerécio, estrutura compacta de micélio associada a resisténcia do
fungo, por varios anos. Além disso, € produtor de aflatoxinas durante sua fase de
esporulacdo (BURAGAS, 2005).

Para Dilkin et al. (2000), o desenvolvimento do género Aspergillus com producgéo de
aflatoxinas em gréos armazenados tem como condi¢des 6timas a umidade relativa do ar de
80-85%, a temperatura ambiente entre 24-35 °C e a umidade dos graos em torno de 17%.
Hayashi (2007) corrobora essas informacdes, indicando que as aflatoxinas séo produzidas
gquando os agentes produtores estdo sob condi¢cdes de estresse, com temperatura diaria de
25 a 30 °C, a noite 10 °C e alta UR de armazenagem 70-90%.

o o OCH;

Figura 3  Estrutura quimica das Aflatoxinas (A) By, (B) B, (C) G; e (D) G..
Fonte: Hussein e Brasel (2001).

As aflatoxinas sdo compostos de natureza cristalina, soliveis em solventes polares
(acetonitrila, cloroférmio, metanol, dimetilsulféxido e 4gua) e completamente insolGveis em

solventes apolares, termorresistentes, cuja inativagdo s6 pode ser atingida em temperaturas
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entre 237 °C e 306 °C, dependendo do tempo de exposi¢cao ao calor. Podendo ser mutaveis
na presenca de agentes oxidantes e em condicdes extremas de pH (HAYASHI, 2007).

As aflatoxinas sé@o altamente estaveis em diferentes meios bidticos e abioticos
(ARAUJO, 2011). Podem ser destruidas em solugdes alcalinas fortes como aménia e
hipoclorito, porém néo existe um método totalmente eficaz que possa ser utilizado em todos
0s produtos, a aplicabilidade depende do tipo de alimento a ser descontaminado, grau de
contaminacao e tipo de aflatoxina presente (SOUZA, 2007).

Travaglia (2011), em sua pesquisa sobre o crescimento do fungo Aspergillus flavus e
producdo de aflatoxinas em meio de cultura Yeast Extract Sucrose (YES) e em graos de
milho armazenados durante 14 dias, em ambiente com UR de 90%, nas temperaturas 3, 10,
15, 20, 25, 30 e 42 °C, concluiu que tanto no meio YES quanto nos gréos o fungo é capaz
de se desenvolver em diferentes temperaturas: 15 a 42 °C no meio YES e 20 a 30 °C nos
grédos, com produc¢do maxima em 30 °C.

Segundo Oliveira et al. (2010), a continua ingestéo de aflatoxinas (AFB;) por animais
em lactacdo deixa residuos no leite, com uma taxa de transferéncia média da rag&o para o
leite de 1,7%. Deste modo, as aflatoxinas afetam toda cadeia, pois o leite sera ingerido pelo
homem, o que além de ser um problema econdmico para as propriedades rurais, devido as
perdas em termos de animais e producdo, € um problema de saude publica, pois a ingestao

humana de micotoxinas pode gerar uma série de danos a saude.

3.6 Ocorréncia de aflatoxinas em milho e derivados

A qualidade dos produtos e a inocuidade dos alimentos, inclusive dos grdos vem-se
tornando uma grande exigéncia do mercado consumidor, desse modo, a problemética
suscitada pelas aflatoxinas tende a instigar preocupacédo do sistema produtivo, das praticas
de pos-colheita, dos pecuaristas e comercializadores de gréos, pois embora as
contaminages fangicas e a ocorréncia de micotoxinas sejam inevitaveis (HAYASHI, 2007)
estas precisam ser reduzidas. Neste cenario surgem inimeras pesquisas detectando a
ocorréncia de aflatoxinas em milho e seus derivados.

Santurio (2000) relata contaminag&o por aflatoxinas em 41,9% das 15600 amostras
de milho analisadas pelo LAMIC (Laboratério de Analises Micotoxicolégicas) da
Universidade Federal de Santa Maria entre os anos 1986 e 2000, com contaminacao média
de 22 ug kg™.
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Caldas, Silva e Oliveira (2002) analisaram a contaminacdo por aflatoxinas em 366
amostras de alimentos consumidos no Distrito Federal, no periodo de julho de 1998 a
dezembro de 2001. Dentre os alimentos avaliados, predominaram amendoim (cru, torrado,
creme, confeitado e doce), castanhas (de caju, do Para, nozes, aveld, nozes e pistache),
milho (gréo, pipoca e canjica) e farinhas (trigo e aveia). As analises foram realizadas por
CCD (cromatografia em camada delgada) e constataram que o milho em grao foi o produto
com maior incidéncia de contaminacdo, cerca de 60% das amostras analisadas, seguido
pelos doces de amendoim cerca de 50%, castanhas do Para 33,3% e milho pipoca 13,6%.

Kawashima e Valente Soares (2006) pesquisaram a presenca de fumonisinas By,
aflatoxinas (B;, B,, G; e G;), ocratoxina A e zearalenona em 74 amostras de produtos
derivados de milho do comércio de Recife entre 1999 e 2001. Detectaram a fumonisina B;
em 71 amostras (20 a 8600 pg kg?), a aflatoxina B, em 5 amostras (maximo 20 pg kg™) e a
aflatoxina B, em 3 amostras (maximo 3 pg kg™). Enquanto as aflatoxinas G, e G,, ocratoxina
A e zearalenona néo foram detectadas.

Amaral et al. (2006), com o objetivo de comparar dois métodos analiticos na
deteccédo de aflatoxinas, analisaram 123 amostras de produtos alimenticios a base de milho:
fuba, canjica, flocos, polenta pré-cozida, quirera, pipoca, sucrilhos, corn flakes, pipoca
acucarada e salgadinho de milho, comercializados na regido de Maringa e Marialva, Estado
do Parana, entre abril de 2003 e marco de 2004. Encontrando 16 amostras contaminadas
por aflatoxinas, segundo o método imunoenzimético (ELISA) e 7 segundo o método CCD
(cromatografia em camada delgada) com respectivas médias de contaminacdo 0,78 e
0,62 pg kg™

Saleemullah et al. (2006) determinaram o contetdo de aflatoxinas em amostras de
cereais (trigo, arroz e milho) e améndoas (amendoim, castanhas, nozes) coletadas na
Fronteira Noroeste do Paquistdo entre 2000-2002. Posteriormente, inocularam amostras
com Aspergillus flavus e armazenaram por 18 meses, visando comparar a composicao
guimica das amostras controle com as inoculadas. Realizaram duas avaliagBes durante o
periodo de armazenagem uma entre 2-3 meses e outra 12-18 meses. Constataram aumento
da toxina com o tempo de armazenagem em todas as amostras (inoculadas ou nédo). No
milho, a variagéo média de aflatoxinas nos periodos em anélise foi de 45,7 a 50,2 pg kg™.

Oliveira et al. (2006) avaliaram a ocorréncia de aflatoxinas em 25 amostras de ra¢des
coletadas em propriedades leiteiras da Regido de S&o Carlos-SP, encontrando
contaminagdo em 76% das amostras, em niveis de 0,05 a 24,12 ug kg™. A toxina mais
incidente foi a B; seguida da G;, G, e B, encontradas respectivamente em 16, 15, 8 e 6

amostras.
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Moreno (2008), avaliando a microbiota fangica e a co-ocorréncia de aflatoxinas e
fumonisinas em 300 amostras de milho recém-colhido (safras 2003 e 2004), coletadas em
trés pontos da cadeia (campo, recep¢do e pré-secagem) na regido norte do Parana,
detectou aflatoxinas em 12% das amostras da safra 2003, em niveis de 5 & 56 pg kg™, e
fumonisinas em 100% das amostras. Ja na safra 2004, aflatoxinas foram detectadas em
apenas 4% das amostras, com niveis de 12 a 52 pg kg™®, e fumonisinas em 97%. De modo
que, apenas 8% das amostras entre ambas as safras estavam simultaneamente
contaminadas com as duas toxinas.

Ramos et al. (2008) avaliaram a ocorréncia natural de aflatoxinas em gréos de milho
de 12 hibridos, cultivados em trés regides de Goias. Os resultados de contaminag¢éo foram
correlacionados com os dados de temperatura e precipitagdo nas regides, presenca de
fungos e graos ardidos nas amostras. Foi constatada a elevada incidéncia de Aspergillus sp.
e a ocorréncia de aflatoxinas na regido com maior indice pluviométrico durante a colheita,
embora nao tenha sido encontrada correlacao significativa entre a incidéncia deste fungo e a
producéo da toxina.

Santos (2008) avaliou a incidéncia fangica e a ocorréncia de aflatoxinas em
112 amostras de farinha de milho flocada e pré-cozida, comercializada em diferentes
localidades do Estado da Bahia entre junho de 2007 e junho de 2008, encontrando fungos
toxigenos em 32% das amostras, destes 50% eram fungos de armazenamento, 31% de
campo e 17% ambos. No total, 16 amostras (14%) estavam contaminadas por aflatoxinas e
destas, 6 (5% do total) estavam com concentracao acima do limite permitido pela legislacdo
(20 pg kg™).

Marqgues et al. (2009) avaliaram a incidéncia dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium e a ocorréncia de aflatoxinas e zearalenona em cinco hibridos comerciais de
milho cultivados em Astorga — PR em funcdo da umidade de colheita. Constataram que
quanto maior a umidade dos grdos durante a colheita maior a incidéncia de Fusarium e
menores as incidéncias de Aspergillus e Penicillium. N&o encontraram tracos de
contaminagdo por zearalenona, mas observaram que a producdo de aflatoxinas pode
ocorrer ainda na lavoura e concluiram que a antecipacdo da colheita, com imediata
secagem melhora a qualidade sanitaria dos gréos.

Cruz (2010), ao analisar 72 amostras compostas por: fuba, farinha de milho e milho
em gréo a ser utilizado na fabricacdo de ra¢gGes para animais de companhia, coletadas nos
municipios de Pirassununga, Porto Ferreira, Leme e Araras, Estado de S&o Paulo,
constatou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que apenas 4,2% (uma
amostra de milho em gréo) apresentaram niveis de contaminacdo por aflatoxinas acima do

preconizado pela legislacdo brasileira (20 pg kg™') e 65,3% (47 amostras) apresentaram
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niveis de contaminac&do por fumonisinas acima de 30 ug kg™, sendo que 100% das amostras
de milho em gréo apresentaram-se contaminadas pela FB1.

Rocha (2010), analisando a ocorréncia natural de aflatoxinas e fumonisinas em 200
amostras de milho recém-colhido de quatro regibes do Brasil (Sdo Paulo, Mato Grosso, Rio
Grande do Sul e Bahia), encontrou contaminacéo por aflatoxinas em 21 amostras, sendo
que 10,5% estavam contaminadas por B1, 3,5% por B2, 0,5% por G1 e 0,5% por G2.

A incidéncia de fungos e a contaminacéo por aflatoxina B, e ocratoxina A foi avaliada
por Shah et al. (2010) em 36 amostras de grdos de milho de 6 locais do Vale Swat e da
Fronteira Noroeste da Provincia do Pakistdo. Embora os gréos estivessem armazenados
com teor de agua < 15%, foi verificada a incidéncia dos géneros fangicos Aspergillus,
Fusarium, Penicillium e Rizophus, com a predominancia da espécie A. flavus. Os niveis de
aflatoxina B, foram de n&o detectavel a 30,92 ug kg™.

Eckert (2011), em seu estudo dos derivados de milho mais consumidos no municipio
de Cascavel — PR, analisou 12 amostras dos trés derivados mais consumidos no municipio
(fuba, pipoca e amido de milho). Apds as andlises por CLAE, verificou a presenca da
aflatoxinas (B;) em apenas uma das amostras (amido), com concentra¢do de 1 pg kg™,
embora a concentracdo encontrada tenha ficado abaixo do LMT pela legislacdo vigente, a
autora considera pelo indice de ingestdo diaria provavel média (IDPM) que essa
contaminacao representa um risco para criancas com baixo peso corporal.

Bento et al. (2012) verificaram a ocorréncia de fungos e aflatoxinas em 84 amostras
de grdos milho, procedentes das safras 2009 e 2010, armazenadas por até 30 dias em
diferentes municipios do Estado do Mato Grosso. Estes identificaram a presenca dos
géneros Fusarium, Aspergillus, Peniciilium, Cladosporium, Nigrospora, Epicocum, Rhizopus,
Cercospora e Curvularia nas amostras, constatando a ocorréncia de aflatoxinas em 19,04%
das amostras da safra 2009 e 23,80% da safra 2010, com niveis de 1-108,7 pg kg™.

Leal (2012) relacionou a contaminacdo por aflatoxinas com o peso volumétrico
(densidade) dos gréos, verificando que quanto menor a densidade dos grdos de milho maior
a contaminacgdo por aflatoxinas, ou seja, quanto maior a densidade maior a qualidade dos
grdos. Encontrando 41,1 pg kg* de aflatoxinas em grdos de milho com densidade
< 650 (kg m™®) e, em contra partida, 5,5 ug kg™ para densidade > 650 (kg m™) .

Soleimany, Jinap e Abas (2012) avaliaram a contaminagdo por micotoxinas em 100
amostras de cereais, 50 de arroz, 20 de trigo, 10 cevada, 10 aveia e 10 de farinha de milho
comercializados na Mal4sia encontrando aflatoxinas em 70% das amostras, especificamente
em 80% das amostras de farinha de milho com niveis de 0,15-1,8 pg kg™.

Motta (2012), avaliando o perfil da microbiota fingica e a ocorréncia de aflatoxinas B;

em racBes de bovinos leiteiros de nove fazendas do Estado de S&o Paulo, obteve leveduras
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em todas as amostras e, respectivamente, Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. em
20,09, 14,16 e 11,42% das amostras. A presenca de aflatoxina B; foi constatada em 31,44%
das amostras em niveis de 1,68 a 194,51 pg kg™. Dentre as nove fazendas avaliadas em
apenas uma nao foi detectada a presenca de aflatoxina B;, enquanto, em outra, detectou-se
contaminacéao por aflatoxina B; em 80% das amostras.

Mohale et al. (2013) avaliaram a presenca de fungos com potencial toxigénico e a
contaminacdo por micotoxinas em amostras de milho armazenado, de cinco regibes do
Lesotho, durante as safras 2009/2010 e 2010/2011, diagnhosticando a presenca de A. flavus,
A. Parasiticus e niveis de contaminac&o por aflatoxina de até 20 mg kg™, sendo que todas
as amostras analisadas apresentavam aw < 0,70.

Mulunda et al. (2013), avaliando a ocorréncia de micotoxinas em 40 amostras de
grdos de milho de mercados de Lubumbashi, Republica Democratica do Congo, encontrou
contaminagéo por aflatoxinas em 38 (95%) amostras cujos niveis de ocorréncia variaram de
3,1a439,2 ug kg™

3.7 Relatos de aflatoxicoses e implicagfes na produ  ¢ao pecuaria

z

As doencas provocada no homem ou em animais por micotoxinas é chamada
micotoxicose (SANTOS, 2008), cuja severidade varia com a toxidade da micotoxina, grau de
exposicao, dose ingerida, frequéncia de ingestdo, espécie animal, estado nutricional, sexo,
idade, entre outros. Apesar das micotoxicoses nao serem contagiosas, por ndo haver
transmissdo de um individuo a outro, um mesmo individuo pode contrair em seu
metabolismo simultaneamente duas ou mais micotoxicoses, fato que aumenta
significativamente os maleficios a sua saude (SOUZA, 2007).

As micotoxicoses se destacaram mundialmente em 1960 com a doenca “X” dos
perus (AMARAL et al., 2006). Essa doenga se difundiu como um dos maiores desastres
econdmicos ocorridos na Inglaterra, quando cerca de 100.000 perus morreram por causa
desconhecida. As aves adoeciam, tornavam-se apaticas, perdiam as forcas e morriam em
aproximadamente uma semana. Apds muitos estudos, verificou-se que as aves morriam por
necrose hepatica, ocasionada pela ingestdo de quantidades significativas de aflatoxina By,
presente na ragdo fornecida aos animais, cujo ingrediente contaminante era a torta de
amendoim importada do Brasil (CALDAS et al., 2008).

As aflatoxicoses estdo relacionadas a ingestdo de alimentos contaminados por

aflatoxinas, inalacdo ou contato com a toxina, pelo manuseio periddico de produtos
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contaminados (SOUZA, 2007). Dentre as micotoxinas ja estudadas, as aflatoxinas
ocasionam 0s maiores impactos no desempenho produtivo e reprodutivo de aves, pois o0 seu
trato gastrointestinal absorve rapidamente as aflatoxinas contidas nas racdes e as primeiras
alteracBes sdo: aumento do figado, baco e rins e a reducdo da bursa e do timo, além de
mudancas na coloracdo dos 6rgaos. Em surtos, € possivel visualizar palidez das mucosas e
pernas, além de particulas de racdo mal digerida na excreta das aves com aumento na
secrecdo de lipidios, devido a baixa absorcdo provocada pelo mau funcionamento do
pancreas. Estes sintomas implicam prejuizos na conversao alimentar. Nos frangos de corte
causam reducgdo no ganho de peso, principalmente nos primeiros 21 dias de vida. Enquanto
nas aves de postura, causam reducdo na producdo de ovos e respectiva diminuicdo no seu
tamanho fisico e condig&o nutricional (SANTURIO, 2000).

Como os efeitos causados pelas aflatoxinas nas aves podem variar com a
concentracao ingerida e com o nivel de stress em que estas se encontram, Pereira (2009)
analisou o desempenho de 1080 frangos de corte submetidos a quatro tipos de dietas: milho
de alta densidade, milho de alta densidade contaminado com 2,8 ppm de aflatoxinas, milho
de baixa densidade e milho de baixa densidade contaminado com 2,8 ppm de aflatoxinas. O
pesquisador constatou que os frangos que ingeriram aflatoxinas e milho de baixa densidade
tiveram menor desempenho em termos de ganho de peso e conversao alimentar.

Um surto de aflatoxicose ocorrido em uma granja de suinos em Sentinela do Sul -
RS, em outubro de 2004, causou 2 abortos e levou a ébito 7 porcas e 8 leitbes. Foi
diagnosticado que o milho utilizado para o arragcoamento dos animais foi o causador do
surto, pois estava amplamente contaminado com aflatoxinas, 3140 ug kg™ de By, 195 pg kg™
de B,, 585 pg kg™ de G; e 50 ug kg™ de G,. O milho havia sido produzido e armazenado na
propriedade (ZLOTOWSKI et al., 2004).

Na meta-analise realizada por Andreatta (2011), sobre as interacdes das micotoxinas
na alimentacdo de suinos e frangos de corte, a pesquisadora concluiu que, quando
submetidos a alimentagcdo com ragfes contaminadas, 0s suinos apresentaram redu¢do no
consumo e no ganho de peso de 18 e 21%, respectivamente, do mesmo modo os frangos
de corte de 12 e 14%; que as micotoxinas de maior impacto no desempenho, indice
produtivo e crescimento de 6rgdos dos suinos sdo a desoxinivalenol e as aflatoxinas; das
aves as ocratoxinas e aflatoxinas, tendo estas micotoxinas maior efeito sobre animais jovens
e, sobretudo, machos.

Pierezan et al. (2010) relatam um surto de aflatoxicose em bezerros de raca leiteira
no Rio Grande do Sul, onde vieram a 6bito 6 bezerros com cerca de 4 meses de idade e
100 kg, alimentados por feno de alfafa, milho quebrado e um substituto de leite. Pelos sinais

clinicos e necropsia, constataram que a causa das mortes era aflatoxicose. Apds avaliar os
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alimentos ingeridos, através de cromatografia em camada delgada foi detectada a
contaminacgdo do milho consumido por aflatoxina B1, na concentracdo de 5136 pg kg™.
Embora a toxicidade das aflatoxinas seja varidvel entre as espécies animais e 0s ruminantes
sejam mais resistentes que 0s monogastricos, o alto nivel de contaminacao por aflatoxina B;
ocasionou o surto.

Diagnosticou-se que a morte e a perda de apetite em patos na University Poultry and
Duck Farm de Kerala na india em 2011, foi provocada por aflatoxicose, embora sejam raros
0s casos reportados em patos, 0s sinais clinicos revelaram figado péalido e aumentado, com
sintomas de cirrose e hepatite, mudangas na composi¢cdo e postura dos ovos, além da
reducdo no consumo de racéo (BIBU, 2011).

Nos cavalos, os sinais clinicos provocados pelas aflatoxicoses ndo séo especificos,
podendo consistir na reducdo do apetite, depresséo, febre, tremores, ataxia e tosse,
observam-se nas necropsias figado marrom-amarelado, necrose centrolobular, ictericia,
hemorragia, inflamagé&o na traqueia e urina marrom (CALONI; CORTINOVIS; 2011).

Em animais de companhia, cdes e gatos, as aflatoxicoses provocam grave
depressdo, perda de apetite, vomitos, fraqgueza e podem levar a morte. J& animais
ruminantes, como bovinos, ovinos, cabras e veados possuem menor sensibilidade aos
efeitos das aflatoxinas, embora possam ter reduzido o crescimento e o desempenho
produtivo e reprodutivo, contaminando subprodutos como leite e carne (ZAIN, 2011).

A ingestdo de aflatoxina B; por bovinos em lactacdo, através do consumo de racdes
contaminadas, transfere em algumas horas 1 a 3% da toxina ao leite, através de seu
derivado hidroxilado denominado aflatoxina M;. Logo, derivados como queijo, ricota, iogurte,
nata, manteiga, entre outros, podem estar contaminados (ARAUJO, 2011). Navarro (2011)
observou a presenca de aflatoxina M; em 93,5% das 62 amostras de leite coletadas em
propriedades leiteiras da regido dos Campos Gerais, entre 2009/2010, em niveis de 0,045 a
0,442 pg L*. As quantidades detectadas se encontram abaixo do LMT pela legislacéo
brasileira para o leite fluido (0,5 ug L"), mas acima do LMT pela Unido Europeia como
alimento seguro (0,05 pg L™).

Segundo Scussel (2002), desconhecem-se espécies que ndo sofram com os efeitos
das aflatoxinas, entretanto, dependendo da espécie e do estado imunoldgico algumas séo
mais suscetiveis. Animais jovens e fémeas prenhes sdo mais vulneraveis as implicacdes
das aflatoxicoses e, ainda, as fémeas prenhes podem transferir os efeitos ao feto. Os
machos sd0 mais sensiveis que fémeas. Para aves e peixes, doses de 10 a 30 ug kg™ de
aflatoxina B; podem causar carcinoma hepatico e, para roedores, os efeitos podem ser
causados por doses entre 15 e 1000 ug kg™ (BURAGAS, 2005)
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3.8 Metodologias para detecgao de aflatoxinas

Assim como a presenca ou auséncia de fungos filamentosos, com potencial
toxigénico em meio aos gréos, nao determina a contaminacdo por micotoxinas, a presenca
de aflatoxinas ndo pode ser diagnosticada visualmente. Isto ocorre porque estas toxinas sao
incolores, inodoras e ndo modificam o sabor dos alimentos, sendo comumente encontradas
em graos de milho assintométicos aparentemente de boa qualidade, por isso sdo
necessarias analises para deteccéo e quantificacao.

Tais analises requerem o uso de metodologias sensiveis, exatas e reprodutiveis.
Desde a descoberta e caracterizagdo das principais micotoxinas: aflatoxinas, fumonisinas,
ocratoxina, zearalenona, desoxinivalenol e patulina tem havido um progresso significativo no
desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos de deteccdo (LINO; SILVA; PENA,
2006). A escolha do método a ser empregado deve considerar propriedades quimicas e
fisicas da toxina, matriz alimentar, aplicabilidade, custo e eficiéncia. O grau de confiabilidade
€ caracterizado pela precisdo, exatiddo, sensibilidade, estabilidade e especificidade do
método utilizado (SOARES, 2006; ONO et al., 2007).

As aflatoxinas podem ser detectadas por métodos fisico-quimicos e biologicos. Os
fisico-quimicos incluem cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa-espectrometria
de massa (GC-MS) e cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS). As técnicas
biolégicas incluem o0s imunoensaios, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e colunas de
imunoafinidade (CIA) para a limpeza e concentracdo de extratos alimentares (AMARAL;
MACHINSKI JUNIOR, 2006; HAYASHI, 2007).

A metodologia analitica € composta por algumas etapas: amostragem, preparo das
amostras (homogeneizacdo, moagem, extracdo e limpeza), deteccdo e quantificacdo. Para
Ono et al. (2007), a amostragem € a etapa mais importante do processo, pois se a amostra
ndo representar o total dos gréos, o resultado obtido ndo podera ser assumido como valido.
Cruz (2010) descreve que na contaminacdo de produtos agricolas por aflatoxinas nem
sempre a ocorréncia da toxina € uniforme em todo lote de gréos.

Em teoria, o preparo ideal da amostra elimina todos os interferentes, deixando
somente 0os componentes de interesse para serem analisados, porém, na pratica sempre
ocorre uma perda de analito, a grande questdo é tornar essa perda minima. Quando a
amostra é seca, como € o caso do milho a primeira coisa a ser realizada é a moagem, cujo
tamanho final das particulas deve estar entre 0,5-1,0mm. Em seguida, para extracdo do
componente de interesse da amostra, sdo utilizadas solugbes-aquosas derivadas da mistura

de solventes polares. As mais utilizadas sao: metanol:agua (70:30), metanol:agua (6,5:3,5),
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metanol:agua (80:20), acetonitrila:dgua (9:1); celite:dgua:cloroférmio (25:10:250), metanol:
cloreto de potéassio (9:1) e cloroférmio:agua (30:1).

Como a granulometria das particulas da amostra tem influéncia na eficiéncia da
extracdo, ao término do processo deve-se filtrar o extrato bruto, contudo, permanecem ainda
muitas impurezas, por isso é realizado um processo de purificacdo. Para isso, existem
varios mecanismos: colunas de extracdo em fase solida (SPE), colunas de fase reversa,
cartuchos de troca ibnica forte (SAX), colunas de imunoafinidade (CIA) ou o uso de
clarificantes (sulfato de cobre ou sulfato de aménio) (AMARAL; MACHINSKI JUNIOR, 2006).

Muitas pesquisas que avaliam a contaminacdo por aflatoxinas em matrizes milho,
racdes e outros subprodutos do milho vem utilizando as CIA na etapa de purificagcdo dos
extratos (HAYASHI, 2007; CRUZ, 2010; ROSSI, 2011; FERREIRA et al., 2013; MULUNDA
et al., 2013). As CIA possuem anticorpos especificos a micotoxina a ser analisada e que se
ligam ao analito, fazendo a retengéo seletiva da micotoxina na coluna. A posteriori faz-se a
lavagem com agua ultra-purificada e a eluicdo com solvente para o rompimento da ligacédo
antigeno-anticorpo. Os solventes mais recomendados para a etapa de eluicdo das
aflatoxinas da CIA sdo metanol ou acetonitrila. A desvantagem destas colunas € o alto custo
comercial.

Em geral, os métodos cromatograficos e de espectrometria de massa sao mais
sensiveis e especificos, apesar de onerosos, complexos, demorados e exigirem qualificacdo
técnica na realizacdo das andlises. Os métodos imunoldgicos como os kits ELISA sdo mais
simples, rapidos, especificos e portateis, entretanto, sdo mais utilizados em analises de
triagem e tém como inconveniente o custo elevado (ROSSI, 2011). Além dos resultados
falso-positivos e falso-negativos, baixa reprodutividade e grande variabilidade dos resultados
nao possibilitam diferenciar residuos maltiplos (LINO; SILVA; PENA, 2006).

Dentre os métodos ja utilizados, a CLAE com detector de fluorescéncia vem
ocupando lugar de destaque nas Ultimas pesquisas (HAYASHI, 2007; ECKERT, 2011,
CRUZ, 2010; ROSSI, 2011; BENTO et al., 2012; VEIT, 2013; FERREIRA et al., 2013). A
cromatografia, seja ela CCD, CG ou CLAE, compreende um método fisico-quimico de
separacdo de compostos de uma mistura por migracdo diferencial. Os componentes da
mistura sdo distribuidos entre duas fases imisciveis, a fase moével e a fase estacionaria,
alternada e rapidamente um numero incontavel de vezes, de modo que a velocidade de
migracdo dos compostos da mistura se torna diferente entre estes, conforme a afinidade
com cada fase, ocorrendo uma separagao ao fim do processo (SOARES, 2006).

Na CLAE, a fase mdvel € um liquido e as fases estacionérias podem ser liquidas ou
sélidas. Para Cechi (2003), a CLAE possui vantagens e desvantagens em relagdo as

demais técnicas, dentre as quais se destacam maior resolucdo, reprodutibilidade,



32

sensibilidade, automacdo e rapidez por empregar pressdo na realizacdo das andlises,
permite a analise de amostras com grande variabilidade de massa molecular, volateis e
termicamente instaveis. Entretanto, a técnica requer extensivo processo de limpeza e
derivatizacéo, além de o equipamento ser carissimo, 0s custos de manuten¢cdo e operacao
S&80 onerosos.

Contudo, a cromatografia faz a separacdo dos compostos da amostra, mas nao os
identifica, para isso sdo utilizados: padrdes analiticos conhecidos, rea¢des quimicas,
espectro de massas, testes de imunoafinidade, caracteristicas do espectro ultravioleta,
infravermelho ou fluorescente (SOARES, 2006). Na deteccdo de aflatoxinas, o mais usual
para identificagdo sdo os padrdes analiticos, com 0s quais sdo obtidas as curvas de

calibracéo e, por meio de regresséo linear, séo feitas as quantificacoes.

3.9  Analise dos componentes principais (ACP)

A técnica de andlise dos componentes principais (ACP), apesar de antiga, tem
poucas aplicagdes encontradas na literatura, principalmente em relacdo a contaminacdo de
graos por micotoxinas. Udoh, Cardwell e lkotun (2000), avaliando a contaminacdo de milho
por aflatoxinas, em diferentes sistemas de armazenagem utilizados em cinco regides da
Nigéria, aplicaram a ACP para identificar varidveis significativas dentro de cada sistema
linear. Jin et al. (2009) utilizaram ACP para reduzir a dimensionalidade dos atributos de
deteccdo de cepas toxigénicas de A. flavus. Também Souza (2011) aplicou a ACP na
avaliacdo do efeito da adubacéo organica e/ou mineral ha contaminacdo de diferentes
cultivares de milho por fungos e fumonisinas.

ACP é uma analise multivariada cuja principal finalidade € transformar um conjunto
de varidveis em um novo conjunto menor, com variaveis ndo correlacionadas que mantém
ao maximo a variabilidade do conjunto original com a menor perda possivel de informacao.
As novas variaveis, denominadas componentes principais (CPs), sdo independentes e
ortogonais entre si, geradas por combinacao linear das originais e sdo descritas em ordem
decrescente de variancia (KHATTREE; NAIK, 2000).

Quando as variaveis a serem analisadas estdo em diferentes escalas, primeiramente
calcula-se a matriz de correlagéo para padronizagdo dos dados X;, X;,...,.X, em Z;, Z5,...,Z,
e, a partir desta matriz, procede-se a ACP, transformando o conjunto destas variaveis (Z,,
Z5,...,Z;) em um novo conjunto CP,, CP, ...., CP,, em que o primeiro componente principal

(CP,) é a combinacao das variaveis que explica a maior propor¢do da variacdo total dos
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dados. O segundo CP define a maior proporcdo seguinte e, assim, sucessivamente
(JOLLIFFE, 1986).

A variancia contida em cada CP é expressa pelos autovalores da matriz padrozinada,
de tal forma que o maior autovalor esta associado ao primeiro componente principal (CP,), o
segundo maior autovalor ao CP, e, assim, consecutivamente (CRUZ; REGAZZI,
CARNEIRO, 2012). A definicdo do numero de componentes utilizados é realizada com base
em Vvarios critérios, dentre eles o critério de Kaiser (1960) que é bastante conhecido, no qual
se utilizam apenas 0s componentes que possuem autovalor (A) maior ou igual a 1.

A interpretacdo de cada componente principal é realizada mediante a influéncia que
cada variavel apresenta sobre esse componente, ou seja, pela correlagéo entre a variavel X;
e 0 componente CP;. As interpretacdes devem ser realizadas separadamente por CP, pois
nao se correlacionam entre si (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).

Para Barbosa et al. (2005), em certas situagbes os pesquisadores tendem a avaliar
um grande numero de caracteristicas, gerando aumento de trabalho e de gastos na
pesquisa, sendo possivel que algumas destas caracteristicas contribuam pouco com a
proposicdo avaliada, podendo ser eliminadas. Nesse sentido, a ACP pode auxiliar na
escolha de quais variaveis ndo apresentam informacgéo adicional e podem ser descartadas,
de forma a resumir a informacdo contida no complexo de variaveis originais, através da
correlacéo entre as variaveis e as escores das CPs.

Objetiva-se, com a andlise dos componentes principais, determinar dentre as catorze
caracteristicas aferidas nesta pesquisa (teor de agua, cinzas, proteinas, lipidios, graos sem
defeito, peso de mil gréos, peso volumétrico, contagem de Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp., total de bolores e leveduras e contaminacgéo por aflatoxinas), quais sdo mais
influentes na qualidade do milho armazenado sob o ponto de vista estatistico e entender o

seu inter-relacionamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da pesquisa

Neste estudo, foram conduzidos dois experimentos de armazenagem de milho em
condicbes ambientais sob diferentes tipos de acondicionamentos, na Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), campus Dois Vizinhos, situada na regido sudoeste
do Estado do Parand, latitude 25°,44’,35” Sul, longitude 53°,4’,30” Oeste e altitude de 509 m.
Essa localidade possui clima temperado subtropical tmido com verfes quentes, cujas
maiores temperaturas ocorrem de setembro a abril e as menores de maio a agosto.

No armazenamento de inverno (experimento I) foi utilizado milho colhido na safra de
inverno 2012, enquanto no armazenamento de verdo (experimento Il) o milho foi colhido na
safra de verdo 2012/2013. As amostras utilizadas nos dois experimentos sdo dos hibridos
2B688RR e 30K73Hx. O hibrido Dow Agrosciences 2B688RR possui transgenia de

®2 é um hibrido de ciclo precoce, grdo semi-duro

resisténcia ao herbicida “Roundup
alaranjado, recomendado tanto para grdos como para silagens com plantio inverno e verao.
Enquanto o hibrido Pioneer 30K73Hx é um hibrido simples, com grao duro alaranjado, de
ciclo precoce, melhorado com a tecnologia Herculéx, que possibilita maior protecdo contra
lagartas.

As Figuras 4 (a) e (b) retratam as condicfes climéticas do periodo de cultivo destes

hibridos, desde o plantio até a colheita.

0 Roundup € um herbicida fabricado pela Monsanto cuja base é o glifosato. Marca registrada
Monsanto Company / USA.
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Figura4 Dados climatoldgicos (temperatura média mensal (°C), UR média mensal (%)
indice pluviométrico mensal (mm)) referentes aos periodos de cultivo dos
hibridos de milho utilizados nos experimentos de armazenagem. (a) Safra de
inverno 2012 (plantio em 25/01/2012 e colheita em 28/06/2012); (b) Safra de
verdo 2013/14 (plantio em 17/09/2012 e colheita em 18/02/2013).

Fonte: Estagdo meteorolégica automatica do INMET, localizada na UTFPR, campus de Dois Vizinhos
(http://www.inmet.gov.br).

A escolha dos hibridos de milho utilizados nesta pesquisa foi aleatéria e influenciada
por fatores climéticos, dado que, para o armazenamento de inverno (safra de inverno 2012),
haviam sido cultivados outros 2 hibridos, no entanto, antes de atingir a maturidade
fisiologica estes foram gravemente afetados por intempéries climaticas (geadas) e
precisaram ser substituidos, para tanto, buscou-se na regido Sudoeste do Parana lavouras
gue continham milho safrinha, obtendo-se os hibridos 2B688RR e 30k73HXx, cada qual com
um produtor. Enquanto no armazenamento de verdo (safra de verdo 2012/2013),
cultivaram-se em parceria com um terceiro produtor os mesmos hibridos, ambos sob as

mesmas condicdes de manejo, segundo as recomendacdes técnicas de cultivo
convencional.

4.2 Caracterizacdo das amostras

As amostras de milho utilizadas nos experimentos de armazenagem foram coletadas
em espiga e em gréos. As espigas foram colhidas manualmente e os grdos mecanicamente
por colhedora automotriz®. O teor de 4gua na colheita dos gréos da safra de inverno 2012 foi
29,94 e 31,5% b.u., respectivamente para os hibridos 30k73Hx e 2B688RR. Na safra de

% Colheitadeira marca New Holland TC5090
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verdo 2012/2013, o teor de agua ficou em, na mesma ordem, 26,97 e 30,02% b.u. A colheita
da primeira safra foi realizada nos dias 27/06/2012 e 28/06/2012 e a segunda safra em
18/02/2013.

Logo apds a colheita, as amostras foram secas pelo método de secagem natural ao
sol (Figura 5), colocadas sobre lonas plasticas durante o periodo diurno e recolhidas ao
entardecer e/ou em dias chuvosos, com revolvimento peridédico da massa e monitoramento
da temperatura solar através de termdémetro. O término da secagem sé ocorreu quando as
amostras atingiram teor de agua abaixo de 13% b.u. A determinacdo desse teor acontecia
paralelamente ao processo de secagem, por meio de um medidor universal, com intuito de
controlar o periodo de duracdo do processo. Tendo em vista uma melhor precisdo, no
primeiro dia de armazenagem realizou-se a afericdo pelo método padrédo da estufa a
105 £ 3 °C por 24 horas, segundo as regras para andlise de sementes do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2009).

Os gréos secos (03/07/2012 safra de inverno e 26/02/2013 safra de verdo) foram
levados ao processo de limpeza em maquina classificadora de grdos e sementes’ e em

seguida a armazenagem (04/07/2012 safra de inverno e 27/02/2013 safra de verao).

Figura5 Secagem natural ao sol das amostras de milho em gréos e espigas.

4.3  Caracterizagdo da armazenagem

Os experimentos de armazenagem ocorreram durante 12 meses, respectivamente
entre julho/2012 a julho/2013 e fevereiro/2013 a fevereiro/2014, sob condicBes ambientais,

em sala de alvenaria localizada na UNEP Pequenos Animais na UTFPR, campus de Dois

* Marca Macanuda, CAM-25.
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Vizinhos. A sala era constituida por porta de madeira e janelas basculantes em uma das
paredes, possuindo &rea aproximada de 10 m? e ventilac&o oriunda das janelas basculantes
(semiabertas). Durante os periodos de armazenagem monitoraram-se as condicfes
ambientais de temperatura e de umidade relativa do ar, por meio de um termohigrografo
instalado na sala e da estacdo experimental automatica do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), localizada no campus da universidade. As condicfes climatolégicas
estdo retratadas nas Figuras 6 (a) e (b). Foi realizado o controle das principais pragas de
armazenagem, como roedores pelo uso de iscas, insetos através de medidas curativas
(fumigantes) e o impedimento do acesso de passaros.
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Figura6 Condig8es climatolégicas (temperatura média mensal (°C), UR média mensal
(%) indice pluviométrico mensal (mm)) durante o0s experimentos de
armazenagem. (a) Safra de inverno (julho/2012 a julho/2013); (b) Safra de veréao
(fevereiro/2013 a fevereiro/2014).

Fonte: Estagdo meteoroldégica automatica do INMET, localizada na UTFPR, campus de Dois
Vizinhos (http://www.inmet.gov.br).

Em cada experimento as armazenagens ocorreram sob 4 tipos de
acondicionamentos por hibrido de milho: (a) em sacarias convencionais de polipropileno,
com dimensao 38 x 52 cm e capacidade de 4 kg de grdos cada, empilhadas sobre estrados
de madeira; (b) em mini silos metalicos (30 cm de didmetro por 50 cm de altura), com
capacidade de 20 kg cada e sem sistema de aeracao; (c) em bolsas de polietileno seladas
hermeticamente, construidas com dupla camada (lona de polietileno dupla face espessura
200 ym e camada interna polietileno para vacuo espessura 0,18 um), dimensao 40 x 50 cm
e capacidade 4 kg de grdos cada, empilhadas sobre estrados de madeira; (d) em espigas
dispostas sobre cestos plasticos com, aproximadamente, 60 kg cada. Esses
acondicionamentos estéo ilustrados nas Figuras 7 (a), (b), (c) e (d). Em cada experimento
de armazenagem foram montadas trés repeticbes de silos metalicos e de cestos com
espigas, além de 18 unidades de sacarias convencionais e de bolsas seladas
hermeticamente para cada hibrido de milho.
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€Y (b)

(c) (d)

Figura7 Tipos de acondicionamentos de armazenagem utilizados nos experimentos de
armazenagem. (&) em sacarias convencionais de polipropileno; (b) em mini silos
metalicos; (c) em bolsas de polietileno seladas hermeticamente; (d) em espigas.

4.4 Andlises realizadas

Foram realizadas as seguintes analises nos graos de milho: teor de agua, cinzas,
lipidios, proteinas, classificacdo (graos sem defeito), peso volumétrico, peso de mil graos,
contagem total de bolores e leveduras, incidéncia dos principais géneros potencialmente
toxigénicos (Aspergillus, Penicilium e Fusarium) e ocorréncia de aflatoxinas (B;, B, G; e
G,). As analises foram efetivadas no inicio do armazenamento, tempo O e aos 3, 6, 9 e
12 meses. A cada periodo de tempo coletavam-se, aleatoriamente, 3 amostras por hibrido
em cada acondicionamento de armazenagem, ou seja, 3 sacarias de polipropileno, 3

bolsas herméticas, cerca de 50 espigas e aproximadamente 3 kg de grdos em cada silo
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metalico, com auxilio de um calador graneleiro. Apés a abertura para retirada de amostras,
as bolsas eram seladas hermeticamente e as sacarias convencionais eram descartadas.

As analises de ocorréncia de aflatoxinas (B;, B,, G; e G,) foram realizadas no
Laboratério de Controle de Qualidade (LACON), situado nas dependéncias da Universidade
Estadual do Oeste do Paranad - UNIOESTE, campus de Cascavel e as demais nos
Laboratério de Bromatologia e Microbiologia da Universidade Tecnhologica Federal do

Parana - UTFPR, campus de Dois Vizinhos.

4.5 Metodologias empregadas nas analises

4.5.1 Determinacado do teor de 4gua

A determinacdo do teor de &gua (%) das amostras (em grao) foi realizada
imediatamente ap0s cada coleta, pelo método padréo da estufa a 105 + 3 °C por 24 horas,
seguindo as regras de analises para sementes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2009).

4.5.2 Preparo das amostras para as analises do teor  de cinzas, lipidios e proteinas

Sub-amostras de 500 g de grdos, de cada unidade experimental, foram moidas em
moinho de facas®, peneiradas em granulometria 20 mesh e embaladas em sacos plasticos
de polietileno (com dimensdes 15,5 x 22 cm e 0,10mm de espessura). Na sequéncia

realizaram-se as andlises em triplicata.

4.5.3 Determinagdo do teor de cinzas ou matéria min  eral

A determinacgdo do teor de cinzas (%) ou matéria mineral das amostras foi realizada
por incineracdo em mufla a 550 °C, de acordo com a técnica 018/IV do Instituto Adolfo Lutz
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Os resultados foram convertidos em base seca.

® Tipo Créton, marca Tecnal, modelo TE 625.
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4.5.4 Determinacédo do teor de lipidios ou extrato e  téreo

A determinacdo do teor de lipidios (%) ou extrato etéreo das amostras foi realizada
em aparelho extratror tipo Soxhlet®, de acordo com a técnica 032/1V do Instituto Adolfo Lutz
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Os resultados foram convertidos em base seca.

4.5.5 Determinacédo do teor de proteinas

A determinacao do teor de proteina bruta (%) das amostras foi realizada pelo método
de Kjeldhal, fazendo as etapas de digestdo, destilacdo e titulagio com a conversdo 6,25
para a matriz milho, de acordo com a técnica 036/IV do Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON;
PASCUET; TIGLEA, 2008). Os resultados foram convertidos em base seca.

4.5.6 Peso volumétrico ou massa especifica

O peso volumétrico foi determinado pela pesagem dos grdos em um recipiente de
volume conhecido e os resultados foram convertidos em kg m*, segundo as regras de
analises para sementes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL,

2009) e, em seguida, corrigidos em matéria seca.

4.5.7 Peso de mil grdos

O peso de mil gréos (expresso em gramas) foi determinado pela contagem de oito
repeticbes de 100 grdos (inteiros) e pesagem em balanca analitica, média e multiplicacéo
por 10 segundo as regras de analises para sementes, do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento e, em seguida, os valores foram corrigidos em matéria seca (BRASIL,
2009).

® Marca Tecnal Tecnal model TE-044-8/50)
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45.8 Graos sem defeito

O percentual de graos sem defeito foi calculado subtraindo-se de 100 a percentagem
de graos carunchados, avariados, ardidos, quebrados, fermentados, germinados, mofados,
impurezas ou matérias estranhas, chochos ou imaturos segundo os padrdes de qualidade
da Instrucdo Normativa MAPA n° 60, de 22 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2012).

4.6 Metodologias para isolamento e identificacdo do s géneros Aspergillus,

Penicillium e Fusarium

Para as analises microbioldgicas, separava-se 1 kg de grdos de cada unidade
experimental em sacos de papel Kraft, evitando-se, assim, 0 manuseio destes grdos. As
andlises eram realizadas em duplicata, em até 24 horas apds cada coleta, segundo
metodologia descrita por Silva, Junqueira e Silveira (2010), por meio de diluicdo seriada e
plagueamento Pour-Plate. Sendo que 200 gramas das sub-amostras de 1 kg graos de cada
unidade experimental foram triturados em liquidificador, previamente desinfetado com etanol
70%, e 10 g, e transferidas de forma asséptica a um erlenmeyer com 90 mL de agua
peptonada estéril 0,1%, obtendo-se a diluicdo 10™. A partir dessa, diluicBes sucessivas
foram realizadas em tubos de ensaio contendo a mesma solucdo diluente estéril, até a
obtenc&o da diluicdo 10°. Um mililitro das diferentes diluicdes foi transferido para placas de
Petri, previamente esterilizadas e secas, por meio da técnica Pour-Plate com Agar Batata
Dextrose 3,9% (BDA) acidificado com &cido tartarico 10% (pH 4,0). Essas placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica BOD’ a 25 °C por 6 dias, quando se realizou a
contagem manual das colénias. Os resultados foram obtidos através da média aritmética
das placas de mesma diluicdo, multiplicados pelo inverso da diluicdo inoculada e expressos
em unidades formadoras de colénias por grama (UFC g™).

Apoés a contagem, os diferentes tipos morfolégicos de colénias foram isolados em
BDA (3,9%, pH 4,0), incubados em BOD por 6 dias e armazenados em geladeira a 7 °C. A
partir das col6nias puras, realizou-se a técnica de microcultivo para avaliagdo das estruturas

microscopicas.

" Marca Solab, modelo SL 200/304.



42

As colbnias com caracteristicas do género Fusarium sp. foram cultivadas em meio
agar folha de craveiro (CLA), entre 20 a 40 dias em BOD a 25 °C, com fotoperiodo 12 horas
luz negra (NUV) e 12 horas escuro, segundo metodologia descrita por Querales (2010).

A identificacdo dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium foi realizada de
acordo com Singh et al. (1991), com base nos aspectos morfolégicos das colénias (cor,

textura e superficie) e microscopicos das estruturas vegetativas e reprodutoras.

4.7 Metodologias para analise de aflatoxinas

Para as analises de ocorréncia de aflatoxinas B;, B,, G; e G,, sub-amostras de 1 kg
de graos, de cada unidade experimental, foram moidas (tamanho da particula 20 mesh) em
moinho de facas®, desinfetado com etanol 70% a cada passagem de amostra e, em seguida,
embaladas em sacos plasticos de polietileno (com dimensdes 15,5 x 22 cm e 0,10 mm de
espessura) e congeladas a -18 °C, até a realizacao das andlises.

As andlises foram realizadas segundo o método oficial AOAC 991.31 (AOAC, 2012),
recomendado pelo fabricante das colunas de imunoafinidade Aflatest ® (Vicam), por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A extracdo foi efetuada com 50 g da amostra moida, 5 g de NaCl e 100 mL de
metanol-agua (80:20 v/v), acondicionados em erlenmeyer (capacidade 250 mL). A mistura
foi homogeneizada por uma hora em agitador mecéanico a 150 rpm (rotacdes por minuto),
filtrada em filtro qualitativo e 10 mL deste filtrado foram transferidos para tubos tipo Falcon
(capacidade 50 mL) e adicionados 40 mL de agua ultra-purificada (Mili-Q) e, em seguida,
centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm e filtrados em filtro de microfibra de vidro (1,5 um,
Milipore). Desse extrato, 10 mL foram recolhidos para purificagdo por meio de uma coluna
de imunoafinidade, adaptada a um manifold conectado a um sistema de vacuo com fluxo de
1-2 gotas por segundo. ApOs a passagem do extrato, a coluna foi lavada com a passagem
de 20 ml de &gua ultra-purificada (Mili-Q) e as aflatoxinas foram eluidas com 1 mL de
metanol grau CLAE e recolhidas em frasco vial &mbar (capacidade 1,5 mL).

A solucéo analisada foi obtida da juncdo de 200 pL do eluato com 700 pL da solucéo
derivatizante (&cido trifluoracético:acido acético: agua (2:1:7 v/v)), agitada por turbilhamento

em vortex, mantida em banho maria® a 65 °C por 10 min e, ap6s retornar & temperatura

8 Tipo Créton, marca Tecnal, modelo TE 625.
® Marca Logen LS4S-D.
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ambiente, foi desgaseificada em banho de ultrasson'®, frequéncia de 80 Hz e 100% de
poténcia por 10 minutos. Em seguida, a solucéo foi filtrada em filtro de seringa (0,45 um
PTFE-45/25, Chromafil Xtra).

Foram injetados 20 pL desta solucdo em um sistema CLAE com detector de
fluorescéncia, composto por: injetor automatico, bomba quaternaria, forno de colunas
ajustado a 40 °C, coluna cromatografica Kromasil 100-C18 (5 um) 4,6 x 150 mm. A fase
mével utilizada foi a mistura isocratica de dgua-metanol (60:40) a um fluxo de 0,8 mL.min™.
O detector de fluorescéncia foi operado com comprimento de onda de excitacdo de 365 nm
e emissdo de 450 nm.

Para identificac@o e quantificacdo das aflatoxinas (Bs, B2, G;1 € G,), adquiriu-se um kit
de padrBes analiticos (Sigma Aldrich) com 1 mg de cada toxina. Esses padrdes foram
dissolvidos em metanol grau CLAE para preparagdo das solugbes de trabalho
0,025 ug mL*, 0,05 pg mL*, 0,075 pg mL™*, 0,1 pg mL*! e 0,125 pg mL™. A corrida
cromatogréfica destas solugbes permitiu a identificacdo do tempo de retencdo de cada
toxina (6,2 min. G, 7,9 min. G4, 10,8 min. B2 e 12,3 min. B;) e a construcdo das curvas de
calibracdo. As concentracdes de aflatoxinas nas amostras contaminadas foram calculadas
por meio de regressao linear, pelo método de minimos quadrados.

Para quantificacdo do limite de deteccédo, realizou-se a corrida cromatogréfica de
uma série de diluicbes das solucbes de trabalho e para os testes de recuperacao
analisaram-se em triplicata amostras de milho (branco), fortificadas com 10 pg kg* de

aflatoxinas B4, B,, G; e G..

4.8 Andlises estatisticas

4.8.1 Delineamento experimental

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente por experimento de
armazenagem (armazenagem de inverno, armazenagem de verdo) e por hibrido de milho.
Ambos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado sob
esquema fatorial 4 x 5, cujos fatores foram quatro tipos de acondicionamento (em sacarias
convencionais; silos metalicos; bolsas herméticas; espigas) e cinco tempos de

armazenagem (inicial, 3, 6, 9 e 12 meses). Totalizando 20 tratamentos por hibrido de milho

1% Marca Elmasonic P120H.
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com trés repeticbes cada e analises em triplicata. As unidades experimentais para cada
hibrido de milho foram: 1 sacaria convencional de polipropileno, 1 bolsa selada
hermeticamente, 50 espigas e 3 kg de gréos cada silo.

Com objetivo de propiciar uma interpretacdo pratica e coerente, até mesmo porque
os hibridos da safra de inverno 2012 foram cultivados em diferentes condic6es de manejo,
pois sdo oriundos de diferentes produtores rurais, analisaram-se separadamente o0s

delineamentos por hibrido de milho em cada experimento de armazenagem.

4.8.2 Analise de variancia e teste de médias

Os resultados observados, quando necessario, foram transformados para atender as
pressuposi¢ées do modelo matematico (normalidade dos dados, homocedasticidade das
variancias e independéncia dos erros), cujos testes de verificacdo aplicados foram Lilliefors,
Cochran e Sinais. A seguir submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas por meio do teste Tukey, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade de erro.
Com excecdo, em ambos os hibridos, para a incidéncia de Aspergillus sp. do
armazenamento de inverno e ocorréncia de aflatoxinas (B;+B,+G;+G,) dos dois
armazenamentos, pois, nestas andlises, ndo foi possivel atender a hipotese da normalidade,
mesmo com inimeras tentativas de transformacao, logo, utilizou-se o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

O teste de Kruskal-Wallis é analogo ao teste F (ANOVA), cuja finalidade € a mesma:
comparar 3 ou mais tratamentos (amostras) independentes, indicando se ha diferenca entre
pelo menos dois deles, 0 que esse teste difere do teste F é que ele ndo exige as restricdes
de normalidade e homogeneidade das variancias, e transforma os valores numéricos em
postos, cuja comparacdo entre grupos € realizada pela média dos postos (VIRGILITO,
2006).

As pressuposi¢cdes do modelo matematico, andlises de variancia e teste de Tukey
foram realizadas no software 'R', verséo 2.13.1. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado com
0 software Assistat, versdo 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2006).
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4.8.3 Analise dos componentes principais

Analisaram-se, também, para cada hibrido de milho, separadamente por experimento
de armazenagem e independente do tipo de acondicionamento utilizado, os componentes
principais (ACP), com o software Assistat, versao 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2006).

A interpretacdo do coeficiente de correlacdo linear (r) entre os escores das
componentes principais (CPs) e as carateristicas de qualidade do milho armazenado foi
realizada com base em dois critérios. O primeiro esta relacionado ao teste-T, pelo qual um
conjunto de 54 dados possui correlagdo linear significativa, a 5% de significAncia se
[r| 2 0,274, sendo [r| o valor absoluto do coeficiente de correlagdo. O segundo critério esta
relacionado a classificagcdo descrita por Callegari-Jacques (2003), em que a correlagdo
linear é fraca se 0 < |r| < 0,30, moderada se se 0,30 < |r| < 0,60, forte se 0,60 < |r| <0,90 e

muito forte se 0,90 < |r] < 1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 Armazenamento do milho safra de inverno ou safr inha

O milho cujo plantio é realizado entre janeiro e abril € definido como milho safrinha
ou de sequeiro. O armazenamento deste tipo de milho ocorreu durante doze meses, no
periodo de jul/2012 a jul/2013, em quatro tipos de acondicionamentos (sacarias
convencionais, bolsas herméticas, silos metédlicos e espigas). Avaliaram-se atributos de
gualidade dos graos, incidéncia fungica e ocorréncia de aflatoxinas (B4, B,, G; e G,) em dois
hibridos de milho (2B688RR, 30K73HXx) cultivados na safrinha de inverno 2012. As analises
foram realizadas durante a armazenagem em cinco periodos de tempo (inicial, 3, 6, 9 e 12
meses). Como os hibridos de milho foram cultivados em condi¢Bes distintas de manejo, 0s
resultados a seguir sdo apresentados e discutidos separadamente por hibrido, de acordo
com o esquema fatorial 4 x 5 (quatro acondicionamentos de armazenagem X cinco tempos

de andlise).

5.1.1 Condic¢des climéaticas durante 0 armazenamento do milho safra de inverno

A armazenagem deste experimento ocorreu sob as condicbes climatolégicas
visualizadas na Figura 6 (a). A regido sudoeste do Parana, onde se localiza o municipio de
Dois Vizinhos e a Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, onde foram conduzidos os
experimentos de armazenagem, tem como caracteristica clima subtropical Gmido
mesotérmico, com verbes quentes e geadas frequentes, ndo existindo estacdo seca
definida. Durante o periodo de armazenagem (jul/2012 a jul/2013), a temperatura do ar
oscilou entre 2,7 e 35,6 °C, sendo que as maiores temperaturas ocorreram de out/2012 a
mar/2013, respectivamente dos 3 aos 8 meses de armazenagem, com média mensal
minima de 15 °C (jul/2012 e jul/2013) e maxima de 24,3 °C (dez/2012). A umidade relativa
do ar oscilou entre 19 e 98%, tendo como média mensal minima 58,4% (set/2012) e maxima
88,4% (jun/2013), estando (a média) acima de 71,9% de dez/2012 a jul/2013.
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5.1.2 Atributos de qualidade dos gréos de milho arm  azenados na safra de inverno

Para o milho hibrido 2B668RR, a interacdo tipo de acondicionamento e tempo de
armazenagem teve influéncia significativa (p < 0,05) no teor de &gua, cinzas, lipidios,
proteinas, percentagem de graos sem defeito, peso volumétrico e peso de mil graos
(Tabelas 2-5, 7, 10 e 11).

Ja no milho hibrido 30K73Hx somente os parametros teor de agua, cinzas, lipidios,
peso volumétrico e peso de mil graos tiveram influéncia significativa (p < 0,05) da interacéo,
tipo de acondicionamento e tempo de armazenagem (Tabelas 2-4, 10 e 11). Enquanto o
contetdo de proteinas teve influéncia (p < 0,05) somente do fator tempo (Tabela 6) e os
graos sem defeito foram influenciados (p < 0,05) por ambos os fatores, individualmente
(Tabelas 8 € 9)

5.1.2.1 Teor de agua

No hibrido de milho 2B688RR (Tabela 2) observa-se um progressivo aumento do
teor de agua dos graos, conforme o tempo de armazenagem no acondicionamento em
sacarias convencionais. Nos grdos armazenados em silo houve reducdo somente aos
6 meses, no acondicionamento hermético o teor de dgua dos graos reduziu a partir dos
6 meses, apresentando o menor indice entre todos os tipos de acondicionamentos a partir
dos 9 meses de armazenagem. Isso porque, nesta forma de armazenagem, ndo ha troca de
gases e/ou vapor de 4gua da massa de grdos com o0 ambiente, deste modo as
variabilidades podem ser justificadas pelas atividades bioldgicas da massa de graos
(FARONI et a.l, 2005; SANTOS et al., 2012). Embora as espigas tenham sido armazenadas
com maior teor agua, devido a dificuldade de uniformizacdo durante a secagem, aos
3 meses 0s grdos destas estavam com o menor indice de umidade entre todos os
acondicionamentos e, a partir desse ponto, o teor de 4gua sé aumentou sendo o maior
dentre os grdos dos demais acondicionamentos a partir dos 6 meses. Constata-se aos 12
meses que 0 milho tanto das espigas quanto das sacarias continham umidade acima do
limite recomendado (13%) para um armazenamento seguro (MOHALE et al., 2013). E,
ainda, o milho armazenado em espigas possuia teor de 4gua acima de 14%, faixa maxima
admitida pela classificagéo oficial brasileira de comercializacdo (BRASIL, 2012).

Em relacdo ao teor de &gua, os grados do hibrido de milho 30K73Hx (Tabela 2),
guando armazenado em espigas, apresentaram 0s maiores percentuais no inicio e no fim da
armazenagem. Enquanto os grdos acondicionados em sacaria e silo tenderam a aumentar

0s niveis de agua com o tempo. No acondicionamento hermético os grdos mantiveram o0s
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niveis durante a armazenagem, apresentando, apds 0s 3 meses, 0S menores teores de
agua em relacdo aos demais acondicionamentos. Costa et al. (2010) também nao
verificaram variacdo no teor de agua dos grdos de milho armazenados em bolsas seladas
hermeticamente. O milho armazenado em espigas e nas sacarias obtiveram os maiores
teores agua, sendo no primeiro acondicionamento do sexto més em diante e no segundo a

partir do nono més, estando ambos aos 12 meses acima de 13%.

Tabela2 Teor de é&gua (%) dos grdos de milho submetidos aos diferentes
acondicionamentos de armazenagem, durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo Sacaria Hermética Silo Espiga

(meses) 2B688RR

0 12,41+0,15%° 12,41+0,15™° 12,41+0,15™° 13,14+0,23"

3 12,14+0,21°° 12,30+0,17"° 11,83+0,46"™ 10,98+0,38“"

6 12,350,172 11,47+0,43%° 11,38+0,13%° 12,52+0,32°2

9 12,80+0,22"8%° 11,14+0,07°¢ 12,32+0,24"° 12,97+0,19%2

12 13,3610,34™° 11,36+0,08"%¢ 12,45+0,29"¢ 14,4610,70"

CV(%)= 2,31

30K73Hx

0 11,57+0,12"° 11,57+0,12"° 11,57+0,12%° 13,48+0,19™

3 11,93+0,15°™* 11,90+0,13"° 11,7040,05°“* 11,25+0,09¢°

6 12,060,21<° 11,73+0,07"*° 11,45+0,15%° 12,58+0,40%

9 12,860,322 10,90+0,17°¢ 12,09+0,35"%° 12,5610,10%

12 13,53+0,29" 11,58+0,12"° 12,360,10™° 13,45+0,19"

CV(%)=1,54

Notas: @ Valores médios de trés repeticdes, expressos em percentagem e base Umida. + seguido
pelo desvio padrao da média. Médias seguidas de letras distintas, minUscula na linha e
mailscula na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%):
coeficiente de variacao.

Para Coradi (2010), elevados teores de agua nos graos, durante a armazenagem,
podem aumentar o0s riscos de contaminacdo fungica, principalmente pelos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Lazzari (1997) recomenda, para manutencdo da
qualidade dos grdos de milho durante o armazenamento, que o teor de agua seja no
maximo 13%, para o periodo de um ano e para periodos maiores de armazenagem
recomenda que o0 maximo esteja em 12%.

O aumento no teor de 4gua do milho acondicionado em sacarias, silo e espigas de
ambos os hibridos (Tabela 2), a partir dos 6 meses, esta diretamente relacionado ao
comportamento da umidade relativa do ar (Figura 1), que se manteve, em meédia, acima de
75%, de dez/2012 a jun/2013 (do 5° ao 11° més de armazenagem). Para Faroni (1998),
pequenos aumentos na umidade relativa, acima da faixa 70-75%, implicam grandes

aumentos no teor de &gua dos grdos armazenados. O acondicionamento hermético
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apresentou 0s menores teores de agua ao longo do tempo, em ambos os hibridos,
parametro importante na manutencdo da qualidade dos grdos durante o armazenamento e
limitador da proliferacéo fangica (FARONI et al., 2005; SANTOS et al., 2012).

Antonello et al. (2009) ndo detectaram variacdo do grau de umidade de grédos de
milho de trés variedades armazenados por 6 meses em sacos de tecido (algodéao) e garrafas
platicas (PET de dois litros). Saleemullah et al. (2006), comparando o teor de agua de graos
de milho controle e inoculados com Aspergillus flavus, observaram 10,8% de aumento do
teor de agua, durante a armazenagem, nos graos que continham o inéculo.

Silva (2007a), avaliando amostras de milho coletadas em duas fabricas de racdes
para aves na Bahia, constatou variacdo do teor de 4gua nos grdos 10,1 a 13,8%. Segundo
ele, grdos armazenados por longos periodos com alta umidade criam um microclima ideal
ao desenvolvimento flngico e a producdo de micotoxinas.

O teor de agua dos graos é fortemente influenciado pelo equilibrio higroscopico dos
graos e com as condigbes ambientais, sendo que os grédos ficam dispostos a ganhar ou
perder agua para o ambiente. Quando a pressao do vapor do grdo € menor que a do ar
circundante ocorre o fendbmeno de adsorcdo, ganho de umidade e, em contrapartida, se a
pressdo do vapor de agua do grdo for maior que do ar circundante, ocorre o fendbmeno de
dessorcado, perda de umidade (SILVA et al. 1995). O processo de equilibrio higroscépico
depende da composicdo quimica do grdo, integridade fisica, condicBes sanitérias,
gradientes termo-hidricos e das condi¢cdes poés-colheita (secagem e armazenagem)
(DELIBERALI et al., 2010).

A presenca de insetos interfere no teor de agua dos graos, pois as infestacfes nao
controladas podem provocar aumento da temperatura, criando bolsas de calor em meio a

massa de grdos que possibilitam a migracdo da umidade (FARONI, 1998).

5.1.2.2 Contelido de cinzas ou matéria mineral

O conteudo de cinzas ou matéria mineral dos grdos € um parametro qualitativo da
massa, cujo aumento durante periodo de armazenagem reflete 0 aumento no processo de
degradacéo dos gréos (FERRARI FILHO et al., 2012).

De maneira geral, a percentagem de cinzas do hibrido de milho 2B688RR (Tabela 3)
aumentou até os 6 meses de armazenagem nos acondicionamentos em sacaria, hermética
e silo, com maximo contetdo aos 6 meses de armazenagem, isto €, no més de jan/2013, no
qual foi registrada a terceira maior média mensal temperatura do ar (23,2 °C) durante o
periodo de armazenagem (antecedida por 24,3 °C em dez/2012 e 23,6 °C em nov/2012). O

aumento da temperatura do ar, que foi constatada a partir dos 3 meses de armazenagem



50

(out/2012), provoca aumento da taxa respiratdria dos graos e do metabolismo dos insetos e
microrganismos associados (FARONI, 1998), consequentemente, eleva o consumo de
componentes organicos dos graos e provoca deterioracdo. Segundo Ferrari Filho et al.
(2011), o consumo de componentes organicos pelo metabolismo dos grados e
microrganismos associados gera aumento do teor de cinzas dos graos durante o
armazenamento. No milho armazenado em espigas o conteudo de cinzas oscilou bastante
ao longo do tempo, estando maior entre os diferentes tipos de acondicionamentos testados

no inicio, aos 3 e 9 meses.

Tabela3 Percentagem média @ de cinzas* dos grdos de milho submetidos a diferentes
acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermeética Silo Espiga
2B68SRR
0 0,82+0,05° 0,82+0,05°" 0,82+0,05 1,08+0,14%*
3 0,89+0,05°° 1,210,07% 1,07+0,05° 1,50+0,16"*
6 1,25+0,06"" 1,46+0,06" 1,25+0,12"8° 1,310,05°"
9 1,09+0,02% 1,10£0,01%" 1,100,025 1,30+0,08%
12 1,20£0,04"%%° 1,10£0,07%* 1,30+0,05 1,07+0,10°
CV(%)= 5,83
30K73Hx
0 1,03£0,15™ 1,03+0,15™ 1,03+0,15%*2 0,71+0,12°
3 0,86+0,07 1,09+0,09% 0,92+0,03%" 1,02A+0,06"2°
6 1,100,02"° 1,330,08™ 1,14%0,02"° 1,14%0,05"°
9 1,23+0,04" 1,060,03% 1,14%0,14"° 0,910,02%¢
12 1,15+0,01"* 1,11+0,01°% 0,99+0,03%° 1,000,125

CV(%)= 5,48

Notas: ®Valores médios de trés repeticbes. + seguido pelo desvio padrdao da média. Médias
seguidas de letras distintas, mindscula na linha e maidscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacdo.* Percentagem em
base seca.

Os graos do hibrido de milho 30K73Hx acondicionados em sacarias aumentaram o
conteudo de cinzas com o tempo de armazenagem, ja nas espigas e no silo estes
conteudos oscilaram bastante. No silo houve reducdo aos 3 meses, seguido de aumento a
partir dos 6 meses, com nova reducdo aos 12 meses. Nas espigas houve aumento dos 3
aos 6 meses, com reducdo aos 9 meses. Na armazenagem hermética o comportamento do
conteudo de cinzas dos gréos foi mais estavel, embora tenha tido variabilidade aos 6 meses.
Sendo comum, a todos os acondicionamentos de armazenagem dos dois hibridos de milho
testados, os grdos apresentarem 0s maiores conteddos de cinzas aos 6 meses de
armazenagem, conforme relatado acima (janeiro/2013), exceto para o milho acondicionado

em sacarias do hibrido 30K73HXx, cujo valor méximo foi aos 9 meses de armazenagem.
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Saleemullah et al. (2006), comparando o contetdo de cinzas em grdos de milho
armazenados naturalmente e inoculados com Aspergillus flavus, observaram 15,4% de
aumento do conteldo de cinzas, durante a armazenagem, nos graos que continham o
inoculo. Ferrari Filho (2011), avaliando a qualidade do milho submetido a diferentes tipos de
secagem e armazenado por nove meses observou aumento das cinzas em todos o0s
tratamentos de secagem (1,51-1,99%, 1,51-1,93% e 1,46-2,14%, respectivamente teores

iniciais e finais).

5.1.2.3 Conteudo de lipidios ou extrato etéreo

A percentagem de lipidios dos gréos do hibrido de milho 2B688RR (Tabela 4) oscilou
nas sacarias, reduzindo a partir dos 6 meses. No acondicionamento hermético manteve-se
constante, teve pouca variagédo no silo e reduziu a partir dos 3 meses nas espigas. Embora
todos os acondicionamentos no inicio da armazenagem contivessem, estatisticamente, igual
conteudo médio de lipidios nos gréos, as espigas apresentaram sempre 0s menores teores
desde os 6 meses (3,76-2,96%). A reducdo dos lipideos dos grdos de milho esta
relacionada as degradacdes que ocorrem ao longo da armazenagem por pProcessos

bioguimicos como respiracéo, oxidacdo e acao de enzimas (RUPOLLO et al., 2004).

Tabela4 Percentagem média® de lipidios* dos grdos de milho submetidos a diferentes
acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
2B688RR
0 3,76+0,27°° 3,76+0,27™ 3,76+0,27% 3,90+0,38""*
3 4,37+0,17"° 3,96+0,42"° 5,010,222 4,28+0,25""
6 4,33+0,15"" 4,18+0,26"*" 3,930,315 3,7620,25%"
9 3,62+0,26°%" 3,85+0,38"% 4,040,132 3,57+0,10%"
12 3,85+0,13%® 3,95+0,112 3,95+0,18%2 2,9620,05°
CV(%)= 5,29
30K73Hx
0 5,39+0,90"? 5,39+0,90? 5,39+0,90"? 4,74+0,16°
3 5,49+0,43 5,3040,42"2 5,26+0,22"2 5,50+0,31°
6 5,15+0,18"" 4,79+0,20"° 5,59+0,16"%° 5,81+0,70*
9 5,21+0,23" 5,28+0,07" 5,13+0,50™ 4,94+0,10“*
12 4,99+0,14™ 4,85+0,14™ 5,33+0,09"? 5,12+0,23%®
CV=5,24%

Notas: ®Valores médios de trés repeticbes. * seguido pelo desvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas, mindscula na linha e mailscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacdo.* Percentagem em
base seca.
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No hibrido de milho 30K73Hx (Tabela 4), a percentagem de lipidios dos graos
manteve-se constante ao longo do tempo nos acondicionamentos em sacarias, herméticas e
silo. Quando armazenados em espigas, apresentaram aumento até os 3 meses e depois
reducdo nos niveis a partir dos 6 meses, embora estes grédos tenham apresentado a menor
percentagem inicial de lipidios aos 3, 9 e 12 meses nao diferiram em relacdo aos gréos dos
demais acondicionamentos de armazenagem, e juntamente com o0s grdos do silo
apresentaram o maior percentual aos 6 meses (5,81 e 5,59%, respectivamente). Silva
(2007a) verificou, em amostras de milho armazenadas em fabricas de racdes na Bahia,
valores de extrato etéreo entre 1,9 a 5,2%.

Paraginski (2013) nao verificou variabilidade significativa dos niveis de lipidios
(3,96-4,12%; 3,96-4,09%; 3,96-4,19% e 3,96-40,7%, respectivamente, iniciais e finais) em
graos de milho secos, submetidos a diferentes temperaturas de armazenagem (5, 15, 25 e
35 °C). Jood, Kapoor e Singh (1996) também né&o verificaram alteragéo significativa no
conteutdo de lipidios, durante 4 meses de armazenagem, em relagdo ao tratamento controle
de graos de milho infestados por insetos Rhyzopertha dominicae e Trogoderma granarium.

Schuh et al. (2011), avaliando a qualidade fisico-quimica de grdos de milho safrinha
2007, colhidos com teor médio de agua 30% e submetidos a dois métodos de secagem,
armazenados por seis meses em Eldorado do Sul - RS, constataram reducéo significativa (-
18,36%) do conteldo de lipidios durante armazenagem, somente nos graos secos com ar
natural variando de 4,14-3,38%, enquanto nos grdos secos com ar natural/GLP (Gas
Liguefeito de Petréleo) a variacao foi 4,06-3,72%.

A reducédo dos lipidios nos gréos de milho é um problema na formulacdo de racdes,
pois esse componente € mensurado na elaboracdo de dietas voltadas para o ganho
energético de aves poedeiras, gado leiteiro, matrizes e ganho de peso em aves de corte,

suinos, equinos, gado de corte, entre outros (ANTUNES et al., 2011).

5.1.2.4 Conteudo de proteinas

As proteinas e os lipidios sdo os constituintes do milho mais importantes para a
alimentagdo animal, por isso a preservacdo dos seus niveis durante o periodo de
armazenagem é de suma importancia. Segundo Coradi (2010), as proteinas tém como
funcdo a formacdo e a manutencdo dos tecidos, hormdnios e enzimas, cujos niveis
ingeridos influenciam no ganho de peso e na produgéo (leite, carne e/ou ovos).

De modo geral, houve significativo aumento no conteddo de proteinas dos gréos, ao

longo da armazenagem, para o milho do hibrido 2B688RR (Tabela 5), em todos os tipos de
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acondicionamento, havendo diferenca somente entre os diferentes acondicionamentos aos
6 meses, quando as espigas apresentaram o maior percentual (10,49%) de proteinas nos
graos. Segundo Ferrari Filho (2011), o teor de proteinas tende a aumentar com o tempo de
armazenagem devido a formacédo de proteinas flungicas, que sao quantificadas juntamente
com a proteina bruta do grdo. Para Reed et al. (2007), durante a armazenagem ocorre
aumento em termos de propor¢ao do conteudo de proteinas em relacdo a massa dos graos,
pois esse constituinte ndo € consumido pelos fungos em suas atividades metabdlicas.

No hibrido de milho 30k73Hx, o conteldo de proteinas dos grdos ndo apresentou
influéncia significativa da interagdo tipos e tempos de armazenagem, somente do fator
tempo (Tabela 6). Entretanto, apresentou resultados contrarios aos do hibrido de milho
2B688RR, isto €, decrescimento do conteldo de proteinas durante todo periodo de
armazenagem. Saleemullah et al. (2006), comparando o contetdo de proteinas em gréos de
milho controle e inoculados com Aspergillus flavus, observaram, durante a armazenagem,

reducéo de 8,2% no contetido de proteinas dos gréos que continham o inoculo.

Tabela5 Percentagem média® de proteinas* dos grdos de milho do hibrido 2B688RR
submetidos a diferentes acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
0 8,09:0,32" 8,09:0,32°* 8,09+0,32° 8,10+0,27%
3 9,44+0,09"* 9,1940,25"% 9,00+0,20" 8,94+0,64%
6 9,40£0,30™ 9,3740,22"° 9,62+0,35"° 10,49+0,47"2
9 9,1740,14"* 9,5540,61" 9,11+0,09" 9,66+0,61%
12 8,86+0,08"" 8,73+0,19°“ 8,6320,14°° 9,3240,41%

CV(%)= 3,75

Notas: “Valores médios de trés repeticbes. * seguido pelo desvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas, mindscula na linha e maidscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacdo.* Percentagem em
base seca.

Tabela6 Percentagem média® de proteinas* dos grdos de milho do hibrido 30k73Hx
submetidos a diferentes acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Tempo (meses) Proteinas (%)*

0 10,30+0,212
3 10,00+0,51%
6 9,82+0,59%
9 9,90+0,51%
12 9,74+0,16°

CV(%)= 4,28

Notas: © Valores médios de guinze repeticbes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrao da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna, diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). *% em base seca.
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5.1.2.5Percentagem de graos sem defeito

Os grédos do hibrido de milho 2B688RR apresentaram significativa reducdo da
percentagem de grdos sem defeito, durante o tempo de armazenagem, em todos 0s
acondicionamentos. Nas sacarias e silo a queda é verificada aos 12 meses de
armazenagem, 74,53 e 78,56%, respectivamente (Tabela 7), nas bolsas herméticas aos 9
meses (81,61%) e nas espigas desde os 6 meses (90,05%). Sendo que neste Ultimo
acondicionamento o milho foi armazenado com a melhor percentagem de grdos sem defeito
(99,49%), pois a colheita das espigas foi realizada manualmente, enquanto as demais
amostras de foram colhidas por colhedora automotriz, fato que propiciou maior indice de
danos aos gréaos. Entretanto, aos 12 meses de armazenagem nao se verifica diferenca
significativa entre os diferentes acondicionamentos.

Os graos sem defeito do hibrido de milho 30K73Hx tiveram apenas influéncia dos
fatores tempo de armazenagem e tipo de acondicionamento, individualmente (Tabelas 8 e
9), com significativa redugéo ao longo do tempo (Tabela 8). Os indices de gréos danificados
podem aumentar ao longo da armazenagem, devido a acdo de fatores como temperatura
ambiente, umidade relativa do ar, teor de agua dos graos, taxa de respiracdo dos graos,
ataque de insetos, passaros, ratos e proliferacdo fungica (FARONI et al., 2005; FERRARI
FILHO, 2011).

Tabela 7 Percentagem média® de grdos sem defeito em amostra do hibrido 2B688RR
submetido a diferentes acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
0 90,70+0,62"° 90,70+0,62"° 90,70+0,62"° 99,49+1,18"
3 88,29+2,81"2 86,04+2, 77 90,50+3,12"2 92,54+0,40°
6 87,17+4,79" 85,59+1,41°% 88,87+1,73" 90,05+4,36%*
9 84,79+1,90"% 81,61+0,52°5% 87,76+0,56" 81,04+5,50°°
12 74,53+4,99%2 79,85+1,58%2 78,562,777 80,35+2,87°°

CV(%)= 3,45

Notas: © Valores médios de trés repeticdes. + seguido pelo desvio padrao da média. Médias
seguidas de letras distintas, minascula na linha e mailscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variagdo.* Percentagem em
base seca.
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Tabela 8 Percentagem média de graos sem defeito do hibrido de milho 30K73Hx durante
12 meses de armazenagem”

Tempo (meses) Graos sem defeito (%)
0 94,26+3,12°
3 88,82+5,36"
6 89,42+4,41°
9 88,93+6,04"
12 86,7315,30°

CV(%)=1,11

Notas: (7)Valores médios de quinze repetices, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrdo da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela9 Percentagem média de grdos sem defeito® do hibrido de milho 30K73Hx nos
diferentes tipos de acondicionamentos de armazenagem

Acondicionamentos de armazenagem Graos sem defeito (%)
Sacarias 86,75+3,61"
Hermética 88,18+2,94"

Silo 87,03+3,73"
Espigas 97,28+2,232

CV(%)=1,11

Notas: ®Valores médios de quinze repeticdes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrao da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O milho armazenado em espigas (Tabela 9) diferiu dos demais acondicionamentos
apresentando o maior percentual de graos sem defeito. Correlaciona-se esse fato ao tipo de
colheita (manual) das amostras, que gera menores danos a integridade fisica dos graos
como fissuras, trincas e quebras que a colheita mecanica.

Para Bento (2011), a qualidade fisica dos graos de milho que inclui os niveis de
defeitos é fundamental na valorizacdo ou rejeicdo do lote, pois estes podem comprometer a
gualidade dos subprodutos e ragfes, facilitando a deterioracdo, proliferacdo fungica e

contaminag&o por micotoxinas.

5.1.2.6 Peso volumétrico ou massa especifica ou den  sidade

Ambos os hibridos de milho apresentaram reducdo do peso volumétrico, durante a
armazenagem em todos os acondicionamentos avaliados (Tabela 10). Contudo, o milho do
hibrido 2B688RR acondicionado em bolsas herméticas apresentou os menores indices de
perdas no peso volumétrico, durante o tempo de armazenagem, ao se considerar 0 peso
inicial e final, estando entre os acondicionamentos com os maiores valores a partir dos

9 meses de armazenagem.
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Enquanto no hibrido de milho 30K73HX, o milho armazenado em espigas
apresentou-se durante todo o tempo entre os acondicionamentos com os maiores valores de
peso volumétrico. Ferrari Filho (2011) e Schuh et al. (2011), indiferentemente do tratamento
de secagem utilizado, também constataram perdas significativas no peso volumétrico dos
graos de milho, ao longo da armazenagem.

O peso volumétrico dos graos esta diretamente relacionado a sua integridade e sua
reducdo é concomitante ao grau de deterioracdo durante a armazenagem (FERRARI
FILHO, 2011). Isso pode ser verificado ao inter-relacionar os resultados apresentados nas
Tabelas 7 e 8 com os de peso volumétrico (Tabela 10). A redugdo dos constituintes
nutricionais (lipidios, carboidratos, proteinas, vitaminas), gerado pelo metabolismo dos gréos
e organismos agregados, durante a armazenagem, causam perdas da matéria organica, do
peso volumétrico e da matéria seca (FLEURAT-LESSARD, 2002; SCHUH et al., 2011). Para
Leal (2012), quanto maior a densidade (peso volumétrico) dos gréos maior o valor

nutricional e energeético.

Tabela 10 Peso volumétrico dos gréos® de milho (kg m?®) submetidos a diferentes
acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
2B688RR
0 908,7518,92™ 908,7548,92™ 908,75+8,92"* 897,59+19,50"%2
3 862,13+11,94%“®  835,77+10,29° 879.92+12,67% 881,03+8,32%2
6 883,14+13,23%"  893,12+2,85°* 888,19+10,88%  901,46+12,65"
9 885,53+4,71%° 909,64+4,17"* 878,48+3,32%" 881,93+10,76%
12 837,79+7,16°* 844,98+2,83° 809,31+3,36% 831,71+17,58°%
CV(%)= 2,02
30K73Hx
0 928,515,01"" 928,515,01™ 928,5145,01"* 930,09+6,20"
3 870,3248,03%° 848,38+5,50>° 880,67+7,95% 929,97+9,15"
6 893,2416,69 902,44+4,05% 895,25+5,73% 940,88+15,97"2
9 881,07+6,48° 908,40£3,69°* 883,26+9,13% 893,7443,62°%%
12 850,7848,99°° 866,0516,48° 816,92+4,78%° 885,15+11,76%

CV(%)= 0,80

Notas: ©Médias seguidas de letras distintas, minascula na linha e mailscula na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. + seguido pelo desvio padrdo da média.
CV(%): coeficiente de variacéo.

Tanto Bento (2011), avaliando a qualidade fisica de graos de milho armazenados por
até 30 dias em diferentes regibes do Mato Grosso, nas safras 2009 e 2010, quanto
Paraginski (2013), avaliando os efeitos da temperatura de armazenamento, durante doze
meses, sobre parametros de qualidade tecnolégica de gréos de milho, verificaram que todas

as amostras apresentavam massa especifica superior ao padrdo 750 kg m3, o que indica
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alta qualidade dos gréos. Simioni et al. (2010) observam que, embora o peso volumétrico
seja utilizado nas industrias processadoras como um indicador de qualidade e rendimento,
esse ndo é um parametro presente nos padrfes de classificacdo e comercializacao de milho
no Brasil.

Leal (2012) observou que, durante a respiracdo, 0s graos consomem matéria seca,
Ou seja, no processo respiratorio o oxigénio € absorvido e os carboidratos se transformam
em gas carbbnico, agua e calor, consequentemente, causando perda de peso dos gréos.
Esse processo é conhecido como quebra técnica e ocorre em torno de 0,3% ao més dos
grdos armazenados no Brasil. A temperatura, o teor de 4gua, os insetos e os fungos sao os
principais agentes influentes na aceleracdo da respiracdo dos gréos e, consequentemente,

influenciam na reducgéo da massa especifica dos graos.

5.1.2.7 Peso de mil gréos

Nos acondicionamentos em sacaria convencional, bolsas herméticas e silo do hibrido
de milho 2B688RR n&o houve alteracdo significativa do peso de mil gréos ao longo do
tempo de armazenagem (Tabela 11). Entretanto, o milho armazenado em espigas reduziu
significativamente o peso do 6 © ao 12° més (8,17%), variando, respectivamente, de 289,40
a 275,29 g. Embora os graos de milho das espigas tivessem o0 maior peso de mil graos no
inicio da armazenagem, aos 12 meses apresentaram o menor valor em relacdo aos demais
acondicionamentos. Ferrari Filho (2011) também constatou a reducao do peso de mil graos,
durante a armazenagem, em dois dos trés tratamentos de secagem por ele avaliados, cuja
maior variabilidade foi de 292,39 a 276,26 ¢, respectivamente, no inicio e fim da

armazenagem.
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Tabela 11 Peso de mil gréos (g)™” de milho submetido a diferentes acondicionamentos de
armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
2B688RR
0 284,95+1,50™ 284,95+1,50™ 284,95+1,50"° 299,78+1,80°
3 291,23+2,45"%° 287,3840,71"° 290,7945,58" 299,6624,41"2
6 288,85+1,80™ 286,47+3,88™ 291,11+5,14"* 289,404,215
9 287,79+1,63"* 292,49+3,11" 287,52+3,07°% 280,79+10,595°
12 286,05+3,37" 290,32+1,53" 287,95+3,39™ 275,29+9,66°
CV(%)= 1,50
30k73Hx
0 287,00£1,25™ 287,00£1,25™ 287,00+1,25% 282,00+1,40°°2
3 289,83+1,37"" 290,80+0,51"* 291,32+3,02"% 291,81+2,33"
6 285,48+3,91"" 287,63+3,86™ 287,09+0,54"%2 277,32+3,66™°
9 287,07+1,61" 288,21+1,45" 287,49+2,72"%% 288 23+3,11°%
12 289,10+1,99* 289,65+1,35" 288,88+0,70"%  287,18+1,37°®
CV=0,74%

Notas: ““Médias seguidas de letras distintas, mindscula na linha e mailscula na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. + seguido pelo desvio padrdo da média.
CV(%): coeficiente de variacéo.

No hibrido de milho 30K73Hx néo se verificou alteracdo significativa do peso de mil
graos, ao longo do tempo de armazenagem, nos acondicionamentos em sacaria
convencional e bolsa hermética (Tabela 11). No milho armazenado em espigas, observa-se
grande variabilidade e, quando acondicionado em silo, a variacdo ocorreu somente aos
3 meses. Entre os acondicionamentos, s6 houve diferenca aos 6 meses quando as espigas
apresentam os graos de milho com menor peso.

O peso de mil grdos € um atributo utilizado na avaliacdo da integridade fisica dos
graos. Segundo as regras para analise de sementes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2009), esse atributo fornece informagdes sobre o tamanho das
sementes, e sobre o estado de maturidade e de sanidadedos grdos. Para Derera et al.

(2014), a perda de peso dos grdos de milho durante a armazenagem € resultado da

infestacdo por insetos e microrganismos.

5.1.3 Microbiota: perfil geral

Ao analisar a microbiota das amostras de milho procedentes do processo de
secagem nhatural ao sol, considerado o tempo zero de armazenagem (ao todo 12 amostras,

6 por hibrido de milho, sendo 3 de gréos e 3 de espigas), ndo foi detectada a presenca de
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Aspergillus sp. em ambos os hibridos, enquanto Fusarium sp. e Penicillium sp. foram
encontrados em todas as amostras (Tabela 12). Almeida, Correa e Mallozzi (2000)
avaliando a microbiota fangica de 3 hibridos de milho recém-colhidos, oriundos de trés
regides do Estado de S&o Paulo, ndo detectaram a presenca de Aspergillus sp. nas
amostras oriundas de Ribeirdo Preto, enquanto os fungos dos géneros Fusarium sp. e
Penicillium sp. foram diagnosticados em 77,8% e 50% das amostras. Para Coradi (2010), a
presenca de fungos filamentosos tais como Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp.
em graos representa risco de contamina¢ao por micotoxinas.

Rocha (2010), avaliando amostras de milho recém-colhidas, em Santa Maria - RS,
detectou Fusarium sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp., respectivamente em 91,3, 19,2 e
9,8%, enquanto em Nova Odessa — SP, nessa mesma ordem 96,2, 15,4% e nd'!. Dias
(2012), avaliando a qualidade sanitaria dos grdos de milho antes da armazenagem
constatou a presenga de Fusarium verticillioides em 100% das amostras e uma baixa
incidéncia de Aspergillus flavus.

Ramos (2008), ao avaliar a microflora presente em gréos de milho recém-colhidos de
diferentes hibridos, oriundos de diversas zonas macro-climéaticas do Brasil, constatou que
independente da zona climatica, do hibrido e da interacdo dessas variaveis, os fungos de
maior incidéncia, durante a safra verdo e safrinha 2007, foram Fusarium sp. e Penicillium sp.

Catao et al. (2007) constataram diferencas significativas entre dois hibridos de milho
na qualidade microbiolégica dos grdos, a incidéncia de Fusarium sp. foi respectivamente
73,75 e 98,25% e Penicillium sp. 1,5 e 7,25%, ndo sendo detectado Aspergillus sp.
Stefanello et al. (2012) constataram diferencas na incidéncia de Aspergillus sp. e Fusarium
sp. entre trés hibridos de milho, e para o ultimo género verificaram também diferencas entre
as épocas de semeadura, safra de verao e safrinha de inverno.

Conforme relatado pelos diversos autores acima, ocorre variabilidade na incidéncia
de Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. nos graos de milho entre locais, zona
climética, safras, hibridos de milho, umidade de colheita, época e densidade de semeadura,
também entre outras condi¢des. Isto esta atrelado ao fato de que determinadas condi¢des
edafocliméticas favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo de algumas espécies de

fungos em detrimento a outras (MARIN et al., 1998c).

1 N&o detectado.
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Tabela 12 Incidéncia (%) e contagem (UFC g™) de bolores nos gréos de milho dos hibridos
2B688RR e 30K73Hx apds a secagem (inicio da armazenagem) e durante os 12
meses de armazenagem

Hibrido 2B688RR Hibrido 30K73Hx
Contagem (UFC g™) Incidéncia  Contagem (UFC g™) Incidéncia
Fungos Minimo Maximo (%) Minimo Méaximo (%)

ApoOs a secagem (inicio da Armazenagem)

Aspergillus sp. -

Fusarium sp. - 5,29 x10* 100 - 6,65 x10° 100
Penicillium sp. - 1,70 x10* 100 - 7,12 x10° 100
Total™" 1,66 x10° 2,45 x10° 100 1,63x10*" 2,28 x10° 100
Durante os 12 meses de armazenagem
Aspergillus sp. - 1,25 x10° 18,52 - 5 x10° 22,22
Fusarium sp. - 5,95 x10° 96,30 - 5,91 x10* 75,93
Penicillium sp. 1,71 x10° 94,44 - 7,72 x10* 94,44

Total*" 1 x10? 6,45 x10° 100 4,5 x10 3,49 x10° 100

Nota: " Contagem total de bolores e leveduras.

Nas amostras de milho analisadas, do inicio da armazenagem até os 12 meses, ao
todo 108, sendo 54 amostras de cada hibrido, constatou-se a presenca de fungos dos
géneros Penicillium, Fusarium e Aspergillus em ambos os hibridos (Tabela 12). O milho do
hibrido 2B688RR obteve niveis maiores de contagem total de bolores e leveduras que o
milho do hibrido 30K73Hx (6,45 x10° a 3,49 x10° UFC g), e de ocorréncia e contagem de
Fusarium sp. (96,30 a 75,93% e 5,91 x10* a 5,95 x10° UFC g*), enquanto a incidéncia e a
contagem de Aspergillus sp. foram maiores no hibrido de milho 30k73Hx (respectivamente
22,22 a 18,52% e 5 x10° a 1,25 x10° UFC g™). Embora a ocorréncia de Penicillium sp. nas
amostras represente 94,44%, para ambos os hibridos, a contagem foi maior no hibrido de
milho 2B688RR (1,71 x10° a 7,72 x10* UFC g). Também para Ramos (2008), o género
mais incidente nos graos de milho foi Penicillium sp.

Na avaliacdo da qualidade fisica e sanitaria de graos de milho, armazenados por até
30 dias em diferentes regides do Estado do Mato Grosso, nas safras 2009 e 2010, Bento
(2011) analisou 126 amostras da primeira safra e 90 da segunda, encontrando
predominancia dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium em média em 39,53, 17,57 e
19,15% das amostras da safra 2009 e 7,80, 2,76 e 2,10% da safra 2010. Silva (2007b),
analisando o efeito do tempo entre a colheita e a pré-secagem na incidéncia fingica e na
contaminagdo por micotoxinas, em 870 amostras de milho do norte do Estado do Parang,
coletadas na recepcdo e apds pré-secagem, encontrou respectivamente nestas etapas
Aspergillus sp. em 6 e 15%, Penicillium sp. em 90 e 95% e Fusarium sp. em 100% das
amostras.

Observa-se na Tabela 12, em relacdo a contagem maxima de todos os géneros um

aumento dos niveis, do inicio da armazenagem aos 12 meses, para ambos os hibridos de
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milho. Embora o percentual de incidéncia nas amostras tenha diminuido para os géneros
Fusarium e Penicillium e aumentado para Aspergillus sp., esse cenario esta relacionado a
classificacdo desses géneros em fungos de campo (Fusarium sp.) e fungos de
armazenagem (Penicillium sp. e Aspergillus sp.). Entretanto, essa separacado ndo € absoluta
por se verificar a incidéncia Fusarium sp. e Penicillium sp. em ambas as etapas de producéo
(SCUSSEL, 2002).

Apesar de estes trés géneros serem 0s que mais acometem os grdos de milho, da
lavoura até a armazenagem (DILKIN et al., 2000; HERMANNS et al., 2006; LAMBONI;
HELL, 2009; MARQUES et al.,, 2009; BENTO et al., 2012; DIAS, 2012; MOHALE et al.
2013), a espécie Fusarium verticillioides é predominante no milho recém-colhido (ONO et
al., 2006; ROCHA, 2010). Segundo Tédihou et al. (2012), sua alta incidéncia pode restringir
o desenvolvimento do género Aspergillus pela competicdo entre espécies.

Complexas interacdes entre atividade de &gua, temperatura e composicdo do
substrato podem definir quais espécies prevalecem em meio ao ecossistema dos gréos
(MARIN et al., 1998a). Entretanto, elevada atividade de &gua (0,98) e temperatura amena
(em torno de 15 °C) favorecem as espécies Fusarium, elevando a sua capacidade
competitiva em detrimento das espécies Aspergillus sp (ATAYDE, 2013). Marin et al.
(1998b) descrevem que espécies de Fusarium séo capazes de colonizar rapidamente graos
danificados, reduzindo a fonte de nutrientes disponivel a outros fungos, como o Aspergillus
flavus e interferindo na producéo de aflatoxinas.

Para Lillehoj et al. (1982), F. verticilliodes e A. flavus possuem uma relacdo de
antagonismo passivo de forte competicdo, de modo que a espécie dominante sera a que
estiver em maior numero, melhor adaptada ao substrato e as condicbes ambientais podendo
inibir o desenvolvimento da outra. Agregando essas informacdes aos resultados da
Tabela 12 e ao fato de o género Fusarium adaptar-se melhor ao clima frio que o Aspergillus
sp., pode-se inferir que a baixa incidéncia deste Ultimo, neste experimento (armazenagem
de inverno), esta relacionada a competicdo entre as espécies.

Ainda, segundo Coradi (2010), a alta infeccdo por Fusarium sp., em milho
armazenado, esta relacionada a baixa qualidade dos graos desde a colheita, pelos elevados
indices de gréos avariados (quebrados, trincados, ardidos, carunchados, mofados, brotados,
trincados), cujos fatores causadores sdo as precipitagbes pluviométricas de grande
intensidade, associadas a altas temperaturas do ar, ataques de insetos durante o cultivo,
retardamento da colheita e a regulagem inadequada das colheitadeiras que aumentam o0s

danos nos graos.
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A seguir, nas figuras 8-13 estdo representados os resultados médios de contagem de
Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e o total de bolores e leveduras em ambos o0s

hibridos de milho, nos diferentes acondicionamentos de armazenagem.

5.1.3.1 Aspergillus sp. nos diferentes acondicionamentos de armazenagem

O género Aspergillus foi encontrado em 22 das 108 amostras analisadas neste
experimento de armazenagem. Sendo, 18,52% no hibrido de milho 2B688RR e 22,22% no
hibrido de milho 30K73Hx. No primeiro, a presenca foi maior nos acondicionamentos em
sacarias convencionais e bolsas herméticas, 20% das amostras destes, e menor nos silos e
nas espigas, 13,33% das amostras. No segundo, a presenga do fungo foi, respectivamente,
26,67, 20, 20 e 13,33%, nos acondicionamentos em sacarias convencionais, bolsas
herméticas, espigas e silo.

Apesar da grande variabilidade na contagem de Aspergillus sp. (Figuras 8 (a) e (b)),
ndo se constatou diferenga estatistica significativa entre os tratamentos analisados (p>0,05
pelo teste Kruskal-Wallis), para ambos os hibridos de milho, isto €, ndo houve influéncia da
interacdo tipo de acondicionamento e tempo de armazenagem e nem mesmo dos fatores
individualmente. Ferrari Fillho (2011) também nado constatou diferenca significativa na
incidéncia de Aspergillus sp. ao longo do tempo de armazenagem, em grdos milho secos
naturalmente ao sol e armazenados durante 9 meses em silo de concreto.

Antonello et al. (2009), observando a incidéncia de Aspergillus sp. em gréos de milho
armazenados em garrafas tipo PET e sacos de algoddo, perceberam uma pequena
incidéncia inicial (2%) do fungo nas embalagens plasticas, com o acréscimo durante
armazenagem chegando aos 46% no quarto més, ao passo que nos sacos de algoddo nao
foi possivel verificar um padrdo de comportamento para a incidéncia deste fungo durante a
armazenagem.

Ao observar as figuras 8 (a) e (b) nota-se que esse fungo foi detectado somente aos
3 meses de armazenagem, apresentando um progressivo aumento até os 9 meses no
hibrido de milho 2B688RR e até 6 meses no hibrido de milho 30K73Hx. O acréscimo na
contagem de colbnias, aos 6 meses de armazenagem (jan/2012), em ambos os hibridos,
pode ser atribuido as condi¢des climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento. Pois se
registraram na estagdo meteoroldégica do campus, no periodo dos 4 aos 7 meses de
armazenagem, as condicdes referenciadas por alguns autores (DILKIN et al., 2000; BENTO,
2011) como étimas, tanto para o crescimento micelial quanto para a germinagéo de esporos
desse género. As médias mensais de temperatura e UR registradas de nov/2012 a fev/2013
foram, respectivamente, 23,6 °C e 66,8%; 24,3 °C e 80,6%; 23,2°C e 71,9%; 23 °C e 79,6%.



63

Esses resultados corroboram com Cruz (2010) que observa que a contaminacao de
graos de milho por Aspergillus sp. é favorecida por temperaturas entre 23-26 °C e UR=75%,

ressaltando que temperaturas acima de 27 °C e UR=285% propiciam a produgdo de

aflatoxinas.
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Figura8 Contagem média de colénias Aspergillus sp. (x 10®° UFC g-1) no milho do
armazenamento safra de inverno, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

5.1.3.2 Fusarium sp. nos diferentes acondicionamentos de armazenagem

A presenca do género Fusarium foi constatada em 93 das 108 amostras analisadas
neste experimento de armazenagem. Em 96,30% das amostras do hibrido de milho
2B688RR e 75,93% do hibrido de milho 30K73Hx. No primeiro, verificou-se a presenca
deste em 93,33% das amostras das sacarias convencionais e das espigas e, em 100% das
amostras dos demais acondicionamentos; No segundo, a presenca do fungo foi 86,67,
73,33, 80 e 73,33%, respectivamente, nos acondicionamentos em sacarias convencionais,
bolsas herméticas, espigas e silo.

Contudo, a contagem de Fusarium sp. ndo foi influenciada (p>0,05) pela interacdo
tipos de acondicionamento e tempos de armazenagem, somente pelo fator tempo (p < 0,05)
nos dois hibridos de milho (Figuras 9 (a) e (b)). Verifica-se em ambos os hibridos de milho
uma reducdo na ocorréncia desse género fungico, apdés os 6 meses de armazenagem, O
gue ja era esperado, pois é classificado como fungo de campo, cuja incidéncia e proliferacéo
demanda grédos com alto teor de umidade, acondicionados em ambientes com umidade
relativa do ar entre 70-90% (NOGAIM, 2012).
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Figura9 Contagem média de coldnias Fusarium sp. ho milho do armazenamento safra de
inverno, em diferentes acondicionamentos e tempos de armazenagem para 0s
hibridos de milho: (a) 2B688RR (x 10* UFC g™) (b) 30K73Hx (x 102 UFC g™).

Nota: Letras mailsculas distintas entre os tempos de armazenagem denotam diferencas
entre estes pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A reducéo da ocorréncia de Fusarium sp. pode estar atrelada a competicdo entre as
espécies, pois aos 6 meses o0 hibrido 30K73Hx (Figura 8 (b)) apresentou maior incidéncia de
Aspergillus sp., enquanto no hibrido 2B688RR ocorreu entre 0os 6 e 9 meses (Figura 8 (a)).

A competicdo entre espécies, aliada a condicBes ambientais propicias, favorecem o
desenvolvimento de algumas, inibindo o de outras (MARIN et al., 1998a). Para Figueira et al.
(2003), a interacao entre espécies da microflora de graos diminui a colonizacdo de Fusarium
sp. com o tempo de armazenagem, em diferentes temperaturas e a,,. Segundo Deacon et al.
(1984), F. verticillioides e A. flavus sdo grandes competidores, tanto por espac¢o quanto por
nutrientes. Rocha (2010) também constatou correlacdo negativa moderada (r = -0,61) entre
0 crescimento de Fusarium sp. e Aspergillus sp., observando que o crescimento de um
género varia inversamente em funcao do crescimento do outro.

Santin et al. (2009), avaliando a qualidade microbiologica de grdos de milho secos
com ar natural forcado e armazenados em trés silos de alambrado por 206 dias, também
constataram que a incidéncia de fungos do género Fusarium (F. verticillioides e F.
graminearum) foi reduzindo a partir da colheita e durante o periodo de armazenamento,

tendo perda de viabilidade do inéculo aos 112 dias ap6és a colheita.
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5.1.3.3Penicillium sp. nos diferentes acondicionamentos de armazenagem

Verificou-se a presenca de Penicillium sp. em 94,44% das amostras de ambos o0s
hibridos de milho, isto €, em 102 amostras deste experimento. No hibrido de milho 2B688RR
respectivamente em 100% das amostras acondicionadas em sacarias convencionais e em
espigas, 93,33% das amostras em bolsas herméticas e 86,67% em silo. Enquanto no hibrido
de milho 30K73Hx em 100% das amostras armazenadas em espigas e em 93,33% das
amostras dos demais acondicionamentos de armazenagem.

No hibrido de milho 2B688RR a contagem de Penicillium sp. (Figura 10 (a)) nao foi
influenciada (p>0,05) pela interacdo tipo de acondicionamento e tempo de armazenagem,
somente pelo fator tipo de acondicionamento (p < 0,05). As armazenagens em espigas e as
sacarias convencionais apresentaram as maiores contagens de Penicillium sp. Apesar de
ndo haver diferenca significativa na incidéncia deste género entre os tempos de
armazenagem, observa-se especialmente para o milho armazenado em espigas maior
incidéncia entre 3 e 9 meses, justamente entre outubro e abril, meses em que foram
registradas as maiores temperatura do ar (Figura 6 a)

No hibrido de milho 30K73Hx a contagem de Penicillium sp foi influenciada (p < 0,05)
pela interacdo tipo de acondicionamento e tempo de armazenagem (Figura 10 (b)).
Mantendo-se estavel durante a armazenagem no acondicionamento em sacarias
convencionais, reduzindo nos acondicionamentos em silo metalico e nas bolsas herméticas
(exceto aos 9 meses). No milho armazenado em espigas ocorreu reducdo aos 3 meses e,
em seguida, aumento, de modo que, aos 12 meses de armazenagem, esse

acondicionamento apresentou a maior contagem de Penicillium sp.
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Figura 10 Contagem média de colénias Penicillium sp. ho milho do armazenamento safra
de inverno, em diferentes acondicionamentos e tempos de armazenagem para
os hibridos de milho: (a) 2B688RR (x 10* UFC g™) (b) 30K73Hx (x 102 UFC g™).

Nota: Letras distintas, mindascula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Ferrari Filho (2011) constatou, no seu experimento de 9 meses de armazenagem,
com graos de milho secos ao sol, que a incidéncia de fungos do género Penicillium sp.
reduziu a partir dos 6 meses, resultados que corroboram os obtidos por Antonello et al.
(2009). Para estes autores a reducdo da incidéncia de Penicillium sp., durante a
armazenagem, verificada nas embalagens plasticas (PET), esta relacionada ao aumento da
incidéncia de Aspergillus sp., sendo justificada pela competicdo entre espécies pelo mesmo

substrato nutricional.

5.1.3.4Contagem total de bolores e leveduras nos d iferentes acondicionamentos de

armazenagem

Embora a contagem de bolores e leveduras tenha sido verificada em 100% das
amostras analisadas, variando de 4,5 x 10 a 3,49 x 10° UFC g™ no hibrido de milho 30k73Hx
e de 1 x 10% a 6,45 x 10° UFC g™ no hibrido de milho 2B688RR, essa contagem nao foi
influenciada (p>0,05) pela interacao tipos de acondicionamento e tempos de armazenagem
no hibrido de milho 2B668RR, somente pelo fator tempo de armazenagem (p < 0,05), Figura

11 (a), reduzindo significativamente com o passar do tempo.
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Figura1l Contagem média de bolores e leveduras (x 10 UFC g') no milho do
armazenamento safra de inverno, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para o0s hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Nota: Letras distintas, mindscula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

No hibrido de milho 30k73Hx a contagem total de bolores e leveduras foi influenciada
(p < 0,05) pela interacéao tipos de acondicionamento e tempos de armazenagem (Figura 11
(b)), diminuindo ao longo do tempo nos acondicionamentos em bolsas herméticas e silo e se
mantendo nas armazenagens em sacarias convencionais e espigas. Apesar de, este Ultimo
acondicionamento apresentar a menor contagem inicial de bolores e leveduras em relacdo
aos demais, aos 12 meses apresentou a maior contagem.

Nogaim (2012) avaliando 30 amostras de graos de milho coletadas no Ibb (Yemen),
obteve na contagem total de bolores das amostras uma variacdo de 5,2 x 10* a
3x10°UFC g*. Os géneros flingicos mais frequentes encontrados nas amostras foram
Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Rhizophus, respectivamente em 26,1, 35,11, 24,3 e
14,5%.

5.1.4 Ocorréncia de aflatoxinas (B 1, B,, G1 e Gy)

Em virtude de as amostras de milho armazenado n&do terem sido submetidas a
qgualquer processo fisico-quimico, que pudesse degradar os fungos e as micotoxinas
presentes, somente se avaliou a ocorréncia de aflatoxinas nas 22 amostras que continham

colénias do possivel agente produtor Aspergillus sp. Segundo Scussel (2002), a presenca
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de fungos com potencial toxigénico nos graos nao garante a contaminag¢ao por micotoxinas,
mas fornece a possibilidade, assim como, subprodutos e derivados processados ou que
passaram por algum tratamento termoquimico podem estar infectados pelas aflatoxinas e
nao apresentarem incidéncia do fungo produtor.

A presenca de Aspergillus sp. em milho, referenciado por muitos pesquisadores
como alimento suscetivel a contaminacao por aflatoxinas, representa um risco potencial a
seguranca alimentar, logo as determina¢Bes analiticas sdo imprescindiveis para estudo,
monitoramento e fiscalizacdo (SILVA, 2007a).

As curvas de calibracdo construidas com as solugBes de trabalho de todos os
compostos (B, B,, G, e G,) apresentaram linearidade, visto que R? = 0,99 para todas as
curvas. Os limites de deteccéo obtidos na anélise de aflatoxinas foram 1,0 pg kg™ para B, e
0,50 pg kg* para By, G, e G,. Os coeficientes de recuperacéo obtidos nas amostras
contaminadas foram 70,35, 97,65, 74,45 e 71,4% respectivamente para as aflatoxinas By,
B,, G; e G,. Estes niveis de recuperacdo estdo dentro da faixa aceitavel (70 a 110%),
preconizada pelo regulamento (CE) n° 401/2006 de 23 de fevereiro de 2006, da Uniéo
Europeia, para recuperacdo de concentragbes de aflatoxinas B;, B,, G; e G, entre 1 a
10 pg kg™ (JOUE, 2006).

Destas 22 amostras, detectaram-se aflatoxinas em 15 (68,18%), em niveis de 2,87 a
14,45 pg kg™ (Figura 12), respectivamente 53,33 e 46,67% nos hibridos de milho 30K73Hx e
2B688RR. Apesar das aflatoxinas serem detectadas em 68,18% das amostras analisadas,
0s niveis de contaminacdo (B;+B,+G;+G,) encontrados foram inferiores ao LMT pela
legislacéo brasileira (ANVISA, 2011) de 20 pg kg* para milhdo em gréo. Entretanto, para
outros paises o nivel de contaminacéo encontrado poderia comprometer o consumo de boa
parte das amostras de milho analisadas, pois, segundo dados da FAO (2003), outros 54
paises possuem LMT<15 pg kg™ (Figura 13 (a)) e, ainda, 61 paises do mundo regulamentam
um LMT para a presenca de aflatoxina B; (Figura 13 (b)), por serem estas as mais toxicas
do grupo.

O tipo de aflatoxina mais incidente foi a B, (Figura 12), sendo detectada em 12
amostras, seguida da G, e da By, respectivamente em 5 e 2 amostras. A presenca da toxina
G, néo foi detectada em nenhuma das amostras. Para Dilkin et al. (2000) e Scussel (2002),
a toxicidade do grupo decresce nessa ordem B; > G; > B, > G,, com a propor¢do de
toxicidade 50, 20 e 10% em relacdo a B;. Diante desse quadro, pode-se inferir que 0s niveis
de contaminacgdo encontrados ndo comprometem o aproveitamento destes grdos no Brasil,
primeiro porque os niveis de contaminag¢do (B;+B,+G;+G;) encontrados estdo dentro da
faixa permitida pela ANVISA (2011) e, segundo, porque 0 composto de maior viruléncia (B;)

teve baixa incidéncia, apenas 13,3% das amostras foi contaminada.



69

30K73Hx

12

30K73Hx

30K73Hx

30K73Hx

30K73Hx

2B688RR

2B688RR

30K73Hx

30K73Hx

2B688RR

2B688RR

2B688RR

30K73Hx

2B688RR

Tempos de armazenagem {meses), tipos de acondicionamentos e hibridos de
milho

2B688RR

SC2/ E1 SC2 SC2|BH2|{S1 E3 SC3BH3 S1|E1|E2[BH1|S51 S2

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentracdo em ug kg-1

MBl MB2 MGl MG2

Figura 12 Ocorréncia de aflatoxinas (B, B, G, e G,) em pg kg™, nas amostras de milho
dos hibridos 2B688RR e 30K73HX, durante o armazenamento safra de inverno
nos diferentes acondicionamentos de armazenagem (SC: sacarias
convencionais; BH: bolsas hermeticas; S: silos metalicos; E: espigas), 0S
nameros (1,2 ou 3) compreendem a repeticdo do tratamento no respectivo
tempo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Silva (2007a), avaliando amostras
de milho em grdo, coletadas em fabricas de racdo para aves da Bahia. Ele constatou
aflatoxinas em 10% das 80 amostras em niveis de 1 a 5 pg kg™*. Enquanto Moreno (2008)
detectou aflatoxinas em 12% das amostras de milho, recém-colhidas na safra 2003, em
niveis de 5 a 56 pg kg™ e, em apenas 4% das amostras da safra 2004, com niveis de 12 a
52 ug kg™.

Bento (2011) analisando amostras de milho em gréo das safras 2009 e 2010,
armazenados por até 30 dias em quatro regides do Mato Grosso, também néo constatou, na
safra 2009, niveis de contaminacdo acima do permitido pela ANVISA (2011), para a soma
de aflatoxinas (B;+B,+G;+G;). J& na safra 2010, a ocorréncia de aflatoxinas foi detectada
somente nas amostras das regifes oeste e leste; na primeira regido em niveis abaixo do

maximo permitido, enquanto na segunda regido, 58,33% das amostras apresentaram-se
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acima do limite, em niveis de até 108,7 ug kg™, destas amostras 23, 20, 20 e 9% estavam

contaminadas, respectivamente com By, B,, G; e G..
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Figura 13 Numero de paises do mundo com limite maximo de toleréncia nos alimentos (a)
para a soma das Aflatoxinas (B;+B,+G1+G,) (b) para Aflatoxina B;.

Fonte: FAO (2003).

Na Figura 12, também se verifica que 20% das contaminagfes por aflatoxinas
ocorrem no milho acondicionado em bolsas herméticas e 26,67% em cada um dos demais
acondicionamentos. Além disso, 66,66% destas ocorréncias (10 amostras) sdo registradas
dos 6 aos 9 meses de armazenagem, coincidentemente nos periodos com as maiores
temperaturas médias do ar e UR média acima de 70%, respectivamente 19,2 °C e 69,25%,
23,7 °C e 73,1%, 21,4 °C e 77,27%, 16,2 °C e 81,87% para os periodos 0-3 meses, 3-6
meses, 6-9 meses e 9-12 meses. Esses resultados estdo relacionados aos obtidos por
Travaglia (2011), que observou a producdo de aflatoxinas em grdos de milho armazenados,
em temperaturas entre 15-42 °C, com produg¢do maxima 25-30 °C. Para Dilkin et al. (2000),
a faixa o6tima compreende 24-35 °C e UR entre 80-85%.

Nas Figuras 14 (a) e (b) observa-se que, até os 6 meses de armazenagem, 71,43%
das amostras contaminadas com aflatoxinas eram do hibrido de milho 2B688RR, enquanto
dos 9 aos 12 meses o quadro se inverte e 75% das amostras contaminadas séo do hibrido
de milho 30K73Hx.

Apesar de se observar grande variabilidade na ocorréncia de aflatoxinas
(B1+B,+G1+G,) (Figuras 14 (a) e (b)), ndo se constataram diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos analisados (p>0,05 pelo teste Kruskal-Wallis), em ambos
os hibridos de milho, isto €, ndo houve influéncia da interagéo tipo de acondicionamento e

tempo de armazenagem e, nem mesmo, desses fatores individualmente.
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Figura 14 Ocorréncia média de aflatoxinas (B;+B,+G;+G,) no milho durante o
armazenamento de inverno, em diferentes acondicionamentos de armazenagem
para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Embora ndo tenha sido verificada diferenca entre os tipos de acondicionamento
avaliados na ocorréncia de aflatoxinas, Hell et al. (2000), analisando os niveis de
contaminagdo por aflatoxinas em milho armazenado em pequenas propriedades rurais de
Benin, oeste da Africa, concluiram que as boas praticas de armazenagem, juntamente com
a conscientizacdo dos produtores em relacdo ao danos que as aflatoxinas presentes no
milho armazenado podem provocar aos humanos e animais, tém grande influéncia na

reducdo dos niveis de contaminacao.

5.1.5 Consideragdes sobre o armazenamento do milho safra de inverno

O acondicionamento em bolsas herméticas foi 0 que apresentou graos com menores
teores de agua, ao longo do tempo, em ambos os hibridos de milho; ao passo que o milho
armazenado em espigas apresentou 0S maiores teores. Baixos teores de agua sdo
importantes para reducdo da deterioracdo dos grdos durante o armazenamento, pois
diminuem a taxa respiratéria dos graos e limitam a proliferacéo fungica (FARONI et al., 2005;
SANTOS et al., 2012).

O milho acondicionado em bolsas herméticas foi estavel também para o teor de
lipidios, em ambos os hibridos, e ainda para o teor de cinzas no hibrido de milho 30K73Hx.
Os teores de lipidios mantiveram-se estaveis com o tempo de armazenagem, no milho

acondicionado em sacarias convencionais e nos silos para o hibrido 30K73Hx.
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Os lipidios sé@o constituintes essenciais no balanco energético das racdes animais,
sendo a manutencdo desse atributo e do conteldo de proteinas dos gréos, durante a
armazenagem, imprescindivel, pois a reducdo dos seus niveis acarreta 0 empobrecimento
nutricional das racdes. Como o aumento do percentual de cinzas, durante a armazenagem,
esta relacionado a degradacdo de outros constituintes e, consequentemente, da perda de
qualidade dos graos, a estabilidade dos niveis desse atributo € um importante quesito a ser
considerado durante a armazenagem.

Nos atributos quantitativos avaliados, porcentagem de grédos sem defeito e peso
volumétrico, houve significativas perdas durante o periodo de armazenagem para todos 0s
acondicionamentos. Enquanto o peso de mil grados, sO teve variabilidade durante a
armazenagem no milho armazenado em espigas, cujos piores valores sao apresentados no
hibrido de milho 2B688RR.

Em relacdo ao comportamento da microbiota, a contagem de Aspergillus sp.,
Fusarium sp. e total de bolores e leveduras (no hibrido de milho 2B688RR) n&o diferiu entre
os tipos de acondicionamento analisados. A contagem de Fusarium sp. e o total de bolores
e leveduras tenderam a diminuir ao longo do tempo de armazenagem, com excecdo da
contagem total de bolores e leveduras na armazenagem em espigas do hibrido de milho
30k73Hx. A contagem de Penicillium sp. nos graos foi maior na armazenagem em espigas e
menor nos acondicionamentos em bolsas herméticas e silos (hibrido de milho 2B688RR) e
tendeu a diminuir, com o tempo, nos mesmos acondicionamentos que os do hibrido de milho
30k73Hx.

Em ambos os hibridos de milho, ndo foi possivel verificar influéncia dos tipos de
acondicionamento e tempos de armazenagem na ocorréncia de aflatoxinas (B;+B,+G+G,) e
na incidéncia do género produtor Aspergillus sp.

Os niveis de aflatoxinas encontrados est&o abaixo do LMT (20 pg kg™) pela ANVISA
(2011) e, ainda, a incidéncia da aflatoxina B, mais téxica do grupo foi baixa, indicando que o
milho analisado esta apto para o consumo, ndo oferecendo riscos a seguranca alimentar,
dentro das fronteiras nacionais, contudo, se fosse armazenado para fins de exportacdo

poder-se-ia deparar com transtornos em varios paises nos quais os LMT sao menores.

5.2 Armazenamento do milho safra de verao

O experimento de armazenagem de verdo foi realizado entre fev/2013 e fev/2014,

analogamente ao experimento de armazenagem de inverno. Foram avaliados os atributos
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de qualidade dos graos, incidéncia fungica e ocorréncia de aflatoxinas (B, B,, G; e G,) nos
mesmos dois hibridos de milho (2B688RR, 30K73HXx), com a diferenca que estes foram
cultivados na safra de verdo 2012/2013 e, igualmente, armazenados por doze meses em
quatro tipos de acondicionamentos (sacarias convencionais, bolsas herméticas, silos
metalicos e espigas). As andlises foram realizadas durante a armazenagem em cinco
periodos de tempo (inicial, 3, 6, 9 e 12 meses) e o0s resultados sédo apresentados a seguir,
discutidos separadamente por hibrido, de acordo com o esquema fatorial 4 x 5 (quatro

acondicionamentos de armazenagem X cinco tempos de analise).

5.2.1 CondicBes climaticas durante o experimento de armazenamento do milho safra

de verdo

As condic¢des climatoldgicas registradas durante a armazenagem deste experimento
sdo expostas na Figura 6 (b). Durante o periodo de armazenagem (fev/2013 a fev/2014) a
temperatura do ar variou entre -1,8 e 34,8 °C. As maiores temperaturas ocorreram de
fev/2013 a mar/2013 e out/2013 a fev/2104, respectivamente no primeiro més e do oitavo ao
décimo segundo més de armazenagem, com média mensal minima de 15,5 °C (jul/2013 e
ago/2013, respectivamente 5° e 6° més) e maxima de 23,5 °C (dez/2013 e jan/2014,
respectivamente 10° e 11° més). A umidade relativa do ar variou entre 20 e 98%, tendo
como média mensal minima 68,2% no 7° més de armazenagem (set/2013) e méaxima 88,4%

no 4° més (jun/2013), ndo estando (a média) acima de 71% apenas em set/2013.

5.2.2 Atributos de qualidade dos gréos de milho arm  azenados na safra de verdo

Para o hibrido de milho 2B688RR, a interacao tipo de acondicionamento e tempo de
armazenagem teve influéncia significativa (p < 0,05) no teor de &gua, lipidios, proteinas,
percentagem de grdos sem defeito, peso volumétrico e peso de mil grados (respectivamente,
Tabelas 13, 17, 20, 23-25). Enquanto o conteudo de cinzas foi influenciado (p < 0,05)
somente pelos fatores individualmente (Tabelas 14 e 15).

Também no hibrido de milho 30K73Hx a interagéo tipo de acondicionamento e tempo
de armazenagem teve influéncia significativa (p < 0,05) no teor de A&gua, cinzas,
percentagem de grdos sem defeito, peso volumétrico e peso de mil graos (Tabelas 13, 16,
23-25). Enquanto para os conteudos de lipidios e proteinas houve apenas influéncia
individual (p < 0,05) dos fatores tipo de acondicionamento e tempo de armazenagem
(Tabelas 18, 19, 21 e 22).
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5.2.2.1Teor de 4gua

Percebe-se que o comportamento do teor de agua dos grdos de milho do hibrido
2B688RR (Tabela 13) foi estatisticamente igual para os acondicionamentos em sacarias e
espigas, apresentando os maiores niveis dos 3 aos 9 meses de armazenagem (maio/2013 a
nov/2013), periodo em que a média de UR foi 75,3%; também nestes acondicionamentos os
teores de agua foram iguais no inicio e no fim da armazenagem. O silo apresentou
estabilidade até os 6 meses, seguido de aumento; a partir do 9 meses o teor de dgua dos
gréos estd acima do preconizado (13%) para um armazenamento seguro (PARAGINSKI,
2013). No acondicionamento hermético ocorreu reducdo do teor de adgua dos gréos até 3
meses e, a partir dai, os niveis se estabilizaram, possivelmente porque os graos atingiram o
equilibrio higroscépico e como, nesse tipo de acondicionamento ndo héa trocas de vapor de
agua dos grdos com o ambiente (RUPOLLO et al., 2004), a alta UR registrada durante o
experimento ndo apresentou influéncia nesses gréos. Constata-se que, a partir dos 3
meses, 0 acondicionamento em bolsas herméticas apresenta sempre 0s grdos com
menores teores de 4gua, enquanto 0os grdos com maiores teores estdo no silo, aos 12
meses de armazenagem.

Alencar et al. (2011) avaliando a qualidade do milho infestado por Sitophilus
zeamais, armazenado por 180 dias em recipientes metdlicos (silos), observaram a variacao
de 12,9-13,6% no teor de agua dos graos isentos de insetos, contudo, independente da
presenca de infestacdo ndo houve variabilidade significativa no teor de 4gua dos graos.

Verifica-se no hibrido de milho 30K73Hx (Tabela 13) que o comportamento do teor
de agua dos graos em todos os acondicionamentos de armazenagem, foi similar ao obtido
no hibrido de milho 2B688RR. Pode-se destacar que 0os maiores teores de agua registrados
foram aos 6 meses nos acondicionamento em sacarias (12,79%) e em espigas (12,46%). Os
graos acondicionados no silo apresentaram os maiores teores aos 12 meses, COmo 0S graos
acondicionados em sacarias: 11,41 e 11,33%, respectivamente. Entretanto, em nenhum
periodo ou tipo de acondicionamento registraram-se teores de agua acima de 13%, nesse
hibrido de milho. Os graos acondicionados em bolsas herméticas apresentaram 0os menores
percentuais de teor de agua a partir dos 3 meses de armazenagem, sendo que 0s niveis
encontrados (<10%) séo os recomendados por Silva (2008), como ideais para manutengao
da qualidade de grdos de milho armazenados por periodos superiores a 1 ano.

Para ambos os hibridos de milho, os acondicionamentos em sacarias, espigas e silo
aumentaram os niveis do teor de agua dos graos, signnificativamente, até os 6 meses de
armazenagem, nos silos especialmente dos 3 aos 6 meses. Esse fator esta relacionado aos

elevados registros de UR, cujas médias foram 77,97 e 79,22%, respectivamente entre
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0-3 meses e 3-6 meses de armazenagem. Para Faroni (1998), quando a UR excede a faixa
70-75%, pequenos incrementos desta no ar circundante acarrretam grandes aumentos no

teor de agua dos graos.

Tabela 13 Teor de agua (%)*® dos grdos de milho submetidos aos diferentes
acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
2B68SRR
12,09+0,15"2 12,09+0,15"° 12,09+0,15°2 11,350,252

11,71+0,18"8%
12,64+0,40"
11,69+0,12"8°
11,44+0,33%"

11,94+0,37%2
12,71+0,17"%2
13,3+1,14%
13,65+0,54"

11+0,08"%°
11,12+0,28"5°
11,03+0,23"¢
11,27+0,29"5°

12,64+1,14"°2
13,19+0,24"2
12,52+0,578%
12 11,82+0,12%°

o o w o

CV(%)= 3,34

30K73Hx

0 10,95+0,12"2 10,95+0,12"° 10,95+1,12°2 10,50+0,19""
3 11,42+0,05°" 9,75+0,09" 10,59+0,18°¢ 11,99+0,35%2
6 12,79+0,19" 9,57+0,10%¢ 11,24+0,33"%° 12,46+0,06"
9 11,92+0,0252 9,6+0,02 B¢ 10,99+0,22°° 11,02+0,07°"
12 11,33+0,11% 9,69+0,01°%¢ 11,41+0,20" 11,03+0,15°"

CV(%)=1,38%

Notas: 2 Valores médios de trés repeticdes, expressos em percentagem e base Umida. + seguido
pelo desvio padrdo da média. Médias seguidas de letras distintas, mindscula na linha e
mailscula na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%):
coeficiente de variacao.

Os resultados obtidos nesta pesquisa, sobre a variabilidade n&o significativa do teor
de agua dos gréos, a partir dos 3 meses, nos acondicionamentos em bolsas herméticas,
corroboram os obtidos por Costa et al. (2010) e Santos et al. (2012). Para esses autores,
esse resultado j& era esperado, pois nesse tipo de acondicionamento ndo ocorrem trocas da
massa de grdos com o ambiente externo e, embora exista respiragdo dos gréos e
microrganismos associados, gerando agua durante o consumo de oxigénio, a quantidade
produzida € pequena, insuficiente para variar significativamente o teor de agua dos gréos.

Ferrari Filho (2011) também constatou aumento do teor de agua nos gréos de milho
secos ao sol, durante 9 meses de armazenagem em silo de concreto, o teor médio de 4gua
inicial era 10,34% e aos 9 meses 13,95%. Enquanto Antunes et al. (2011), avaliando os
danos fisicos e quimicos provocados por insetos Sitophilus zeamais, em grdos de milho
armazenados por 120 dias a 25 £+ 5 °C e UR de 60 + 10%, em frascos de vidro fechados
com tecido tipo voil, ndo verificaram variacéo significativa do teor de agua dos grdos com o

tempo de armazenagem.
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5.2.2.2 Contelido de cinzas ou matéria mineral

No conteudo de cinzas do milho do hibrido 2B688RR somente ocorreram influéncias
(p < 0,05) individuais dos fatores, tempo e tipos de acondicionamentos de armazenagem.
Percebe-se um aumento progressivo do contetdo de cinzas durante a armazenagem, em
média 24% ao longo dos 12 meses de armazenagem (Tabela 14). Somente os gréos de
milho dos acondicionamentos silo e espigas diferiram entre si no conteddo de cinzas, os

graos do primeiro apresentaram o maior contetido e os do segundo o menor (Tabela 15).

Tabela 14 Percentagem média de cinzas do hibrido de milho 2B688RR durante 12 meses
de armazenagem™®

Tempo (meses) Cinzas (%)
0 1,11+0,06°

3 1,27+0,08°

6 1,26+0,09°

9 1,48+0,18%
12 1,38+0,09%°

CV(%) =7,53

Notas: “®Valores médios de guinze repeticbes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrdo da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). % percentagem em base seca.

Tabela 15 Percentagem média de cinzas do hibrido de milho 2B688RR nas diferentes
formas de armazenagem @

Acondicionamentos de armazenagem Cinzas (%)
Sacarias 1,310,14%
Hermética 1,2840,10%
Silo 1,36+0,20°
Espigas 1,26+0,19"

CV(%) = 7,53

Notas: ““Valores médios de guinze repeticbes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrdo da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). % percentagem em base seca.

Nos acondicionamentos em sacarias, bolsas herméticas e silos os graos de milho do
hibrido 30K73Hx aumentaram significativamente o conteddo de cinzas durante o tempo de
armazenagem (Tabela 16). Nas espigas observa-se variabilidade, mas, apesar disso, ao se
comparar a percentagem inicial e final (1,36 e 1,52%), verifica-se um aumento consideravel
das cinzas. O milho armazenado em espigas apresenta, em todos os tempos analisados, 0s

maiores contelidos de cinzas.
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Tabela 16 Percentagem média®® de cinzas* dos grdos do hibrido de milho 30K73Hx

submetidos a diferentes acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
0 0,98+0,04° 0,98+0,04° 0,98+0,04"° 1,36+0,0852
3 1,200,032 1,02+0,04°" 1,15+0,07°% 1,13+0,07"
6 1,24+0,03%° 1,18+0,06%° 1,20+0,025¢° 1,380,022
9 1,27+0,05% 1,27+0,07°% 1,25+0,06°* 1,28+0,02°%
12 1,39+0,06"" 1,45+0,01°% 1,41+0,03"° 1,52+0,02"

CV(%)= 3,35

Notas: “®Valores médios de trés repeticbes. + seguido pelo desvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas, mindscula na linha e maidscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacdo.* Percentagem em
base seca.

Paraginski (2013), em seu experimento de armazenagem de milho, sob condi¢bes
controladas de temperatura, em grdos com teor de agua inicial de 14%, verificou aumento
significativo do teor de matéria mineral dos gréos armazenados a 35 °C por doze meses,
cujos contetudos médios iniciais e finais foram, respectivamente 1,28% e 1,44%. Schuh et al.
(2011) néo verificaram variacao significativa do teor de cinzas nos gréos de milho secos por
ar natural e/ou gas GLP, durante 6 meses de armazenamento, cujas varia¢cdes foram
1,26-1,37% e 1,28-1,47%, respectivamente para os métodos de secagem.

O aumento do teor de cinzas dos graos, durante a armazenagem, esta relacionado a
degradacdo da fracdo organica dos grédos, pelas atividades metabdlicas destes e dos
microrganismos integrados que, durante 0s processos de respiracdo e transpiragao,
metabolizam a matéria organica, produzindo gas carbbdnico, dgua e calor, podendo
transformar estruturalmente a composicdo mineral e aumentar seu contetdo (DELIBERALI
et al., 2010). Para Dionello et al. (2000), quanto menores 0s incrementos nos conteudos

aparentes de matéria mineral maior é a conservabilidade dos gréos.

5.2.2.3 Conteudo de lipidios ou extrato etéreo

Os graos de milho do hibrido 2B688RR, acondicionados em sacarias, bolsas
herméticas e espigas (Tabela 17) mantiveram o conteudo inicial de lipidios até os 3 meses
de armazenagem, enquanto os graos acondicionados no silo tiveram reducdo desse
conteudo, nesse mesmo periodo. Dos 3 aos 9 meses de armazenagem os gréos de todos
0s acondicionamentos de armazenagem apresentaram aumento do contetdo de lipidios,
mas, a partir disso, somente as bolsas herméticas mantiveram o0s niveis, enquanto 0s

demais reduziram significativamente. De modo geral, os grdos acondicionados em bolsas
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herméticas foram os que apresentaram maior estabilidade no contetdo de lipidios durante a
armazenagem.

Para Deliberali et al. (2010), os lipidios s&o os constituintes do grdo mais vulneraveis
a deterioracdo durante a armazenagem, sendo que a reducdo dos niveis desse constituinte
esta diretamente relacionada a taxa de deterioracdo dos graos. A hidrdlise dos lipidios, que
estdo contidos nos graos na forma de triglicerideos, para acidos graxos livres e glicerol é
resultante dos processos de respiracdo do grao, oxidacdo, acdo de enzimas, entre outros
(FLEURAT-LESSARD, 2002). Reed et al. (2007) acrescentam que, para obtencdo de
energia, os fungos sdo potenciais consumidores de lipidios e hidratos de carbono

(carboidratos, glicidios ou agucares) dos gréos de milho.

Tabela 17 Percentagem média“® de lipidios* dos grdos do hibrido de milho 2B688RR
submetidos a diferentes acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
0 3,83+0,15°"2 3,83+0,15°“® 3,83+0,15% 3,77+0,20“*
3 3,82+0,16™ 3,69+0,11°%° 3,60+0,02° 3,77+0,15°°
6 4,10+0,09°%® 4,09+0,20"%2 4,24+0,07% 4,360,057
9 5,02+0,24"2 4,15+0,01%" 4,91+0,26" 5,030,112
12 4,18+0,15% 4,26+0,15" 3,72+0,05°°° 4,38+0,25%

CV(%) = 2,93

Notas: “®Valores médios de trés repetices. + seguido pelo desvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas, mindscula na linha e maidscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacdo.* Percentagem em
base seca.

Ferrari Filho (2012) constatou perdas do teor de extrato etéreo durante a
armazenagem de 9 meses, em todos os tratamentos de secagem analisados, cujos teores
iniciais e finais por ele encontrados foram, respectivamente, 5,32-4,55%, 5,74-4,48% e
5,63-4,73%. Saleemullah et al. (2006), comparando o contetdo de lipidios em grdos de
milho controle e inoculados com Aspergillus flavus, observou reducdo de 41,4% durante a
armazenagem nos graos que continham o inéculo.

No hibrido de milho 30K73Hx néo foi verificada influéncia significativa (p < 0,05) da
interacdo tipos de acondicionamentos e tempos de armazenagem no conteudo de lipidios
dos graos, apenas dos fatores individualmente (Tabelas 18 e 19). Em relacdo ao tempo de
armazenagem (Tabela 18), observa-se que até os 3 meses o conteudo de lipidios dos graos
de milho permanece igual ao inicial, apresentando um incremento de 6,2% aos 6 meses de
armazenagem, e a partir disso 0s niveis se mantém até os 12 meses. Em relagdo aos
acondicionamentos de armazenagem (Tabela 19), o contetdo de lipidios apenas diferem

entre os graos armazenados em espigas e em bolsas herméticas, os graos do primeiro tipo
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de acondicionamento apresentam as maiores porcentagens (5,14%), enquanto os graos do

segundo as menores (4,92%).

Tabela 18 Percentagem média de lipidios do hibrido de milho 30K73Hx durante 12 meses
de armazenagem®”

Tempo (meses) Lipidios (%)
0 4,68+0,16"
3 4,86+0,14°
6 5,16+0,15%
9 5,3710,412
12 5,260,302

CV(%) = 2,12

Notas: ““Valores médios de guinze repeticbes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrao da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). % percentagem em base seca.

Tabela 19 Percentagem média de lipidios ™® do hibrido de milho 30K73Hx nas diferentes
formas de armazenagem

Acondicionamentos de armazenagem Lipidios (%)
Sacarias 5,10+0,34%
Hermética 4,92+0,33°
Silo 5,0940,33%
Espigas 5,14+0,402

CV(%) = 2,12

Notas: “®Valores médios de guinze repeticbes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrao da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). % percentagem em base seca.

Para Reed et al. (2007), a reducdo no contetdo de lipidios dos graos, durante a
armazenagem, indica que o gérmen (83% lipidios) é a parte do gréo que esta sendo mais
consumida, ja o aumento de lipidios indica o contrario. Esses autores constataram, em
algumas amostras de milho com conteudo inicial de lipidios 3,25%, decréscimo de 10% no
conteddo com o tempo de armazenagem, enquanto em outras amostras verificaram
aumento inferior a 5%. Para eles, a variagdo dos lipidios foi influenciada pelo teor de agua
dos gréos, sendo que teores de agua elevados (18%) propiciaram reducéo no conteudo de

lipidios, independentemente do tipo de acondicionamento de armazenagem utilizado.

5.2.2.4 Conteudo de proteinas

A variacdo do conteudo de proteinas dos grédos do hibrido de milho 2B688RR

(Tabela 20) néo foi significativa, em todos os acondicionamentos durante a armazenagem,
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exceto no milho armazenado em espigas que foi menor no inicio (tempo 0). Somente
havendo diferenca do contetdo de proteinas dos graos entre os tipos de acondicionamentos
no inicio, quando o milho armazenado em espigas apresenta o menor conteddo, e aos
9 meses entre os grados acondicionados em espigas e em bolsas herméticas, sendo que o
primeiro acondicionamento apresenta os graos com maior conteldo de proteinas enquanto
0 segundo com o menor.

Segundo Paraginski (2013), nem sempre se percebe variabilidade do teor de
proteinas durante a armazenagem, porque as alteracdes dos constituintes do grdo ocorrem

mais rapidamente nos lipidios, quando comparado ao amido e a proteinas.

Tabela 20 Percentagem média™ de proteinas* dos gréos do hibrido de milho 2B688RR
submetidos a diferentes acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermetica Silo Espiga
0 8,68+0,20"* 8,68+0,20 *® 8,68+0,20" 7,78+0,21%
3 8,48+0,08" 8,55+0,13 8,40+0,11" 8,640,372
6 8,52+0,15" 8,47+0,15 8,4410,16" 8,61+0,10"
9 8,65+0,37°% 8,40+0,16"" 8,85+0,48"% 8,93+0,34"
12 8,62+0,11" 8,44+0,09"? 8,88+0,23" 8,74+0,37"

CV(%) = 2,64

Notas: ““Valores médios de trés repeticdes. + seguido pelo desvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas, minascula na linha e mailscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacdo.* Percentagem em
base seca.

Como medidas curativas (aplicacdo de pastilhas Gastoxin) eram tomadas sempre
gque detectada a ocorréncia de infestacdes por insetos no milho, pode-se inferir que estas
infestac6es nédo interferiram no conteudo de proteinas dos gréos. Matioli e Almeida (1979)
observam que o consumo de proteinas por insetos Sitophilus oryzae é baixo, pois eles a
sintetizam do proprio organismo, a preferéncia desses insetos é pelos carboidratos do
endosperma que proporcionam maior fonte de energia.

No hibrido de milho 30K73Hx né&o foi verificada influéncia significativa (p > 0,05) da
interagdo tipos de acondicionamentos e tempos de armazenagem no conteddo de proteinas
dos gréos, apenas dos fatores individualmente (Tabelas 21 e 22). Observa-se (Tabela 21)
um decréscimo (4,26%) no conteddo de proteinas dos grédos até os 9 meses de
armazenagem, seguido de um aumento (3,67%) que possibilita os mesmos niveis de
proteinas nos graos no inicio e aos 12 meses de armazenagem. Dionello et al. (2000)
constataram reducao no conteddo de proteinas dos graos de milho durante a armazenagem

para todos tratamentos de secagem avaliados.
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Apesar do endosperma (74% proteinas e 15,4% lipidios) ser o alvo primario dos
ataques de insetos, o gérmen é a parte mais consumida, devido a sua alta constituicdo
lipidica (83% lipidios e 26% proteinas). Esse consumo gera reducdo na proporcdo de
gordura dos grdos, a0 mesmo tempo em que ocasiona aumento da fracdo de proteinas.
Outro fator que pode incrementar a fracdo de proteinas durante a armazenagem é a
gquantificacdo das proteinas de insetos e fungos agregada a massa de graos (ANTUNES et
al., 2011).

Tabela 21 Percentagem média de proteinas®” nos grdos do hibrido de milho 30K73Hx
durante 12 meses de armazenagem.

Tempo (meses) Proteinas (%)
0 9,38+0,182
3 9,16+0,29"
6 9,18+0,33"
9 8,98+0,19°
12 9,31+0,24%

CV(%) = 1,77

Notas: “PValores médios de quinze repeticBes, expressos em percentagem. + seguido pelo desvio
padrdo da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). % percentagem em base seca.

Barney et al. (1991), avaliando o conteudo de proteinas dos gréos de milho, durante
a armazenagem, ndo constataram variabilidade significativa no contetdo proteico, para as
diferentes temperaturas de armazenagem (15, 22, 29 e 36 °C). No entanto, verificaram
diferencas entre hibridos, entre presenca e auséncia de Sitophilus zeamais e entre
aplicacdo e ndo aplicacdo de inseticida organofosforado (Malathion), constatando maior teor
de proteinas nos graos infestados pelos insetos e ndo submetidos a aplicacBes de

inseticidas.

Tabela 22 Percentagem média de proteinas®” dos gréos do hibrido de milho 30K73Hx nas
diferentes formas de armazenagem

Acondicionamentos de armazenagem Proteinas (%)
Sacarias 9,09+0,20"
Hermética 9,08+0,18"
Silo 9,11#0,15"
Espigas 9,52+0,28?

CV(%) = 1,77

Notas: ““Valores médios de quinze repeticdes, expressos em percentagem. * seguido pelo desvio
padrao da média. Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). % percentagem em base seca.
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Dentre os acondicionamentos de armazenagem do hibrido de milho 30K73Hx
(Tabela 22), o contetdo de proteinas do milho armazenado em espigas diferiu em relacdo
aos demais apresentando os maiores valores. O fato desse hibrido de milho, armazenado
em espigas, apresentar o maior conteudo de cinzas (Tabela 18) e o maior teor de proteinas
durante os 12 meses de armazenagem, pode estar relacionado a taxa maior de degradacédo
dos grdos nesse tipo de acondicionamento de armazenagem. Reed et al. (2007) observam
gque ocorrem incrementos na fracdo de proteinas dos grédos quando outros constituintes sao

consumidos.

5.2.2.5Percentagem de gréos sem defeito

Em todos os tipos de acondicionamento, de ambos os hibridos de milho (Tabela 23),
constata-se redugao da percentagem de gréos sem defeito durante a armazenagem. Sendo
gue o acondicionamento em espigas apresentou 0s maiores valores para esse parametro do
inicio ao fim da armazenagem, isso porque a colheita manual das espigas acarreta menor
indice de danos aos graos. Pimentel, Santos e Lorini (2011) enfatizam que na colheita
mecéanica deve-se primar pela boa regulagem da maquina e treinamento dos operadores,
pois os danos mecanicos causados nos grdos durante essa operacao causam quebras e
trincas, favorecendo a deterioracdo durante a armazenagem.

No hibrido de milho 2B688RR (Tabela 23), a redu¢cdo média da percentagem de
graos sem defeito durante os 12 meses de armazenagem foi de 14,3% nas sacarias, 10,6%
nas bolsas herméticas, 21,2% nos silos e 8,25% nas espigas. Havendo diferenca
significativa no indice de defeitos entre o milho armazenado em espigas e nos demais
acondicionamentos para todos os tempos de armazenagem, sendo que o milho armazenado
em espigas apresentou os maiores indices de grdos sem defeito. Enquanto que aos
12 meses de armazenagem o0s graos acondicionados no silo diferiram dos demais,
apresentando o menor indice de graos sem defeito (70,71%), estando abaixo do padrao de
comercializagdo para milho (71%) (BRASIL, 2012).

Paraginski (2013) verificou aumento dos graos com defeitos durante armazenagem,
principalmente apds os 6 meses, e, ainda, algumas amostras degradaram tanto que, aos 12
meses de armazenagem, foram classificadas como AP (abaixo do padrdo de
comercializacéo).

No hibrido de milho 30k73Hx (Tabela 23), a reducdo média da percentagem de graos
sem defeito, durante os 12 meses de armazenagem, foi de 9,11% nas sacarias, 10,08% nas
bolsas herméticas, 5,26% nos silos e 8,66% nas espigas. Embora o milho armazenado em

espigas tenha apresentado os maiores indices de graos sem defeito, do inicio aos 12 meses
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de armazenagem, o0 menor percentual de aumento de defeitos ocorreu nos graos
acondicionados no silo. Para Reed et al. (2007), a deterioracdo dos grdos durante a
armazenagem, causada por fungos e/ou outros fatores, reduz o valor nutricional e comercial

dos gréos, alterando a aparéncia e os indices de classificacao.

Tabela 23 Percentagem média® de grdos de milho sem defeitos nos diferentes
acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
2B688RR
0 89,40+0,65"" 89,40+0,65"" 89,40+0,65"" 98,76+0,30"®
3 88,61+0,32"" 84,55+1,33%° 86,15+2,25" 96,26+0,73"%2
6 81,81+1,59°" 80,92+1,35° 79,48+2,20%" 93,27+1,295
9 77,4740,25%° 79,33+2,35° 79,06+2,28%" 93,61+2,315?
12 76,64+1,49° 79,91+0,90°° 70,71+1,50%° 90,61+2,12°°
CV(%)= 1,70
30K73Hx
0 92,38+0,72"" 92,38+0,72"" 92,38+0,72"" 99,60+25"2
3 92,06+1,37" 91,09+1,14%" 88,18+1,18"° 96,26+0,73%
6 88,20+2,06°" 89,10+1,00%" 87,831,795 94,98+1,045%
9 86,99+1,27°" 89,11+0,80%" 85,51+1,30° 93,09+0,85°%
12 83,96+1,19°° 83,06+1,01° 87,52+1,18%" 90,97+0,90™
Cv=1,21

Notas: “Valores médios de trés repeticdes. + seguido pelo desvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas, mindscula na linha e maidscula na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de variacao.

Caneppele et al. (2003) observam que infestacdes por insetos podem gerar danos
irreversiveis a massa de graos, reduzindo a qualidade dos gréos e, consequentemente,
gerando depreciacdo comercial pelas quedas que causam na classificacao.

Alencar et al. (2011), avaliando a qualidade do milho armazenado em recipientes
metalicos (silos) por 180 dias, também constataram aumento significativo nos danos dos
graos durante a armazenagem, sendo que o aumento foi mais acelerado nos recipientes

gue continham insetos.

5.2.2.6 Peso volumétrico ou massa especifica ou den  sidade

Houve reducéo do peso volumétrico dos graos de milho durante a armazenagem, em
todos os acondicionamentos de ambos os hibridos (Tabela 24). Entretanto, somente se
registrou valor menor que 750 kg m™ aos 12 meses de armazenagem, nos gréos de milho
do hibrido 2B688RR acondicionados em silo. Conforme Paraginski (2013), isso indica boa

gqualidade do milho armazenado nos demais acondicionamentos.
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Alencar et al. (2011) obtiveram decréscimo significativo da massa especifica
aparente dos graos de milho ao longo do periodo de armazenagem, independente da
exposicdo ou ndo dos graos aos insetos-pragas. Para Alves (2004), a perda de massa dos
graos causada pela respiracdo, durante a armazenagem, é pequena quando confrontada
com as perdas ocasionadas por insetos e fungos, contudo, essa perda tem fundamental
importancia para as unidades armazenadoras, sendo contabilizada como quebra técnica.

Na Tabela 24, pode-se verificar que o milho do hibrido 2B688RR, armazenado em
espigas, apresenta o maior peso volumétrico inicial (903,01 kg m™), e que os gréos nesse
acondicionamento, juntamente com os graos das bolsas herméticas, apesar de também
apresentarem perdas ao longo do tempo de armazenagem, respectivamente 9,38% e
2,05%, mantiveram-se até os 9 meses com 0S maiores pesos volumétricos, em relacdo aos
grdos dos demais acondicionamentos. Nos 12 meses de armazenagem, as bolsas
herméticas continham os gréos de milho com maior peso (839,49 kg m™) e o silo com menor
(728,54 kg m™®). Os gréos deste Gltimo apresentaram a maior perda de massa durante todo
periodo de armazenagem (14,99%). Os grdos acondicionados em sacarias convencionais
apresentaram 6,15% de perda de peso, entre o inicio e o fim da armazenagem e também

sempre estiveram no ranking dos menores pesos volumétricos.

Tabela 24 Peso volumétrico dos grdos® de milho (kg m?®) submetidos a diferentes
acondicionamentos de armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses) Sacaria Hermética Silo Espiga
2B688RR
0 857,05+6,75" 857,0516,75"" 857,0516,75" 903,01+2,69"*
3 819,68+11,49%° 858,79+71,02" 820,08+4,30%" 862,00+7,84%
6 823,31+14,48"%° 830,64+4,945% 827,90+6,79%" 850,98+11,485%°2
9 808,84+6,35"" 832,18+6,48% 792,10+12,41°° 837,23+7,88°P2
12 804,38+3,17%" 839,49+3,58"%2 728,54+19,16"° 818,30+7,95™°

CV(%)= 1,70

30K73Hx

© o W O

12

918,68+14,44""
867,44+2 78"
845,08+10,18°
856,44+7,86°"
863,05+13,02°5"

918,68+14,44"°
900,925,358
901,58+6,76"°
892,62+1,78%

898,48+12,69"%2

918,68+14,44""
882,81+6,08%°"
897,15+6,15%
878,06+10,04°%°?
873,94+1,73°"

952,69+3,14"
918,25+3,92%
904,3+11,54%
895,99+0,46°"2
883,41+4,52°%°

CV(%)= 0,99

Notas: *Médias seguidas de letras distintas, mindscula na linha e mailscula na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. + seguido pelo desvio padrao da média.
CV(%): coeficiente de variacgéo.
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No hibrido de milho 30K73Hx (Tabela 24), também o armazenamento em espigas
continha os grdos com os maiores pesos volumétricos do inicio ao fim da armazenagem,
juntamente com os acondicionamentos em bolsas herméticas (dos 3 aos 12 meses) e em
silo (dos 6 aos 9 meses). Ja os grdos acondicionados em sacarias convencionais
apresentaram sempre 0s menores pesos volumétricos. As perdas de massa especifica
durante os 12 meses nos acondicionamentos em sacarias, bolsas herméticas, silo e espigas
compreenderam, respectivamente, 6,06, 2,20, 4,87 e 7,27%.

Santos et al. (2012) verificaram perda da massa especifica dos graos
acondicionados em bolsas herméticas, durante a armazenagem (150 dias) em todos os
tratamentos (2 teores inicias de 4gua x 3 temperaturas de armazenagem). Alves (2004)
verificou que a perda de massa nos grdos de milho armazenados € maior na faixa de
temperatura 25-30 °C, justamente porque ocorre aceleracdo da respiracdo dos gréos, sendo
que estas perdas séo ainda maiores na presenca de insetos-pragas.

Em ambos os hibridos de milho (Tabela 24), os gréos acondicionados em bolsas
herméticas apresentaram as menores perdas de massa especifica durante a armazenagem,
2,05 e 2,2%, respectivamente para o hibridos 2B688RR e 30K73Hx. Esses grédos ainda
apresentaram os maiores valores em relagdo aos grédos dos demais acondicionamentos, ao
fim do periodo de armazenagem, no hibrido de milho 2B688RR e conjuntamente com 0s
graos das espigas do hibrido 30K73Hx.

Antonello et al. (2009) também verificaram que a perda de peso das sementes de
milho armazenadas em embalagens de plastico (PET) foi reduzida e menor que a obtida nas
sementes acondicionadas em sacos de algodao. Guenha et al. (2014) verificaram correlacao
significativa entre a perda de peso do arroz ao longo do tempo com os diferentes tipos de
armazenagem, sendo que o armazenamento hermético foi 0 que apresentou 0s menores

indices de perdas.

5.2.2.7 Peso de mil gréos

N&o houve alteracdo significativa do peso de mil grdos, durante o tempo de
armazenagem, nos acondicionamentos em sacarias convencionais e bolsas herméticas do
hibrido de milho 2B688RR (Tabela 25). Nos gréos do silo constatou-se decréscimo somente
aos 12 meses de armazenagem, enquanto nas espigas apenas houve variabilidade
significativa aos 9 meses. Também, nado se verificou diferenca no peso de mil graos entre os
tipos de acondicionamentos analisados durante os 6 primeiros meses de armazenagem, ja
aos 12 meses somente 0s graos do silo apresentaram o menor peso, com reducdo de

3,34% em relacéo ao peso inicial.
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Paragisnki (2013) também n&o verificou diferenca do peso de mil grdos durante a
armazenagem nas seguintes condi¢des de teor de agua e temperatura: 12% e 25 °C, 14% e
15°C, 14% e 25 °C. Enquanto para a armazenagem com 14% de teor de agua e 35 °C de
temperatura houve reducdo de 6,79% no peso final dos grdos, apés 12 meses de
armazenagem. Para esse autor, a reducdo é provocada pela temperatura elevada que
causa aumento da atividade respiratéria dos grdos, provocando maior consumo dos
constituintes energéticos.

Para o milho do hibrido 30k73Hx (Tabela 25), o padrdo de comportamento do peso
de mil graos, durante a armazenagem, foi semelhante ao do hibrido de milho 2B688RR. N&o
havendo também alteragdo significativa do peso de mil gréos, durante o tempo de
armazenagem, nos acondicionamentos em sacarias convencionais e bolsas herméticas.
Enquanto no milho armazenado em espigas, houve somente diferenca no tempo zero
(287,98 g) e no acondicionamento em silo aos 12 meses (281,22 g), em que estes tiveram
0Ss menores pesos durante o periodo de armazenagem. As espigas mantiveram-se durante
toda a armazenagem como um dos acondicionamentos de armazenagem com 0S maiores
pesos volumétricos, enquanto os graos dos demais acondicionamentos (sacarias, hermética
e silo) somente diferenciaram-se aos 3 e aos 12 meses, respectivamente, quando 0s gréos

acondicionados nas bolsas herméticas e no silo apresentaram o maior € 0 menor peso.

Tabela 25 Peso de mil graos®® de milho (g) submetidos a diferentes acondicionamentos de
armazenagem durante 12 meses

Formas de Armazenagem

Tempo (meses)

Sacaria

Hermética

Silo

Espiga

2B688RR

O O W o

12

277,92+2,7

283,39+4,94"
281,80+3,29"*
282,05+2,27°%
288,55+7,53"%

277,92+2,7%

283,89+0,32"%
281,11+2,24"
288,270,657
287,72+3,05™

277,92+2,7"%
286,40+2,49"
281,31+3,08"

276,82+11,411F°

268,63+2,03%°

279,03+3,2"52
283,92+8,59 2
286,96+1,58"
272,58+5,385°
281,57+11,52"2

CV(%) =1,78

30k73Hx

o o W o

12

286,88+1,17"
286,63+1,95"°
286,46+4,65""
286,95+0,70""
289,08+3,5""

286,88+1,17°%
201,77+2,62°%
289,85+0,80""
289,22+1,96"%
288,45+0,77""

286,88+1,17°%
289,58+1,71°%
288,40+1,42"°
289,08+1,73"%
281,22+2,36°°

287,99+1,29%2
295,84+3,55"
296,21+2,20"?
293,21+1,98"
294,33+3,21"

CV(%) = 0,76

Notas: ®“Médias seguidas de letras distintas, mindscula na linha e mailscula na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. + seguido pelo desvio padrao da média.
CV(%): coeficiente de variacgéo.
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Schuh et al. (2011) encontraram variabilidade significativa do peso de mil graos,
somente aos 6 meses de armazenagem, a variabilidade encontrada do inicio aos 6 meses
de armazenagem foi de 260,5 a 236,64 g e 270,14 a 250,70 g, respectivamente para 0s
tratamentos de secagem ar/GLP e ar/natural.

Catao et al. (2010) encontraram grande variabilidade na massa de mil grdos (101,43
a 340,71 g) de 17 variedades crioulas de milho armazenadas em embalagens plasticas
(garrafas PET). Apds 6 meses de armazenagem, constataram reducdo média de massa dos
graos em 10 variedades, aumento em 3 e manutencdo em 4. Tal variabilidade é atribuida

por esses autores as diferencas de material genético entre as variedades de milho.

5.2.3 Microbiota: perfil geral

A presenca de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. foi detectada desde a
colheita em ambos os hibridos de milho (Tabela 26). Sendo que nesta etapa, a contagem de
Aspergillus sp. e Fusarium sp. foi maior no hibrido 2B688RR, enquanto a contagem de
Penicillium sp. e a contagem total de bolores e leveduras foi maior no hibrido 30K73HXx.
Também Souza (2011) encontrou variabilidade na contagem média de fungos, em diferentes
cultivares de milho (Asteca, Caiano, IPR e DKB) recém-colhido.

Apesar dos géneros fungicos Aspergillus sp. e Penicillium sp. serem classificados
como fungos de armazenamento, dada a sua maior ocorréncia nos grdos de milho nas
etapas pos-colheita e Fusarium sp. como fungo de campo por ser um patégeno da planta
ainda durante o cultivo (SCUSSEL, 2002), muitos pesquisadores também diagnosticaram a
sua presenca, em milho recém colhido (DILKIN et al., 2000; SANTIN et al., 2001,
MARQUES et al., 2009; SANTIN et al., 2009; ROCHA, 2010)

Dilkin et al. (2000) encontraram Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. em
amostras de milho recém-colhido em Santa Maria-RS, respectivamente em 23,6, 57,1 e
14,3% das amostras. Rocha (2010) constatou a presenca desses fungos em 200 amostras
de milho recém-colhido, analisadas em quatro regides do Brasil, cuja predominancia foi da
espécie Fusarium verticillioides e a presenca de Aspergillus sp. somente foi constatada nas
regides Sul, Centro-Oeste e Nordeste, respectivamente em 9,8, 14 e 12,6% das amostras.

Santin et al. (2001) e Marques et al. (2009), relacionando a incidéncia fungica com a
umidade de colheita do milho, constataram que a incidéncia de Fusarium sp. é maior em
gréos colhidos com elevada umidade, enquanto a incidéncia de Aspergillus sp. e Penicillium
sp. € pequena, ao passo que, em grdos colhidos com baixo teor de &gua a reciproca

também foi verificada.
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Apds o processo de secagem natural ao sol, onde se reduziu o teor de 4gua dos
graos a niveis inferiores a 13% b.u., ainda se constatou a presenca dos géneros Aspergillus
sp., Fusarium sp. e Penicillium sp., em todas as amostras analisadas (Tabela 26), com
distribuicdo similar a encontrada apds a colheita. Leafios et al. (2007) verificaram a presenca
de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicilium sp. no inicio da armazenagem,
respectivamente em 0,6, 59,7 e 28,6% das amostras. Resultados correlatos foram obtidos
por Santin et al. (2009).

Tabela 26 Incidéncia (%) e contagem (UFC g™) de bolores nos gréos de milho dos hibridos
2B688RR e 30K73Hx apds a colheita, apos a secagem (inicio da armazenagem)
e durante os 12 meses de armazenagem

Hibrido 2B688RR Hibrido 30K73Hx
Contagem (UFC g™ Incidéncia Contagem (UFC g™) Incidéncia
Fungos Minimo Maximo (%) Minimo Maximo (%)

Apés a colheita

Aspergillus sp. 1 x10* 5,7 x10* 100 1 x10° 0,5 x10° 100
Fusarium sp. 2 x10° 5,3 x10° 100 1,1 x10* 8,1 x10" 100
Penicillium sp. 1 x10* 5,5 x10* 100 1x10* 1,3 x10° 100
Total® 1,6 x10° 3,6 x10° 100 1,8 x10° 3,9 x10° 100
Apos secagem (Inicio da Armazenagem)
Aspergillus sp. 0,5 x10° 1 x10° 100 0,5 x10° 1 x10° 100
Fusarium sp. 1 x10° 1,9 x10° 100 2,8 x10* 3,2 x10° 100
Penicillium sp. 2 x10* 4,8 x10* 100 3,8 x10* 5,2 x10" 100
Total® 9 x10* 4,4 x10° 100 5,7 x10* 7,2 x10° 100
Aspergillus sp. - 2,7 x10° 81,4 - 2,5 x10* 85,19
Fusarium sp. - 4,9 x10° 90,74 - 5,5 x10° 92,5
Penicillium sp. - 3,8 x10° 88,44 - 2,2 x10° 91,7
Total® 2,5 x10° 9 x 10° 100 34x10°  81x10° 100

Notas: (25)Contagem total de bolores e leveduras; ® nd = n3o detectado.

A presenca desses trés géneros também foi verificada nas amostras de graos
analisadas durante os 12 meses de armazenagem, em ambos os hibridos de milho (Tabela
26). A contagem total méxima de bolores e leveduras foi maior no hibrido 2B688RR (9 x
10° UFC g%). Contudo, a contagem méaxima dos géneros fangicos variou entre os hibridos de
milho. Tanto a contagem de Fusarium sp quanto a incidéncia foram maiores no hibrido
30K73Hx, enquanto a contagem de Aspergillus sp. e Penicillium sp. foi maior no hibrido

2B688RR, ao contrario da incidéncia que foi maior no hibrido 30K73Hx. Além disso,
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verifica-se que o valor da contagem nos diferentes hibridos, apresenta 0 mesmo grau de
poténcia entre os tipos flngicos, exceto para o Aspergillus sp. (x 10* no hibrido 30K73Hx e x
10° no hibrido 2B688RR), esse fato aliado as pequenas diferencas percentuais de
incidéncia, fornecem indicios de similaridade na microbiota dos hibridos de milho
analisados.

Também se verifica na Tabela 26, a prevaléncia do género Fusarium durante os
12 meses de armazenagem, tanto em termos de frequéncia quanto maior contagem, para
ambos os hibridos de milho. Esse resultado j4 era esperado, pois outras pesquisas
realizadas no Brasil (ALMEIDA; CORREA; MALLOZZI, 2000; ONO et al., 2006; SILVA,
2007b; ROCHA, 2010; BENTO, 2011; ATAYDE, 2013) também descreveram resultados
correlatos. A predominancia observada deve-se ao fato de esse fungo ser endofitico
(patégeno da cultura do milho).

Coradi (2010) verificou que os niveis de contaminacdo por fungos e por bactérias
diminuem durante as etapas de producao da ragdo, principalmente apos a peletizacdo com
uso de temperaturas acima de 80 °C. Mas, apesar disso, a contaminacéo resultante ainda
pode comprometer a segurancga alimentar das ragdes. A variagcdo de contagem encontrada
por ele entre a matéria-prima (milho em gréo) e a racdo elaborada foi, respectivamente 6,8 x
10® para 1,1 x 10® UFC g* para Fusarium sp., 6,7 x 10° para 1,5 x 10°® UFC g™ para
Penicillium sp. e 5,8 x 10° para 0,5 x 10 UFC g*Aspergillus sp.

Constatou-se neste experimento de armazenagem, para ambos os hibridos de milho,
gque a contagem dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium e, ainda, o total de bolores
e leveduras foram significativamente influenciados (p < 0,05), pela interacdo dos fatores
tipos de acondicionamento e tempos de armazenagem, cujos resultados estdo

representados nas Figuras 15-18 a seguir.

5.2.3.1 Aspergillus sp. nos diferentes acondicionamentos de armazenagem

A presenca de Aspergillus sp. foi detectada em 82 das 108 amostras de milho
analisadas durante este experimento de armazenagem, respectivamente em 40 amostras do
hibrido de milho 2B688RR e 42 amostras do hibrido de milho 30k73Hx. No primeiro, em
todas as amostras dos acondicionamentos em sacarias convencionais, bolsas herméticas e
silo, enquanto nas amostras das espigas somente em 33,33%. No segundo hibrido, esse
género fangico também foi detectado em 100% das amostras acondicionadas em bolsas
herméticas e silo, em 93,33% das amostras das sacarias convencionais e em 53,33% das

espigas.
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A contagem meédia de Aspergillus sp. nos graos, apds o0 processo de secagem
(tempo 0 de armazenagem), 1 x 10° UFC g™ em ambos os hibridos de milho, esta abaixo da
faixa obtida por Silva (2007b): 6 x 10° a 6 x10* UFC g*, cuja pesquisa foi realizada com
graos de milho coletados em cooperativas da regido norte do Parana na safra 2003.

Verifica-se que a contagem de Aspergillus sp., nos grdos do hibrido de milho
2B688RR, ndo teve variacdo significativa durante o tempo na armazenagem nas espigas
(Figura 15 (a)) e apresentou progressivo aumento nos graos acondicionados no silo, que ao
fim da armazenagem estavam com a maior contagem dentre todos os acondicionamentos.
Também se verificou aumento da contagem de Aspergillus sp., durante o periodo de
armazenagem nos graos acondicionados em sacarias convencionais e bolsas herméticas,
com respectivos picos aos 3 e 6 meses, seguidos de estabilidade. Dos 3 aos 9 meses de
armazenagem, o milho armazenado em espigas diferiu dos demais acondicionamentos
apresentando a menor contagem de Aspergillus sp. e, aos 12 meses, apresentaram,
juntamente com as sacarias, as menores contagens.

No hibrido de milho 30K73Hx n&o se verificou variacao significativa na contagem de
Aspergillus sp., durante o tempo de armazenagem, nos grdos dos acondicionamentos em
sacarias, bolsas herméticas e espigas (Figura 15 (b)). Nos graos do silo houve estabilidade
da contagem de Aspergillus sp. até os 9 meses, seguido de reducdo aos 12 meses.
Também para esse hibrido de milho, a partir dos 3 meses de armazenagem, as espigas
apresentam-se dentre os acondicionamentos com menor contagem de Aspergillus sp. nos
graos, enquanto, ao fim da armazenagem, o acondicionamento em bolsas herméticas
continham os grdos com a maior contagem.

A elevacdo da contagem de Aspergillus sp nos graos, do inicio aos 6 meses de
armazenagem, nos acondicionamentos em sacarias e silo de ambos os hibridos de milho
(Figura 15 (a) e (b)), pode estar relacionada as altas taxa de UR desse periodo (médias
mensais variando de 73,4 a 88,4%). Os resultados obtidos por Dias (2012) corroboram essa
hipétese, pois ele constatou grande aumento na incidéncia natural de Aspergillus flavus
durante o armazenamento, em umidades atmosféricas de armazenamento de 70%, mesmo

com a presenca da espécie competidora Fusarium verticillioides em 100% das amostras.
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Figura 15 Contagem média de coldnias Aspergillus sp. (x 10° UFC g™*) no milho durante o
armazenamento de verdo, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Nota: Letras distintas, mindscula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

5.2.3.2Fusarium sp. nos diferentes acondicionamentos de armazenagem

Detectou-se Fusarium sp. em 99 das 108 amostras de milho analisadas, sendo
92,59% em amostras do hibrido de milho 2B688RR, e em 90,74% do hibrido de milho
30K73Hx. No primeiro, verificou-se a presenca desse fungo em todas as amostras das
sacarias convencionais e bolsas herméticas, em 86,67% das amostras das espigas e 80%
do silo. No segundo hibrido, a presenca do fungo foi verificada em 80% das amostras das
sacarias convencionais, 93,33% das espigas e em 100% das bolsas herméticas e do silo.

Os resultados da contagem média de Fusarium sp. nos graos de milho apoés a
secagem, inicio da armazenagem, tanto do hibrido 2B688RR quanto do hibrido 30k73Hx
(respectivamente 19 x 10* e 31,75 x 10* UFC g) séo semelhantes aos niveis (12 x 10° a
7 x 10° UFC g obtidos por Silva (2007b) em sua pesquisa.

Observa-se que a contagem de Fusarium sp. no hibrido de milho 2B688RR (Figura
16 (a)), armazenado em espigas, aumentou dos 3 aos 9 meses de armazenagem e, em
seguida, reduziu. Enquanto nos acondicionamentos em sacarias e silo ocorreu aumento
somente até os 3 meses, seguido de uma progressiva reducdo durante a armazenagem.
Nas bolsas herméticas houve oscilagdo da contagem de Fusarium sp. nos gréos, com
reducdo nos primeiros trés meses, aumento dos 3 aos 6 meses e novamente reducdo. Os

picos de contagem nos graos foram aos 3 meses para 0os acondicionamentos em sacarias
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convencionais e silo, aos 6 meses para as bolsas herméticas e aos 9 meses para as
espigas. Coincidentemente, a incidéncia de Aspergillus sp. nesse mesmo hibrido de milho
teve seus picos de contagem na mesma época has armazenagens em sacarias e bolsas
herméticas.

A contagem de Fusarium sp. nos graos do hibrido de milho 30k73Hx (Figura 16 (b)),
apresenta um padrdo de comportamento semelhante ao dos grdos do hibrido de milho
2B688RR nos acondicionamentos em espigas e bolsas herméticas, exceto nos grdos das
espigas aos 9 meses de armazenagem. Mas em contraponto, houve somente reducéo da
contagem de Fusarium sp., durante o tempo de armazenagem, nos acondicionamentos em

sacarias convencionais e silo.
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Figura 16 Contagem média de colénias Fusarium sp. (x 10* UFC g™) no milho durante o
armazenamento de verdo, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Nota: Letras distintas, mindscula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

5.2.3.3Penicillium sp. nos diferentes acondicionamentos de armazenagem

A incidéncia de Penicillium sp. ocorreu em 98 das 108 amostras analisadas, em
91,7% das amostras do hibrido de milho 30k73Hx e 88,44% das amostras do hibrido de
milho 2B688RR. Os resultados da contagem média de coldnias: 3,5 x 10* e 5,46 x
10* UFC g, respectivamente para grdos e espigas do hibrido 2B688RR e 5,25 x 10* e
2,69 x 10* UFC g™ para grédos e espigas do hibrido 30k73Hx, também estdo de acordo com
o obtido por Silva (2007b) 10 x 10° a 2 x10° UFC g™.
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A contagem de Penicillilum sp. nos grdos do hibrido de milho 2B688RR
(Figura 17 (a)) ndo apresentou variacdo significativa, durante a armazenagem, nos
acondicionamentos em sacarias convencionais, silo e espigas. Nos graos acondicionados
em bolsas herméticas a contagem somente apresentou variagdo aos 6 meses de
armazenagem, cuja contagem foi a maxima (17,58 x 10* UFC g™). Dentre os tipos de
acondicionamento, as espigas apresentaram aumento nas contagens de Penicillium sp. a
partir dos 3 meses de armazenagem.

No hibrido de milho 30k73Hx (Figura 17 (b)) verifica-se que a contagem de
Penicillium sp. nos graos apresenta comportamento semelhante entre o0s
acondicionamentos em sacarias convencionais e silo e entre espigas e bolsas herméticas
durante todo periodo de armazenagem. Nos dois primeiros acondicionamentos, a contagem
diminui progressivamente durante o tempo de armazenagem. Enquanto nos dois ultimos
acondicionamentos verifica-se crescimento até os 6 meses, quando a contagem é maxima,

seguida de uma acentuada reducéo até o fim da armazenagem.
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Figura 17 Contagem média de colénias Penicillium sp. (x 10* UFC g-1) no milho durante o
armazenamento de verdo, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Nota: Letras distintas, mindscula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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5.2.3.4Contagem total de bolores e leveduras nos d iferentes acondicionamentos de

armazenagem

A contagem média de bolores e leveduras no milho, apds o processo de secagem
(tempo 0 de armazenagem), tanto no hibrido de milho 2B688RR quanto no hibrido de milho
30k73Hx (respectivamente 46,86 x 10* e 69,85 x 10* UFC g™ nos gréos e 7,45 x 10* e 6,61 x
10* UFC g nas espigas), estdo de acordo a faixa obtida por Silva (2007b) em sua pesquisa:
17 x 10° a 23 x10° UFC g* e por Souza (2011), cuja média de contagem ficou na faixa de
10°UFC g™.

Verifica-se que a contagem de bolores e leveduras do hibrido de milho 2B688RR
(Figura 18 (a)) foi significativamente menor no milho armazenado em espigas no inicio da
armazenagem (tempo 0) e que o padréo de variacdo diferiu entre os acondicionamentos,
durante o tempo de armazenagem. No milho armazenado em espigas houve aumento da
contagem total até os 9 meses, seguido de significativa reducdo. Nas sacarias
convencionais e silo verifica-se reducéo da contagem total de bolores e leveduras nos graos
ao longo do tempo, no primeiro acondicionamento desde os 6 meses e no segundo somente
aos 12 meses. Nas bolsas herméticas ocorreu aumento da contagem total de bolores e
leveduras nos graos até os 6 meses de armazenagem, seguido de reducdo dos 9 aos 12
meses.

A contagem de bolores e leveduras do hibrido de milho 30K73Hx (Figura 18 (b))
também foi significativamente menor no milho armazenado em espigas, no inicio da
armazenagem, com reducdo aos 9 meses, seguido de aumento. Enquanto nos demais
acondicionamentos de armazenagem verifica-se somente reducdo com o tempo, nas
sacarias convencionais e no silo a partir dos 9 meses e nas bolsas herméticas a partir dos
12 meses. Sendo que, partir dos 6 meses de armazenagem, os grdos de milho
acondicionados nas sacarias convencionais estiveram sempre no ranking das menores

contagens de bolores e leveduras.
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Figura 18 Contagem média de bolores e leveduras (x 10* UFC g™*) no milho durante o
armazenamento de verdo, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Nota: Letras distintas, mindscula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Para Cancado (2004), a elevada contagem de bolores e leveduras pode estar
relacionada a um conjunto de fatores tanto da pré quanto do pdés-colheita como:
precariedade nas condi¢des higiénicas de equipamentos, infestacdes por insetos e pragas
na cultura, regulagem imprépria na colheitadeira (possibilitando maiores danos aos graos),
secagem ineficiente e armazenagem inadequada. Em sua pesquisa diagnosticou
variabilidade de 1,2 x 10? a 3,6 x 10°® UFC g, na contagem total de bolores e leveduras em

milho armazenado por 40 dias.

5.2.4 Ocorréncia de aflatoxinas (B 1, B, G1 e Gy)

Como neste experimento de armazenagem, a presenca de Aspergillus sp. foi
detectada desde a colheita (nas amostras em gréo e em espigas), em 82 amostras de milho
das 108 analisadas durante o experimento, do inicio aos 12 meses de armazenagem,
efetuou-se a pesquisa de aflatoxinas em 84 amostras, 41 amostras do hibrido de milho
2B688RR e 43 amostras do hibrido de milho 30K73Hx.

Apesar da presenca do fungo Aspergillus sp. nos gréos ter sido verificada ainda na
colheita, a presenca da toxina ndo foi detectada somente apds o processo de secagem e
apenas nas amostras em gréos, cuja soma (B,+B,+G,+G,) foi respectivamente 123,2 ug kg™
e 3,24 ug kg* para os hibridos de milho 2B688RR e 30K73Hx. Para Almeida, Correa e

Mallozzi (2000), a presenca de Aspergillus sp. nos grdos, ainda na colheita, indica a
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possibilidade de danos aos gréos armazenados, caso 0 patégeno encontre condi¢cdes que
favorecam o seu desenvolvimento.

Marqgues et al. (2009) verificaram a contaminacéo de graos de milho por aflatoxinas
ainda no campo, segundo eles as condicBes climaticas no momento da colheita podem
favorecer a producdo de aflatoxinas, assim como, a densidade de plantas, pode possibilitar
um microclima propicio ao desenvolvimento do género Aspergillus e producdo da toxina.

Das 40 amostras do hibrido de milho 2B688RR que continham Aspergillus sp.,
durante a armazenagem, detectaram-se aflatoxinas em 92,5% (37 amostras), em niveis de
20,89 ug kg™ a 197,6 pg kg™ para a soma B;+B,+G,+G, (Figura 19). Coradi (2010) também
encontrou contaminacdo por aflatoxinas em milho seco e limpo, matéria-prima para
formulacdo de racdes, em niveis de 18 pg kg* a 160,3 pg kg*. Embora o fungo tenha
aparecido nas espigas, na amostra inicial e, em outras duas amostras, ao longo do tempo
de armazenagem (6 e 12 meses), a presenca de aflatoxinas ndo foi detectada em nenhuma
destas, enquanto nos demais acondicionamentos detectaram-se em 100% das amostras, a
partir dos 3 meses de armazenagem e na amostra em gréos inicial a armazenagem
(123,20 ug kg™).

Das 37 amostras do hibrido 2B688RR, nas quais foram detectadas aflatoxinas,
91,89% (34 amostras) continham a toxina B, em niveis de 9,47 pg kg™ a 169,24 ug kg™,
86,49% (32 amostras) continham a G, em niveis de 2,78 pg kg™ a 96,05 pg kg*, 72,97% (27
amostras) continham a B; em niveis de 0,61 pg kg™ a 76,51 ug kg™ e 56,76% (21 amostras)
amostras continham a G; em niveis de 2,05 pg kg™ a 17,67 pg kg™.

Enquanto que, das 42 amostras do hibrido 30K73Hx que continham Aspergillus sp.,
durante os tempos de armazenagem, a toxina foi detectada em 78,6% delas (33 amostras),
em niveis de 3,03 pg kg® a 51,58 pg kg™* para a soma B,+B,+G;+G, (Figura 20 ). Também
nesse hibrido ndo se detectaram aflatoxinas nas amostras de milho em espigas. Enquanto
nos demais acondicionamentos, a partir dos 3 meses de armazenagem, as aflatoxinas foram
detectadas em 100% das amostras do silo, em 91,67% das amostras das bolsas
herméticas, 75% das sacarias convencionais e, ainda, na amostra inicial da armazenagem
(3,24 ug kg™).

Das 33 amostras, nas quais foram detectadas aflatoxinas no hibrido de milho
30K73Hx, 66,67% (22 amostras) continham a toxina G, em niveis de 3,03 pg kg* a
22,36 ug kg, 51,52% (17 amostras) continham a B, em niveis de 8,99 pg kg' a
29,32 ug kg, 6,06% (2 amostras) continham a B, em niveis de 2,86 ug kg a 16,14 pg kg™
e 6,06% (2 amostras) amostras continham a G, em niveis de 4,14 pg kg™ a 11,58 ug kg™

Bento et al. (2012) detectaram contaminagdo por aflatoxinas em 21,4% das 84

amostras de milho armazenadas em diferentes regides do Mato Grosso. O tipo mais
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incidente foi a B1 (com niveis 2,4 pg kg* a 84,1 pg kg?), seguido da B, (1 pg kg™ a
4,6 pg kg™, G (1 pg kgt a 22,6 pg kg') e G, (1 pg kgt a 1,8 pg kgt). Rocha (2009)
encontrou aflatoxinas dos tipos B; e B,, respectivamente em 14 e 10% das amostras do Rio
Grande do Sul, em niveis de 13,7 pug kg™ a 1393 ug kg™ para B, e 5,6 pg kg™ a 55,7 pg kg™
para B,.

Todas as amostras do hibrido de milho 2B688RR, em que a presenca de aflatoxinas
foi detectada (Figura 19) apresentaram soma B;+B,+G;+G, acima do LMT preconizado pela
ANVISA (20 pg kg™) para milho em gréio, com contaminagédo média de 76,09 ug kg™, sendo
que a deteccédo minima foi 20,89 ug kg* e maxima 197,51 pg kg™. Enquanto no hibrido de
milho 30K73Hx (Figura 20) apenas 12,12% (4) das amostras contaminadas com aflatoxinas
apresentaram soma B,+B,+G;,+G, acima do LMT, com média 11,9 pg kg™, detecgéio minima
de 3,03 ug kg™ e méaxima de 51,58 pg kg™. Rocha (2010), analisando 200 amostras de milho
recém-colhido, detectou aflatoxinas em 21, destas 16 excederam o LMT de 20 pg kg™ para a
soma B;+B,+G;+G,, cujo maior nivel encontrado foi 1393 pg kg™.

Ainda que a aflatoxina do tipo B; tenha sido a terceira mais incidente para ambos os
hibridos de milho, ficando atrds dos tipos B, e G,, que, segundo Dilkin et al. (2000),
possuem, respectivamente, 20 e 10% da sua toxicidade, os niveis de contaminacdo
encontrados foram altos para todos os tipos, principalmente no hibrido de milho 2B688RR,
no qual a deteccéo da B; ocorreu em 72,97% (27) das amostras com média 29,26 pg kg™
(variando de 0,61 pg kg* a 76,51 pg kg?). Os niveis de contaminacdo encontrados s&o
preocupantes, e comprometem a seguranca alimentar desse milho, com riscos para a saude

humana e animal.
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Figura 19 Ocorréncia de aflatoxinas (B,+B,+G,+G,) em pg kg™, nas amostras de milho do

hibrido 2B688RR durante o0 armazenamento de verdo,

nos diferentes

acondicionamentos e tempos de armazenagem (SC: sacarias convencionais;
BH: bolsas seladas hermeticamente; S: silos metalicos; G: amostras em gréo do
inicio da armazenagem), os numeros (1,2 ou 3) compreendem a repeticdo do
tratamento no respectivo tempo.
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BH: bolsas seladas hermeticamente; S: silos metalicos; G: amostras em gréo do
inicio da armazenagem), os numeros (1,2 ou 3) compreendem a repeticdo do
tratamento no respectivo tempo.
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Machinski et al. (2001) encontraram aflatoxinas em 60 das 110 amostras de milho,
recém-colhido de trés regides do estado de Sao Paulo, de 48 cultivares comerciais. Os
niveis de aflatoxina do tipo B, variaram entre 6 e 1600 ug kg™, sendo que B; e B, foram os
tipos mais incidentes, seguidos da G; e G..

Observando-se as Figuras 19 e 20 verifica-se que 0s niveis de contaminacdo sao
mais elevados no hibrido 2B688RR. Para Machinski et al. (2001), muitos fatores podem
contribuir para uma maior ou menor producédo de aflatoxinas em milho, como o local de
cultivo, a variedade, o tipo de hibrido (simples, duplo ou triplo), o tipo de endosperma do
gréo (dentado, semi-dentado, duro, semi-duro) e o numero de dias para o florescimento (60,
65 e 70 dias). Outros pesquisadores corroboram essas observacdes: Tédihou et al. (2012)
acrescem a influéncia do sistema de cultivo e da época de semeadura; Marques et al.
(2009) incluem a época e a umidade de colheitae e Rosseto et al. (2003), a eficiéncia da
secagem.

Embora o género Fusarium tenha tido a maior ocorréncia nas amostras de milho
deste experimento de armazenagem, respectivamente 90,74 e 92,54% das amostras dos
hibridos de milho 2B688RR e 30K73Hx (Tabela 26), a alta ocorréncia de Aspergillus sp. e
aflatoxinas contrariam alguns relatos (LILLEHOJ et al., 1982; ZUMMO; SCOTT, 1992,
MARIN et al., 1998b; ROCHA, 2010; ATAYDE, 2013) de que a elevada incidéncia de
Fusarium sp. pode coibir a ocorréncia de Aspergillus sp. e a producdo de aflatoxinas.
Também Abbas et al. (2006) afirmam que a alta incidéncia de Fusarium sp. parece nao
proteger da producao de aflatoxinas.

Dias (2012) verificou significativa diferenca nos niveis de contaminacdo por
aflatoxinas, em grdos de milho submetidos a armazenagem em umidades atmosféricas 30,
70 e 80%. A méaxima contaminac&o detectada foi 6 ug kg™ para as UR 30 e 80% e variou de
100 a 150 pg kg™ para a UR 70%.

Pelo teste de Kruskal Wallis verificou-se, em ambos os hibridos de milho, diferenca
significativa (p < 0,05) na ocorréncia de aflatoxinas (B,;+B,+G;+G,), somente em relagdo aos
tipos de acondicionamentos de armazenagem, tanto a interacdo dos fatores (tempo e tipos
de acondicionamentos) quanto o fator tempo (individualmente) ndo apresentaram efeitos
significativos (Figuras 21 (a) e (b)). O acondicionamento em espigas diferiu dos demais
acondicionamentos em ambos os hibridos de milho, pois ndo houve detec¢éo de aflatoxinas
no milho submetido a esse acondicionamento de armazenagem, em nenhum dos tempos
analisados, enquanto a ocorréncia média da soma de aflatoxinas (B;+B,+G;+G;) nos gréos
dos demais acondicionamentos, durante a armazenagem, foi respectivamente 85,42 ug kg™,

84,99 ug kg' e 91,22 ug kg™ para as sacarias convencionais, bolsas herméticas e silo do
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hibrido de milho 2B688RR e nessa mesma ordem 6,75 ug kg™, 9,37 pg kg™ e 11,78 ug kg™

para os acondicionamentos do hibrido de milho 30K73Hx.
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Figura 21 Ocorréncia média de aflatoxinas (B1+B,+G;+G,) durante no milho durante o
armazenamento de verdo, em diferentes acondicionamentos e tempos de
armazenagem para os hibridos de milho: (a) 2B688RR (b) 30K73Hx.

Letras distintas, minUscula entre formas de armazenagem dentre cada tempo e mailsculas
entre tempos dentre as formas de armazenagem, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Nota:

Ferrari Filho (2011) detectou a presenca de aflatoxinas em todas as amostras de
milho, desde a secagem até os 9 meses de armazenagem, em todos os tratamentos de
analisados por ele, contudo em sua pesquisa ndo fez a quantificacdo das mesmas. Ja
Saleemullah et al. (2006) constataram que o conteldo de aflatoxinas em cereais foi
influenciado pelo periodo de armazenagem, sendo que dos 12 aos 18 meses verificou-se

um acréscimo de 27,1 ug kg™ para 31,9 ug kg™ no contetdo total de aflatoxinas.

5.2.5 Consideracfes sobre o armazenamento do milho safra de verdo

Verificou-se neste experimento de armazenagem para hibridos de milho, que os
graos acondicionados em bolsas seladas hermeticamente apresentaram o menor teor de
agua, durante todo o periodo de armazenagem. Verificou-se também que o contetudo de
cinzas dos grdos aumentou com o tempo, indicando aumento da degradacdo dos graos
durante a armazenagem.

O conteudo de lipidios dos graos de milho mostrou-se variavel ao longo do tempo,

enguanto o teor de proteinas manteve-se estavel nos graos de todos os acondicionamentos
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do hibrido 2B688RR. No hibrido 30K73Hx, o contetdo de lipidios dos grédos foi maior no
milho armazenado em espigas, apresentando reducdo em todos os acondicionamentos com
o tempo de armazenagem.

Tanto a percentagem de grdos sem defeito quanto o peso volumétrico dos graos,
reduziram durante o tempo de armazenagem, independente do hibrido de milho e do tipo de
acondicionamento, confirmando a degradacdo dos grédos ao longo da armazenagem.

De modo geral, o peso de mil grdos de ambos os hibridos de milho ndo apresentou
variabilidade nas sacarias convencionais, bolsas herméticas e espigas; somente reduziu nos
silos apresentando o menor peso ao fim da armazenagem.

Neste experimento, a presenca dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium foi
constatada nos graos desde a colheita, e prevaleceu durante o periodo de armazenagem
respectivamente em 83,3, 91,6 e 90,07% das amostras analisadas. Verificou-se efeito
significativo da interag&o tipo de acondicionamento e tempo de armazenagem na incidéncia
desses trés géneros fangicos, e ainda na contagem total de bolores e leveduras para ambos
os hibridos de milho.

O milho acondicionamento em espigas teve a menor ocorréncia de Aspergillus sp. e
a maior de Penicillium sp. nos dois hibridos de milho, e ainda, a menor ocorréncia de
Fusarium sp. no hibrido 30k73Hx.

Os graos do hibrido de milho 30K73Hx acondicionados em bolsas herméticas,
apresentaram a maior contagem média de Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp.,
total bolores e leveduras dos 3 aos 9 meses de armazenagem.

Detectaram-se aflatoxinas em 83,3% das amostras de milho analisadas, ndo sendo
constatada a ocorréncia nas amostras de milho armazenado em espigas de ambos os
hibridos. O total de aflatoxinas (B,+B,+G;+G,) encontrado variou de 3,03 a 197,51 ug kg™
E, ainda, todas as amostras (37) do hibrido de milho 2B688RR nas quais foi detectada a
presenca de aflatoxinas, continham niveis acima do LMT (20 ug kg), enquanto no hibrido

de milho 30K73Hx isso ocorre apenas em 4 amostras.

5.3 Principais aspectos entre os experimentos de ar mazenagem

Ao se observar os resultados dos pardmetros qualitativos e quantitativos dos graos
de milho, a incidéncia de fungos (Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicilium sp.) e a

ocorréncia de aflatoxinas (B;, B,, G; e G,) nos dois experimentos de armazenagem (de
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inverno e de verdo), cujos resultados foram apresentados acima, nos itens 5.1 e 5.2,
pode-se inferir que houve diferencas entre eles, mas também semelhancas.

As diferentes condicfes climaticas registradas durante os experimentos, expostas na
Figura 22, podem ter sido as responsaveis por boa parte das diferencas obtidas entre os
experimentos. Nessa Figura é possivel perceber um comportamento inverso tanto da
temperatura do ar quanto da UR, durante os 12 meses de armazenagem. Primeiro porque o
armazenamento de inverno iniciou e terminou no inverno (jul/2012 a jul/2013), ao passo que

0 armazenamento de verdo iniciou e terminou no verao (fev/2013 a fev/2014).
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Figura 22 Condi¢des climaticas (temperatura média mensal (°C) e umidade relativar do ar
(UR) média mensal(%)) durante os 12 meses de armazenagem para 0s dois
experimentos. Exp I: Armazenamento safra de inverno (jul/2012 a jul/2013); Exp
[I: Armazenamento safra de verao (fev/2013 a fev/2014).

Fonte: Dados da estagdo meteorolégica automatica do INMET (http://www.inmet.gov.br).

Em relagdo ao teor de agua dos gréos, verifica-se em ambos o0s experimentos
semelhanga no comportamento desse atributo nos acondicionamentos em bolsas
herméticas e silo, em que o primeiro acondicionamento apresentou redugdo e 0s menores
niveis, enquanto o segundo apresentou uma tendéncia de aumento durante a
armazenagem. Os demais acondicionamentos tiveram comportamentos distintos. No
armazenamento de inverno, os grdos dos acondicionamentos em sacarias convencionais e
espigas, inicialmente, (0-3 meses) reduziram o teor de 4gua e, em seguida, apresentaram
aumento progressivo. Ja ho armazenamento de verdo houve aumento até os 6 meses,
seguido de progressiva reducdo. Esse comportamento antagdnico entre os experimentos
estd diretamente relacionado ao comportamento da UR (Figura 22), pois estes tipos de
acondicionamentos sdo mais suscetiveis ao processo de sor¢do do vapor de agua com o
ambiente.

Constatou-se aumento do conteudo de cinzas dos grdos durante a armazenagem,

em ambos 0s experimentos, independente do hibrido e do tipo de acondicionamento. Nao
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foi possivel constatar semelhancas ou padrdo de comportamento para o conteltdo de
lipidios dos grédos durante a armazenagem entre 0s experimentos.

Verificou-se, para ambos os experimentos, que o contetddo de proteinas dos gréos
de milho do hibrido 30k73Hx, foi somente influenciado pelo tempo de armazenagem,
decrescendo ao longo do periodo de armazenagem, exceto aos 12 meses no
armazenamento de verdo, em que houve pequeno incremento. Ndo houve variacdo
significativa do contetdo de proteinas dos grdos do hibrido de milho 2B688RR, em todos os
acondicionamentos do armazenamento de verdo e também nas sacarias convencionais do
armazenamento de inverno, enquanto nos demais acondicionamentos deste experimento
houve variabilidade, primeiramente com aumento e secundariamente reducdo, cujos
maiores conteudos foram obtidos entre 3 e 9 meses de armazenagem. Souza (2011)
também constatou variabilidade no contetdo de proteinas em grdos de milho, tanto entre
diferentes cultivares como entre tipos de fertilizacdo (adubacdo organica, adubagédo mineral
e sem adubacao) e. ainda. entre safras (2009 e 2010).

A percentagem de grédos sem defeito reduziu durante a armazenagem em todos o0s
acondicionamentos. de ambos os experimentos de armazenagem. Sendo que o milho
acondicionado em espigas do hibrido 30K73Hx, do armazenamento de inverno e de ambos
os hibridos de milho do armazenamento de verdo, apresentou a maior percentagem de
graos sem defeito durante a armazenagem.

Ocorreu reducdo do peso volumétrico (ou massa especifica) dos grdos durante o
tempo de armazenagem em ambos o0s experimentos, independente de hibrido e tipo de
acondicionamento. Nao houve variabilidade significativa no peso de mil grdos durante a
armazenagem, nos acondicionamentos em sacarias convencionais e bolsas herméticas de
ambos os hibridos e experimentos e, ainda, no silo do armazenamento de inverno. Ja no
armazenamento de verdo os grados do silo apresentaram reducdo aos 12 meses de
armazenagem. em ambos os hibridos de milho. Enquanto no milho acondicionado em
espigas, o peso de mil gréos foi varidvel em relagdo aos tempos, hibridos e experimentos de
armazenagem.

O aumento do conteudo de cinzas dos grdos de milho e a reducdo dos parametros
percentagem de grdos sem defeito e peso volumétrico, em ambos o0s experimentos,
confirmam o aumento da deterioragdo dos graos, durante a armazenagem, independente do
tipo de acondicionamento e do hibrido de milho. Embora seja um processo natural, as
condicbes de armazenagem possibilitam a aceleracdo da deterioracdo e, neste caso,
acredita-se que as condicdes de temperatura do ar e UR tenham sido os principais fatores
influentes, uma vez que, os experimentos de armazenagem foram realizados em condicoes

ambientais, sem a utilizacdo de sistemas de aeracdo ou termometria. Rutz (2012) afirma
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que elevadas temperaturas e UR intensificam a velocidade de deterioracdo dos graos
durante a armazenagem, o que é corroborado neste experimento.

Percebe-se disparidade da microbiota fungica dos gréos entre os experimentos,
principalmente em relacdo a ocorréncia do género Aspergillus, cuja presenca nos graos de
milho do armazenamento de inverno foi somente detectada a partir dos 3 meses de
armazenagem (out/2013) e em apenas 22 amostras, enquanto no armazenamento de verao
foi verificada desde a colheita, ao todo em 84 amostras. Atribui-se esse fato as condi¢des
ambientais da época de colheita, que foram mais propicias ao desenvolvimento desse fungo
no armazenamento de verdo. Bernd (2006) relaciona o desenvolvimento fungico da etapa de
armazenagem com a carga de esporos presente no meio da massa de gréos desde o cultivo
na lavoura. A média de UR do ar registrada na época de colheita do milho utilizado no
armazenamento de inverno estava acima de 80%, enquanto na colheita do milho utilizado
no armazenamento de verdo estava em torno de 70% e a temperatura média era,
respectivamente 15,2 °C e 23 °C. Segundo Thompson e Henke (2000), A. flavus e A.
parasiticus podem crescer e produzir aflatoxinas em temperaturas acima de 21 °C e, ainda,
Dias (2012) verificou em seu experimento que a UR de 70% apresentou maior incidéncia de
Aspergillus sp que a UR 80%.

Apesar de que outros fatores também podem ter contribuido para a maior de
contagem de Aspergillus sp. no armazenamento de verdo, como o local onde os hibridos
foram cultivados, pois os dois experimentos foram realizados na microrregido de Dois
Vizinhos, os locais foram distintos, além de outros fatores mencionados por Bernd (2006),
como as praticas de manejo, a época e a densidade de semeadura, as condic¢des climaticas
como estresse hidrico, altos indices de pluviosidade, a infestacdo por plantas invasoras, a
pratica de rotacdo de cultura, a fertilidade do solo, a microbiota do solo e da vegetacéo de
entorno, o tempo entre a maturacao fisiolégica e a colheita.

Almeida, Correa e Mallozzi (2000), avaliando a microbiota fungica de 3 hibridos de
milho recém-colhidos, oriundos de trés regides do Estado de Sao Paulo, também né&o
detectaram a presenca de Aspergillus sp. nas amostras oriundas de Ribeirdo Preto,
enquanto Fusarium sp. e Penicillium sp. foram diagnosticados em 77,8 e 50% das amostras.
Nas demais regibes (Assis e Capao Bonito), a presenca de Aspergillus sp. foi verificada
ainda na colheita (em 23,3 e 22,22% das amostras). Ramos et al. (2008) também
encontraram diferengas entre locais de cultivo na incidéncia de Aspergillus sp., encontrando
esse género fungico em 100% das amostras de Jatai, 41,7% das amostras de Goiania e em
apenas uma de Montividiu.

A incidéncia de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. foi verificada,

respectivamente, em 20,37, 86,11 e 94,4% das amostras do armazenamento de inverno e
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em 83,29, 91,62 e 90,07% das amostras do armazenamento de verdo. Os resultados de
incidéncia fungica encontrados por Bento (2011) diferiram entre as safras 2009 e 2010. Na
primeira, a incidéncia de Fusarium sp. variou de 25,3 a 58,3% e, na segunda, de 23,16 a
94,16%. Ao contrario de Aspergillus sp. e Penicillium sp. que tiveram maior incidéncia na
primeira safra, o Aspergillus sp. variou de 3,3 a 44,8% (na safra 2009) e de 3,1 a 37% (ha
safra 2010) e o Penicillium sp. de 4,7 a 42,2% (na safra 2009) e de 0,75 a 17,5% (na safra
2010).

Souza (2011) também encontrou diferencas na incidéncia de fungos das safras 2009
e 2010, encontrando Fusarium spp. e Penicillium spp., respectivamente em 83 e 100% das
amostras da primeira safra e em 100 e 69% das amostras da segunda safra, enquanto o
Aspergillus spp. somente foi detectado na safra 2009 em 14,5% das amostras.

Os fatores analisados, tipos de acondicionamentos e tempos de armazenagem, ndo
influenciaram na contagem de Aspergillus sp. nos grdos do armazenamento de inverno,
para ambos os hibridos de milho. Ao contrario do ocorrido no armazenamento de veréo,
quando a interacdo desses fatores foi significativa e o milho acondicionado em espigas,
além de ndo apresentar variabilidade com o tempo de armazenagem, teve a menor
contagem ao longo do periodo, em ambos os hibridos. J& os gréos de milho acondicionados
em sacarias convencionais, bolsas herméticas e silo do hibrido 2B688RR aumentaram a
contagem aos 3 meses e mantiveram-se até o fim da armazenagem, enquanto no hibrido de
milho 30K73Hx os grdos destes acondicionamentos ndo apresentaram variabilidade
significativa durante a armazenagem.

A contagem de Fusarium sp. nos graos do armazenamento de inverno teve somente
influéncia do fator tempo, com reducao partir dos 6 meses em ambos os hibridos de milho,
fato que também ocorreu desde o0 inicio da armazenagem no armazenamento de verao,
para os graos do hibrido de milho 30K73Hx acondicionados em sacarias e silo. Ainda, neste
segundo experimento o milho acondicionado em espigas apresentou a menor ocorréncia de
Fusarium sp., durante a armazenagem.

Verificou-se em ambos os experimentos que a contagem de Penicillium sp. sempre
obteve os maiores valores no milho acondicionado em espigas e que a contagem total de
bolores e leveduras nos gréos apresentou tendéncia de reducdo durante a armazenagem,
cujo periodo de tempo e nivel de reducdo foi varidvel entre os hibridos de milho e
acondicionamentos de armazenagem.

Resultados semelhantes foram encontrados por Tanaka et al. (2001), avaliando a
microflora fangica de sementes de milho armazenado em sacos de papel (kraft) por
12 meses, em ambiente ndo controlado, temperatura 18-32 °C e UR 65-95%, Os autores

nao verificaram variabilidade na ocorréncia de Aspergillus sp. com o tempo de
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armazenagem, enquanto a ocorréncia de Fusarium sp. diminuiu gradativamente e a de
Penicillium sp. aumentou. Catéo et al. (2013), avaliando sementes de milho armazenadas
em garrafas (PET), verificaram que os géneros Aspergillus e Penicillium tiveram aumento de
incidéncia a partir dos 7 meses de armazenagem e Fusarium sp. teve reducdo, mas, apesar
disso, a incidéncia deste Ultimo continuou alta ao fim da armazenagem.

A ocorréncia de aflatoxinas foi detectada em 15 das 22 amostras pesquisadas no
armazenamento de inverno e em 70 das 84 amostras pesquisadas no armazenamento de
verdo. Os niveis de contaminacdo (B;+B,+G;+G,) detectados no primeiro experimento
variaram de 2,87 a 14,45 ug kg' e, no segundo experimento, de 3,03 a 197,51 ug kg™.
Nenhuma das amostras do armazenamento de inverno apresentou contaminagao
(B1+B,+G,+G,) maior que 20 pg kg, o que ocorreu no armazenamento de verdo com 41
amostras, sendo 37 do hibrido de milho 2B688RR e 4 do hibrido de milho 30k73Hx. Os
resultados sdo andlogos aos de ocorréncia de Aspergillus sp. obtidos nos respectivos
experimentos.

A maior ocorréncia de aflatoxinas e os niveis mais elevados de contaminacdo no
armazenamento de verdo, provavelmente estejam associados a presenca do agente
produtor Aspergillus sp., desde a colheita, as condicdes ambientais (Figura 22) mais
favoraveis ao seu desenvolvimento e a producao desta toxina durante o experimento. O fato
deste experimento de armazenagem ter iniciado no verdo (fev/2013), com temperatura
média de 23 °C, possibilitou a germinacdo e proliferacdo dos esporos de Aspergillus sp.
presentes nos gréos desde a colheita, assim como a imediata producdo de aflatoxinas, a
gual foi constatada apds o processo de secagem.

Bento (2011) também encontrou diferentes niveis de contaminacdo por aflatoxinas
em amostras milho armazenadas nas safras 2009 e 2010. Na primeira safra, 19% das
amostras estavam contaminadas, porém, todas com total (B;+B,+G;+G,) inferior a
20 pg kgt; na segunda safra, 23% das amostras continham aflatoxinas, 60% dessas com
niveis superiores ao LMT, sendo que o méaximo detectado foi 108,7 pg kg™.

Marques et al. (2009) também verificaram diferengcas entre safras agricolas na
incidéncia de Aspergillus sp. e na ocorréncia de aflatoxinas em grdos de milho, cultivados
em Astorga, regido norte do Parana. Verificaram baixa incidéncia de Aspergillus sp. e ndo
detectaram aflatoxinas nas amostras de colheita da safrinha 2007 (outono/inverno),
independente da umidade de colheita, ao inverso do ocorrido com as amostras colhidas na
safra de verdo 2007/2008, nas quais encontraram alta incidéncia de Aspergillus sp. e
detectaram aflatoxinas, ja na colheita. Souza (2011) atribuiu as condi¢des climaticas de
cultivo, principalmente a temperatura e aos indices pluviométricos, as diferencas obtidas

entre as safras 2009 e 2010 na contaminacao dos graos de milho por fumonisinas.
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5.4  Andlise dos componentes principais (ACP)

Para definir as caracteristicas de maior influéncia na qualidade do milho armazenado
através da construcao de varidveis matematicas (CPs), que sintetizam a maior variabilidade
do conjunto de dados com a menor perda de informacéo, utilizou-se o critério de Kaiser
(1960), pelo qual se descartam os componentes principais (CPs) com autovalores menores
que um (A<1). Desse modo, obtém-se para o hibrido de milho 2B688RR do armazenamento
safra de inverno (Tabela 27), que os cinco primeiros CPs explicam 75,39% da variacao total
do conjunto de dados. Ja o hibrido de milho 30k73Hx, também desse armazenamento,
possui 74,82% da variacdo total dos seu dados explicada pelos seis primeiros CPs.
Enquanto no armazenamento safra de verdo, o hibrido de milho 2B688RR possui 77,87% da
variabilidade total explicada pelos cinco primeiros CPs e o hibrido de milho 30K73Hx possui
71,17% da sua variabilidade total explicada por apenas quatro CPs.

Com base nesses resultados (Tabela 27), pode-se inferir que a técnica de
componentes principais foi efetiva para resumir as catorze caracteristicas de qualidade,
aferidas neste trabalho em milho armazenado, em conjuntos de 4 a 6 CPs por hibrido de
milho. Para Hair et al. (2009), o objetivo da ACP é condensar a informagéo contida em um
grande conjunto de variaveis (originais) noutro conjunto menor de variaveis (estatisticas),
com a minima perda de informacao, sendo util para analisar a inter-relacdo destas variaveis.

Segundo Jackson (1980), é caracteristica das CPs que nenhuma combinacao linear
possa explicar mais as variaveis originais que a CP; e, ainda, sempre que ACP partir da
matriz de correlagBes as variaveis nao serdo influenciadas pela grandeza das suas unidades

de medida.

5.4.1 Componentes principais das caracteristicas de qualidade do hibrido de milho

2B688RR no armazenamento da safra de inverno

O primeiro componente (CP;) explica 25,09% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27). Esse componente, de acordo com os dados da Tabela 28, possui
correlacdo forte com as variaveis: teor de agua, conteudo de lipidios, temperatura e umidade
relativa do ar, e correlagbes de amplitude moderada com o0s conteludos de cinzas e
proteinas, peso de mil gréos, peso volumétrico, percentagem de grdos sem defeito e
contagem de Penicillium sp. Esse componente apresenta relacdo direta entre os parametros
fisicos, teor de agua dos gréos e umidade relativa do ar, cuja relagéo é proporcionada pelas

propriedades higroscépicas dos grdos (SILVA et al.,, 1995), em que o0 aumento destes
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parametros, durante a armazenagem, pode acelerar a degradacdo dos graos (SILVA, 2005;
SOUZA, 2007; LEAL, 2012). Nesse componente também se verifica relacdo inversa dos
parametros fisicos com parametros quantitativos (peso volumétrico, peso de mil grdos e
percentagem de graos sem defeito), qualitativos (conteddo de lipidios, cinzas, proteinas),
fisicos (temperatura) e da microflora (contagem de Penicillium sp.). Essas inter-relacdes
possuem procedéncia relatada na literatura (FARONI, 1998; LAZZARI, 1997; DIONELLO et
al., 2000), pois o teor de agua dos graos e a UR estdo entre os principais fatores que afetam
a qualidade de grdos armazenados.

O segundo componente (CP;), que explica 19,48% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlacdo linear forte com o conteldo de cinzas e a
percentagem de gréos sem defeito, e relacdo moderada com o contetdo de proteinas, peso
volumétrico, contagem de Fusarium sp. e total de bolores e leveduras (Tabela 28). De modo
gue a temperatura do ar, os conteados de cinzas e proteinas correlacionam-se
positivamente entre si e, inversamente, com a percentagem de grdos sem defeito, peso
volumétrico, contagem de Fusarium sp. e total de bolores e leveduras. Assim como
aumentos no teor de agua dos graos e na UR, a elevacdo da temperatura € um dos fatores
que mais contribuem para a degradacdo da massa de grdos durante a armazenagem,
ocasionando aumento no conteddo de cinzas e proteinas (REED et al., 2007) e,
consequente, reducdo no peso volumétrico e na percentagem de grdos sem defeito. A
correlacdo inversa da contagem de Fusarium sp. e total de bolores e leveduras com a
temperatura, esta relacionada aos registros de desenvolvimento desse género e de outros
em temperaturas de 2,5 a 37,5 °C (SILVA, 2007b), ou seja, em uma faixa bem variavel. A
correlacdo direta desses fungos com a percentagem de graos sem defeito e com o peso
volumeétrico, reforca o fato de que gréos assintomaticos também sdo acometidos por fungos
(MARCONDES, 2012). Hoeltz (2005) também verificou correlacdo positiva (r = 0,69) entre o
teor de agua dos graos de arroz armazenado com as contaminacgdes fungicas.

O terceiro componente (CP3), que explica 11,76% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui apenas correlacéo linear forte com a contagem de Penicillium
sp. e moderada com os contetdos de lipidios e proteinas, peso de mil gréos, teor de agua,
contagem de Fusarium sp. e total de bolores e leveduras (Tabela 28). Havendo correlagéo
positiva entre o contetido de lipidios e 0 peso de mil gréos e inversa destes com o teor de
agua, conteudo de proteinas, contagem de Penicillium sp., Fusarium sp. e total de bolores e
leveduras. As inter-relacdes verificadas tém coeréncia, pois a manutencao do teor de lipidios
nos graos durante a armazenagem esta relacionada a manutencdo da qualidade da massa
de graos, logo, ao peso destes. A reducao desses dois atributos esta ligada a deterioracao,

ocasionada pelo aumento do teor de 4gua e das contaminacdes por fungos e leveduras,
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diante disso, o conteludo de proteinas detectado nas analises tende a aumentar, pois sdo
juntamente quantificadas as proteinas fangicas (FERRARI FILHO, 2011). Bernd (2006)
também verificou relacdo direta do teor de agua dos graos com a contagem de Penicillium
sp. e total de bolores e leveduras.

O quarto componente (CP,4), que explica 10,04% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27), possui apenas correlacao linear forte com a contagem de Aspergillus sp.
e correlacdo moderada com a ocorréncia de aflatoxinas, com a contagem de Fusarium sp. e
com o total de bolores e leveduras (Tabela 28). Todas essas varidveis correlacionam-se
positivamente, indicando que aumento de uma é proporcional ao aumento das outras ou
vice-versa. A correlagdo positiva entre Aspergillus sp. com a ocorréncia de aflatoxinas e a
contagem de Fusarium sp. corrobora os resultados obtidos por Abbas et al. (2006), que
assinalam que a alta incidéncia de Fusarium sp. parece ndo inibir a producédo de aflatoxinas.
Tédihou et al. (2012) também encontraram correlagdo positiva entre a ocorréncia de
Fusarium sp., Aspergillus sp. e aflatoxinas.

O quinto componente (CPs), que explica 9,02% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27), apresenta somente as correlacdes de magnitude moderada a fraca com
as caracteristicas de qualidade do milho (Tabela 28), cuja inter-relagdo das maiores
correlacdes € positiva entre peso volumeétrico, percentagem de graos sem defeito, contagem
de Aspergillus sp. e ocorréncia de aflatoxinas, e negativa com o conteudo de lipidios e
contagem de Fusarium sp. Dada a independéncia das CPs, de modo que os resultados
destas ndo séo correlacionados a CPs, além de possuir somente correlacdes moderadas,
possui menor representatividade na variabilidade total dos dados em relacdo a CP,, CP,,
CP; e CP,. Destaca-se apenas a correlacdo direta dos paradmetros quantitativos (peso
volumétrico e percentagem de grdos sem defeito) com a contagem de Aspergillus sp. e a
ocorréncia de aflatoxinas, que reforcam o fato de que gréos aparentemente sadios podem
estar contaminados por fungos e aflatoxinas, resultados obtidos por Farias et al. (2000)
apoiam essa pressuposicao.

De forma geral, pode se inferir que as carateristicas de maior correlagdo com a
qualidade dos graos do milho hibrido 2B688RR, durante a armazenagem, foram a umidade
relativa do ar (r = 0,81; CP,), a temperatura (r = - 0,78; CP;), o teor de 4gua dos graos
(r=0,68; CP;), a percentagem de graos sem defeito (r= -0,67; CP,), o contetdo de cinzas
(r= 0,65; CP,), a contagem de Penicillium sp. (r = - 0,65; CP3) e de Aspergillus sp.
(r=0,65; CP,), pois estas sete caracteristicas apresentaram forte correlagdo com os

escores das cinco CPs que explicam a maior variabilidade do conjunto de dados.
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Tabela 27 Componentes principais (CP), autovalores (\), proporcdo da variancia explicada por cada componente e acumulada, para cada
hibrido de milho (2B688RR e 30K73Hx) nos dois experimentos de armazenagem (safra de inverno e safra de verao)

Componentes principais

Componentes da variancia CP, CP, CP; CP, CPs CPsg CP, CPg CPq CPqg CPy;; CPy  CPgs CP 14

Armazenamento safra de inverno: hibrido 2B688RR

Autovalores (A) 3,51 2,73 1,65 1,41 1,26 0,83 0,66 0,57 0,51 0,32 0,28 0,14 0,10 0,04

Proporcao (%) 25,09 19,48 11,76 10,04 9,02 5,92 4,69 4,08 3,67 2,31 1,98 0,97 0,70 0,28

Proporcdo acumulada (%) 25,09 4457 56,33 66,37 75,39 81,32 86 90,09 93,77 96,07 98,06 99,02 99,72 100
Armazenamento safra de inverno: hibrido 30K73Hx

Autovalores (A) 2,76 2,18 1,88 1,33 1,25 1,07 0,87 0,84 0,50 0,48 0,34 0,27 0,13 0,09

Proporcao (%) 19,74 15,61 13,40 9,51 8,93 7,63 6,21 5,99 3,59 3,40 2,42 1,92 0,95 0,68

Proporcédo acumulada (%) 19,74 3535 48,76 58,26 67,19 74,82 81,03 87,02 90,62 94,02 96,44 98,36 99,32 100
Armazenamento safra de verdo: hibrido 2B688RR

Autovalores (A) 3,80 2,29 2,18 1,40 1,23 0,89 0,68 0,40 0,31 0,26 0,21 0,18 0,09 0,06

Proporcao (%) 27,13 16,39 15,59 9,99 8,76 6,39 4,88 2,88 2,22 1,90 1,50 1,27 0,63 0,45

Proporcao acumulada (%) 27,13 43,51 59,11 69,10 77,87 84,26 89,14 92,03 94,25 96,15 97,65 98,92 99,55 100
Armazenamento safra de verao: hibrido 30K73Hx

Autovalores (A) 4,18 2,56 1,79 1,43 0,97 0,78 0,74 0,47 0,35 0,25 0,20 0,14 0,11 0,02

Proporcao (%) 29,89 18,30 12,77 10,21 6,91 5,61 5,26 3,39 2,53 1,77 1,43 1,03 0,76 0,16

Proporcao acumulada (%) 29,890 48,18 6095 71,17 78,08 83,69 8894 92,33 9486 96,63 98,06 99,09 99,84 100

@ i=1,2,3,..14.
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5.4.2 Componentes principais das caracteristicas de qualidade do hibrido de milho

30K73Hx no armazenamento da safra de inverno

S&o seis 0s CPs que explicam a maior parte da variabilidade dos dados de qualidade
do milho do hibrido 30k73Hx (Tabela 27), sendo que o primeiro componente (CP;) explica
19,74% desta variabilidade. De acordo com os dados da Tabela 28, esse componente
possui correlacdo forte com as varidveis: percentagem de grdos sem defeito, peso
volumétrico e temperatura, sendo que as duas primeiras possuem correlacdo positiva entre
si e inversa com a temperatura. Essa inter-relacdo j4 era esperada, pois aumentos na
temperatura aceleram a taxa respiratéria de graos e microrganismos associados, causando
perda de massa e maior deterioracdo (PARAGINSKI, 2013). Essa componente também
apresenta correlagbes moderadas positivas entre o contetdo de proteinas, umidade relativa
do ar, contagem de Penicillium sp. e total de bolores e leveduras e negativas com o peso de
mil grdos e ocorréncia de aflatoxinas. Leal (2012) também verificou correlacdo negativa
entre matéria seca e graos fungados. Segundo Dale e Jackson (1994), grdos com baixa
densidade (peso volumétrico ou massa especifica) apresentam maior contetdo de proteina
bruta.

O segundo componente (CP,) que explica 15,61% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlacdo linear forte com o0 peso volumétrico dos graos,
conteudo de lipidios e umidade relativa do ar; correlagdo moderada com a temperatura, teor
de agua dos gréos e contagem de Aspergillus sp. (Tabela 28). Sendo que a umidade relativa
do ar e o teor de agua dos graos se correlacionam positivamente entre si e negativamente
com o conteudo de lipidios e 0 peso volumétrico. Conforme ja relatado, o aumento dos
fatores fisicos (teor de 4gua e UR) na armazenagem provoca aceleracdo no metabolismo
dos grdos com consequente consumo dos recursos energéticos, causando a degradacao
dos lipidios e a perda de massa. Para Deliberali et al. (2010), o contetudo de lipidios é o
constituinte quimico do grdo mais propenso a deterioracdo, durante o periodo de
armazenamento. O grau de degradacéo lipidica é indicador de conservabilidade dos gréos.
Estes dois fatores fisicos: teor de 4gua e UR também se correlacionam negativamente com
a temperatura e a contagem de Aspergillus sp. Em relacdo a temperatura, verifica-se na
Figura 22 comportamento inverso em relacdo a UR, durante o periodo de armazenagem,
cujas maiores umidades relativas do ar ocorreram durante o0 inverno (menores
temperaturas) e as menores UR no verdo (maiores temperaturas). A correlagédo inversa com
Aspergillus sp. advém do fato de esse género ser classificado como fungo de
armazenagem, por se desenvolver melhor em grdos com baixo teor de 4gua (em torno de
13%) e em umidades relativas do ar na faixa de 70% (DIAS, 2012).
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O terceiro componente (CP3), que explica 15,61% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlacédo linear forte positiva com o teor de agua dos gréaos e
negativa com o peso de mil grédos e correlagbes moderadas positivas com a contagem de
Aspergillus sp. e ocorréncia de aflatoxinas e negativas com a contagem total de bolores e
leveduras (Tabela 28). O teor de 4gua, a contagem de Aspergillus sp. e a ocorréncia de
aflatoxinas possuem correlacdo positiva entre si e negativa com o peso de mil gréos e a
contagem total de bolores e leveduras. Como o teor de agua dos grédos, durante a
armazenagem, teve como média 12,1% (variando de 10,9 a 13,53%), niveis que foram
favoraveis a ocorréncia de Aspergillus sp. e aflatoxinas, fica evidente a relacdo positiva entre
esses fatores. Para Farias et al. (2000) e Veit (2013), embora a presenca do fungo
(Aspergillus sp.) com potencial toxigénico nos grédos ndo garanta a sua contaminagao por
aflatoxinas, essa é um indicativo e representa um risco potencial. Ja a correlagcdo inversa
das caracteristicas teor de 4gua, contagem de Aspergillus sp. e a ocorréncia de aflatoxinas
com a contagem total de bolores e leveduras pode ser atribuida a competicdo entre
espécies, dado que a dominancia de determinada espécie é influenciada pelas condi¢cbes
climéticas e pelo tipo de substrato, de forma que a espécie predominante pode tanto inibir as
outras, como reduzir ou provocar a producdo de metabdlitos toxicos, tais como as
aflatoxinas. Para Dias (2012), condicbes de estresse favorecem a producdo de micotoxinas
por fungos.

O quarto componente (CP4) explica 9,51% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27) e possui apenas correlagdes moderadas a fracas (Tabela 28), sendo que
a temperatura e a contagem de Fusarium sp. possuem correlacdo positiva entre si e
negativa com os conteudos de cinzas e lipidios, umidade relativa do ar, ocorréncia de
aflatoxinas e contagem total de bolores e leveduras, os quais se inter-relacionam
positivamente. Bernd (2010) também encontrou correlacdo positiva entre o contetdo de
cinzas e de lipidios (r = 0,70). Orsi et al. (2000) encontraram correlacdo negativa da
contaminagdo por Fusarium sp. com a umidade relativa do ar, mas, ao inverso desta
componente, também obtiveram relacdo negativa desse fungo com a temperatura. A
inter-relacdo direta obtida para o conteddo de cinzas e a ocorréncia de aflatoxinas,
contrariam os resultados de Salemullah et al. (2006), que encontraram correlacdo inversa
(r=-0,50) e de Bernd (2010), que nédo obteve correlacdo significativa.

O quinto componente (CPs) explica 8,93% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27) e, também, possui apenas correlacdes moderadas a fracas (Tabela 28),
cujas inter-relacbes sdo diretamente proporcionais entre conteddo de cinzas, peso
volumétrico e contagem de Penicillium sp. e inversas com o conteado de proteinas,

contagem de Aspergillus e de Fusarium sp. Embora estas relacées sejam moderadas, ddo
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indicios de que o aumento da ocorréncia dos géneros Aspergillus e Fusarium provoca perda
de massa e aumento do conteudo de proteinas nos grdos, uma vez que os fungos
consomem principalmente o gérmen do grao, devido a alta constituicao lipidica (energética),
fato que contribui para o0 aumento da propor¢cao de proteinas nos graos em relacdo ao total
de matéria seca (ANTUNES et al., 2011). Essa inter-relacdo sugere competicdo entre estes
dois géneros com o Penicillium sp. Marin et al. (1998c), avaliando as competicbes entre as
espécies fungicas que mais acometem milho, constataram dominancia do género Penicillium
sp. em algumas condi¢cdes ambientais. Leal (2012) também verificou correlagdes negativas
do conteudo de proteinas dos graos com o peso volumétrico. Para Bernd (2010), o contetdo
de proteinas correlacionou-se positivamente com a ocorréncia de Fusarium sp. (r = 0,31) e
negativamente com a ocorréncia de Aspergillus sp. (r = - 0,36), enquanto o conteudo de
cinzas correlacionou-se positivamente com o de proteinas (r = 0,57) e néo teve correlagéo
significativa com a incidéncia fungica.

O sexto componente (CPg), que explica 7,63% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27), também possui apenas correlagdes moderadas a fracas (Tabela 28),
com inter-relacdes positivas entre conteudo de lipidios, percentagem de gréos sem defeito,
peso de mil grédos e ocorréncia de aflatoxinas e negativas com o contetdo de cinzas. Apesar
da magnitude das inter-relacdes ser moderada, estas nos dao indicativo de que a
contaminacdo por aflatoxinas, além de ocorrer em grdos assintomaticos, ndo provoca
aumento na sua deterioracdo, pois se verifica correlagdo positiva com a percentagem de
graos sem defeito e com o peso de mil grdos e negativa com o conteddo de cinzas.
Saleemullah et al. (2006) também encontraram correlacdo negativa (r = -0,50) entre a
ocorréncia de aflatoxinas e o contetudo de cinzas. Ja a correlagdo positiva da ocorréncia de
aflatoxinas com o conteudo lipidios apresenta controvérsias. Silva (2007a) descreve que na
producdo das aflatoxinas ocorre a hidrélise lipidica, na qual sdo produzidos os acidos
graxos, 0s quais sdo assimilados pelos fungos para sintetizacdo das aflatoxinas.

De forma geral, pode se inferir que as carateristicas de maior correlagdo com a
qualidade dos gréos de milho do hibrido 30K73Hx, durante a armazenagem, foram
percentagem de grdos sem defeito (r = 0,71; CP,), peso de mil grdos (r = -0,70; CP53),
temperatura do ar (r = -0,63; CP;), umidade relativa do ar (r = - 0,63; CP,), conteudo de
lipidios (r = 0,61; CP,), peso volumétrico (r = 0,61; CP,; CP,), teor de agua dos graos
(r=0,60; CP3), pois estas sete caracteristicas apresentaram forte correlagdo com o0s

escores das seis CPs que explicam a maior variabilidade do conjunto de dados.
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Tabela 28 Coeficientes de correlagdo dos componentes principais (CPs que possuem A= 1) com as catorze caracteristicas de qualidade dos
hibridos milho (2B688RR e 30K73Hx), durante os armazenamentos safra de inverno e safra de verao

Hibrido 2B688RR

Hibrido 30K73Hx

Correlacdo com 0s componentes principais

Caracteristicas CP, CP, CP; CP 4 CPg CP CP, CP, CP, CPg CPg
Armazenamento safra de inverno
Teor de 4gua 0,68 0,08 -0,43 0,14 0,09 0,22 -0,52 0,60 0,27 -0,22 0,08
Cinzas -0,48 0,65 -0,10 -0,15 -0,18 -0,52 0,08 0,18 -0,30 0,40 -0,55
Proteinas -0,49 0,57 -0,45 -0,03 0,07 0,43 0,25 0,11 0,01 -0,52 -0,14
Lipidios -0,66 -0,20 0,35 0,23 -0,35 -0,08 0,61 0,02 -0,50 -0,12 0,31
Gréos sem defeito -0,39 -0,67 0,09 -0,22 0,32 0,71 0,26 0,19 0,26 0,26 0,31
Peso mil gréos -0,59 -0,22 0,42 -0,25 -0,06 -0,39 -0,22 -0,70 -0,09 -0,06 0,34
Peso volumétrico -0,33 -0,55 -0,03 -0,26 0,59 0,61 0,60 0,07 0,03 0,35 -0,09
Contagem de Penicillium sp. -0,36 0,09 -0,65 -0,20 0,23 0,47 -0,07 -0,04 -0,15 0,30 0,25
Contagem de Aspergillus sp. 0,02 0,26 0,24 0,65 0,38 -0,12 0,40 0,59 -0,25 -0,30 -0,01
Contagem de Fusarium sp. -0,24 -0,54 -0,37 0,45 -0,41 0,03 0,28 -0,24 0,33 -0,62 -0,28
Contagem total de bolores e leveduras -0,09 -0,76 -0,45 0,36 -0,05 0,56 0,21 -0,49 -0,44 -0,13  -0,26
Aflatoxinas (B;+B,+G+G,) -0,28 0,24 0,23 0,56 0,48 -0,31 -0,09 0,41 -0,46 -0,18 0,36
Temperatura do ar -0,78 0,37 -0,28 0,06 0,12 -0,63 0,55 0,25 0,33 0,23 -0,02
Umidade relativa do ar 0,81 -0,01 0,00 -0,11 0,17 0,43 -0,63 0,25 -0,37 0,09 -0,29
Armazenamento safra de verdo
Teor de agua -0,58 -0,13 0,18 -0,45 0,16 -0,33 -0,41 0,26 -0,71
Cinzas -0,87 -0,06 -0,16 0,22 -0,02 -0,70 -0,33 0,02 0,30
Proteinas -0,65 -0,26 -0,10 0,10 0,23 0,19 -0,85 0,01 -0,01
Lipidios -0,60 0,18 -0,58 0,31 -0,02 -0,79 -0,03 0,24 0,06
Graos sem defeito 0,69 -0,06 -0,54 -0,05 0,31 0,51 -0,63 0,14 -0,07
Peso mil gréos 0,33 0,20 -0,01 0,31 -0,72 0,01 -0,24 0,67 0,29
Peso volumétrico 0,87 0,05 -0,29 0,18 0,07 0,70 -0,39 -0,14 0,35
Contagem de Penicillium sp. -0,02 -0,32 -0,79 -0,26 0,04 0,58 0,01 0,61 0,15
Contagem de Aspergillus sp. -0,35 -0,42 0,22 -0,43 -0,32 0,26 0,45 0,34 0,55
Contagem de Fusarium sp. 0,16 -0,86 0,14 0,34 -0,04 0,78 0,29 -0,15 -0,22
Contagem total de bolores e leveduras 0,15 -0,90 -0,18 0,20 0,14 0,89 0,28 -0,03 -0,16
Aflatoxinas (B1+B,+G;+G,) 0,03 -0,25 0,69 0,50 0,16 -0,07 0,68 0,07 -0,24
Temperatura do ar -0,01 0,44 0,27 0,16 0,61 0,04 -0,24 -0,81 0,31
Umidade relativa do ar 0,62 -0,20 0,36 -0,48 0,06 0,60 -0,27 0,07 -0,23
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5.4.3 Componentes principais das caracteristicas de qualidade do hibrido de milho

2B688RR no armazenamento da safra de verdo

Verifica-se na Tabela 27, que cinco CPs explicam a maior parte da variabilidade dos
dados de qualidade do milho do hibrido 2B688RR (armazenamento de verdo), sendo que o
primeiro componente (CP,) explica 27,13% dessa variabilidade. Esse componente possui
correlacdes fortes positivas com o percentual de grdos sem defeito, peso volumétrico e
umidade relativa do ar, enquanto correlacdes fortes negativas com os conteudos de cinzas,
proteinas e lipidios (Tabela 28). Também possui correlacdes de magnitude média positiva
com o peso de mil graos e negativa com o teor de agua e a contagem de Aspergillus.
Percebe-se que ocorrem inter-relacdes negativas entre os parametros de massa (percentual
de grdos sem defeito, peso volumétrico e peso de mil graos), com os parametros quimicos
(conteudos de cinzas, proteinas e lipidios), com o teor de agua e contagem de Aspergillus,
indicando que a perda de massa estd associada ao aumento de tais para@metros quimicos,
do teor de 4gua dos gréos e da ocorréncia de Aspergillus sp.

Os grados armazenados sdo organismos vivos e, devido a interagdo entre fatores
fisicos, quimicos e bioldgicos, ficam sujeitos a transformacdes e deterioracfes que podem
provocar perdas qualitativas, quantitativas e sanitarias, dentre os fatores que influenciam
tais perdas estdo a temperatura, umidade relativa do ar, o teor de agua dos graos, a
disponibilidade de oxigénio, insetos e microrganismos (PIMENTEL; SANTOS; LORINI, 2011)

O segundo componente (CP,) que explica 16,39% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlagdo linear forte negativa com a contagem de Fusarium
sp. e total de bolores e leveduras. Ainda, correlacdes de magnitude moderada positiva com
a temperatura e negativa com a contagem de Penicillium sp. e de Aspergillus sp. (Tabela
28). Embora a contagem de Fusarium sp. e total de bolores e leveduras tenham tido o maior
efeito sobre essa CP, elas possuem relagéo positiva com a contagem de Penicillium sp. e de
Aspergillus sp., sendo a temperatura o Unico parametro que apresentou influéncia contraria
a contaminacao fangica.

A correlagdo negativa entre Fusarium sp. e a temperatura média do ar também foi
descrita em outras pesquisas (ORSI et al., 2000; RODRIGUEZ-AMAYA; SABINO, 2002).
Bento (2011) também encontrou correlacdo positiva entre a contagem de Penicillium sp. e
de Aspergillus sp. (r = 0,74), para ele essa inter-relacdo ocorre porque ambos 0s géneros
séo classificados como de armazenagem, cujas preferéncias climéaticas sdo semelhantes.
Enquanto Tédihou et al. (2012) obtiveram correlagdo positiva entre a incidéncia de

Aspergillus flavus e Fusarium sp. (r = 0,49).
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O terceiro componente (CP3) que explica 15,59% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlacdo linear forte positiva com a ocorréncia de aflatoxinas
e negativa com a contagem de Penicillium sp., também correlacbes de magnitude moderada
positiva com umidade relativa do ar e negativa com o conteddo de lipidios e a percentagem
de grdos sem defeito (Tabela 28). Diante dessas inter-relacdes pode-se inferir que
aumentos na umidade relativa do ar favorecem o aumento da producdo de aflatoxinas,
havendo com isso maior degradacdo dos gréos, com reducdo dos graos sem defeito e do
contetado de lipidios. Pereira, Carvalho e Prado (2002) confirmam que a producdo de
aflatoxina aumenta com acréscimos na umidade relativa do ar.

Saleemullah et al. (2006) também constataram reducdo no conteudo lipidios em
amostras de pipoca e grdos de milho inoculados com aflatoxinas durante armazenagem.
Possivelmente, a relacdo inversa entre a ocorréncia de aflatoxinas e a contagem de
Penicillium sp., ocorra em virtude da competicAo entre esse género e as espécies
produtoras da toxina, hipétese que corrobora a pesquisa de Tédihou et al. (2012), que
obtiveram correlagdo negativa entre a incidéncia Aspergillus flavus e Penicillium sp.
(r=-0,34) e, também, entre a incidéncia de Penicillium sp. e a ocorréncia de aflatoxina B;
(r=-0,21).

O quarto componente (CP,4) que explica 9,99% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27), possui somente correlacfes de magnitude moderada, positivas com o
conteudo de lipidios, peso de mil grdos, contagem de Fusarium sp. e ocorréncia de
aflatoxinas e negativas com o teor de agua dos graos, umidade relativa do ar e contagem de
Aspergillus sp. (Tabela 28). Indicando que os parametros fisicos (teor de agua dos graos e
umidade relativa do ar) foram favoraveis a ocorréncia de Aspergillus sp., reducdo do
conteudo de lipidios e do peso de mil grdos, enquanto adversos a ocorréncia de Fusarium
sp. e a producdo de aflatoxinas.

O quinto componente (CPs) que explica 8,76% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27), possui correlacdo forte positiva com a temperatura e negativa com o
peso de mil grdos, possui também correlacdo de grandeza moderada positiva com
percentagem de grados sem defeito e negativa com a contagem de Aspergillus sp. (Tabela
28). Novamente se constata a forte influéncia da temperatura na degradacdo dos graos,
considerando-se sua relagéo inversa com o peso de mil gréos. Para Ferrari Filho (2011), a
reducdo dos grdos sem defeito durante a armazenagem est4 relacionada aos aumentos da
temperatura do ar que favorecem o ataque de insetos e fungos.

A partir destes cinco CPs que representam a maior variabilidade do conjunto de
dados, pode-se concluir que 12 (85,71%) das 14 carateristicas avaliadas possuem maior

influéncia na qualidade dos grdos de milho do hibrido 2B688RR, durante a armazenagem,
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pois estas caracteristicas tiveram correlacao forte com os escores destas CPs. Desse modo,
pode-se dizer que apenas o teor de agua dos gréos (r = - 0,58 e -0,45, respectivamente com
CP; e CPy) e a contagem de Aspergillus sp. (r = -0,42, -0,43 e -0,32, respectivamente com
CP,, CP,4 e CPs) tiveram pouca influéncia na qualidade dos grdos durante a armazenagem,
por apresentarem apenas correlacdes de magnitude moderada a fraca.

Embora Bento (2011) nao tenha verificado influéncia (correlagdo) do teor de agua
dos graos de milho na contaminacdo flungica que, segundo Travaglia (2011), constitui um
dos maiores problemas na deterioracdo de grdos, muitos pesquisadores (SILVA; AFONSO;
LACERDA, 1995; LAZZARI, 1997; FARONI, 1998; SILVA, 2008; FERRARI FILHO, 2011,
MOHALE et al.,, 2013; PARAGINSKI, 2013) colocam o teor de agua dos grdos de milho
como um dos principais fatores a serem controlados em baixos niveis (<13%) durante a
armazenagem, para manutencdo da qualidade dos grdos. Embora as CPs apontem pouca
influéncia desse parametro na qualidade dos gréos de milho do hibrido 2B688RR durante a
armazenagem, em vista da relevancia relatada na literatura, ndo se recomenda o descarte
desta variavel em pesquisas futuras.

Ainda que moderada a fraca, a influéncia da contagem de Aspergillus sp. na
qualidade dos grdos milho, segundo a ACP, algumas espécies desse género sao
potencialmente produtoras de aflatoxinas e como a ocorréncia desta toxina mostrou-se

influente, também nao se recomenda o descarte desta variavel.

5.4.4 Componentes principais das caracteristicas de qualidade do hibrido de milho

30K73Hx no armazenamento da safra de verao

Constata-se na Tabela 27, que apenas quatro CPs explicam a maior parte da
variabilidade dos dados de qualidade do milho do hibrido 30K73Hx (armazenamento de
verao), sendo que o primeiro componente (CP;) explica 29,89% desta variabilidade. De
acordo com dados da Tabela 28, esse componente possui correlagdes fortes, positivas com
0 peso volumétrico, umidade relativa do ar, contagem de Fusarium sp. e total de bolores e
leveduras, enquanto negativas com o conteldo de cinzas e lipidios. Ainda, correlacdes
moderadas, negativas com o teor de agua dos gréos e positivas com a percentagem de
graos sem defeito e contagem de Penicillium sp. Diante dessas inter-relagcdes, pode-se
inferir que as contaminacdes por Fusarium sp., Penicillium sp. e total de bolores e leveduras
tém influéncia negativa no conteildo de cinzas e lipidios dos grdos. E possivel, também,
inferir que 0 aumento na ocorréncia desses fungos pode acarretar a reducao do teor de
agua dos graos. A relacdo inversa dos parédmetros peso volumétrico e percentagem de

graos sem defeito com o contetdo de cinzas e teor de agua indica que o aumento destes
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ultimos acarreta a reducéo dos primeiros. Bernd (2010) também encontrou correlacéo linear
positiva (r = 0,70) do contetdo de cinzas com o contetdo de lipidios em milho, entretanto,
nao verificou correlacéo significativa deste com ocorréncia de Pencillium sp. e Fusarium sp.
Ja a relacdo positiva entre peso volumétrico e grdos sem defeito com a incidéncia total de
fungos e com os géneros Fusarium e Penicillium reforca a existéncia de contaminacdo em
graos aparentemente sadios.

Durante a armazenagem, a influéncia de fatores fisicos (temperatura, UR), quimicos
(oxigénio disponivel) e biolégicos (respiracdo, caracteristicas do grdo, microrganismos,
insetos-pragas) propiciam a degradagdo dos gréos, causando perda de massa (peso
volumétrico e grdos sem defeito), pelo consumo de reservas nutritivas (matéria organica)
com consequente transformacdo destas em matéria mineral e agua, aumentando assim o
conteudo de cinzas e o teor de 4gua dos graos (FARONI et al., 2005 ; SANTOS, 2008).
Contudo, Alves (2004) considera que a perda de massa dos graos causada pela prépria
respiracdo, durante a armazenagem, € pequena quando confrontada com as perdas
ocasionadas por insetos e fungos.

O segundo componente (CP;), que explica 18,30% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlacao linear forte positiva com a ocorréncia de aflatoxinas
e negativa com o conteldo de proteinas e a percentagem de graos sem defeito (Tabela 28).
Essa componente apresenta correlagdes moderadas, positiva com a contagem de
Aspergillus sp. e negativas com teor de agua dos grdos, conteudo de cinzas e peso
volumétrico. A relacdo direta entre 0 agente produtor Aspergillus sp. e a ocorréncia de
aflatoxinas j4 era esperada e, também, foi verificada por Tédihou et al. (2012). Apesar
desses pesquisadores nao encontrarem correlacdo significativa do teor de agua com a
ocorréncia de Aspergillus sp., eles também encontraram correlacdo negativa com a
contaminacdo por aflatoxinas. As inter-relacbes negativas entre a contaminagdo por
Aspergillus sp. e aflatoxinas com o teor de agua, componentes quimicos (cinzas e proteinas)
e guantitativos dos gréos (peso volumétrico e percentagem de grdos sem defeito) indicam
gue a contaminacao por esse fungo € maior em grdos com menor umidade e, ainda, que o
aumento nos niveis de contaminagdo tem relacdo com a reducdo destes componentes
guimicos e de parametros quantitativos.

O terceiro componente (CP3) que explica 12,77% da variabilidade total do conjunto
de dados (Tabela 27), possui correlacéo linear forte positiva com o peso de mil graos e com
a contagem de Penicillium sp. e negativa com a temperatura do ar (Tabela 28). Além disso,
esse componente possui correlagdo moderada positiva com a contagem de Aspergillus sp.
Cabe salientar que a temperatura é a caracteristica de maior influéncia sobre essa CP. Para

Borém et al. (2006), a temperatura tem extrema importancia no desenvolvimento fangico,
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segundo ele a atividade fungica decai imediatamente com a reducdo da temperatura e
algumas espécies Aspergillus sp. podem aumentar sua populacdo 10 a 20 vezes mais
rapido quando a temperatura for de 15 °C para 32 °C.

O quarto componente (CP,4), que explica 10,21% da variabilidade total do conjunto de
dados (Tabela 27), possui somente correlacdo linear forte com o teor de 4gua dos graos, e
correlagcdes de magnitude moderada com o conteldo de cinzas, peso volumétrico,
contagem de Aspergillus sp. e temperatura, cuja inter-relacdo é positiva, e € negativa com o
teor de agua (Tabela 28). A relacdo inversa entre o teor de adgua dos graos e a temperatura
do ar, se d4 em virtude dos fendbmenos de transferéncia de calor e massa, em que a
elevacdo da temperatura possibilita transferéncia do vapor de &gua dos grdos para o
ambiente (FERRARI FILHO, 2011). A proliferacdo de fungos Aspergillus sp. € maior em
grdos com menor teor de agua (MARQUES et al., 2009), por isso a relacdo inversa. Lazzari
(1997) recomenda que os grdos de milho sejam armazenados com teor de agua abaixo de
13%, para ele quanto menor a atividade de agua, menores serdo as deterioracdes
qualitativas e quantitativas (perda de massa) sofridas pelos graos, por isso recomenda que a
secagem ocorra imediatamente a colheita e seja eficiente. Leal (2012) encontrou diferentes
correlacdes para o contetdo de cinzas, negativa com o peso volumétrico e positiva com o
teor de agua dos graos.

Diante da analise dos quatro CPs que representam a maior variabilidade do conjunto
de dados, pode-se concluir que 13 (92,86%) das 14 carateristicas avaliadas tiveram maior
importancia na qualidade dos grdos de milho do hibrido 30K73Hx durante a armazenagem,
pois estas caracteristicas tiveram correlacao forte com os escores destas CPs. Apenas a
contagem de Aspergillus sp. teve pouca influéncia na qualidade dos graos (r = 0,45, 0,34 e
0,55, respectivamente para CP,, CP3; e CP, ), entretanto, como a ocorréncia de aflatoxinas
mostrou-se influente e essa variavel € dependente da incidéncia de Aspergillus sp., ndo se

recomenda o descarte da contagem deste género fungico em pesquisas futuras.

5.4.5 Aspectos relevantes entre hibridos e experime ntos de armazenagem na

qualidade do milho segundo ACP

Constata-se pela ACP que as caracteristicas percentagem de graos sem defeito,
temperatura e umidade relativa do ar tiveram correlacao forte com os CPs dos dois hibridos
de milho, em ambos os experimentos de armazenagem. Além dessas caracteristicas, o teor
de agua dos gréos também apresentou forte influéncia na qualidade do milho, de ambos os

hibridos analisados, no armazenamento safra de inverno.
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Em relacdo ao armazenamento safra de verdo, observa-se pela ACP que dentre as
catorze caracteristicas analisadas, a contagem de Aspergillus sp., em ambos os hibridos de
milho, e o teor de 4gua dos graos no hibrido de milho 2B688RR tiveram moderada influéncia
na qualidade dos grdos de milho armazenados, enquanto as outras 12 caracteristicas
apresentaram forte influéncia.

A ACP aponta indicios da existéncia de diferencas entre os periodos de
armazenagem, uma vez que, no armazenamento safra de inverno, apenas quatro
caracteristicas comuns aos dois hibridos de milho, tiveram forte correlagdo com os CPs de
maior representatividade, enquanto no armazenamento safra de verao isso ocorreu com 12
caracteristicas. Por conta das fortes correlagdes das 12 caracteristicas aferidas com os CPs,
no armazenamento safra de verdo e, ainda, pelas correlacbes medianas das outras 2
variaveis, pode-se inferir que as caracteristicas analisadas de fato possuem importancia na
gualidade do milho armazenado, sendo aconselhdvel que estas continuem sendo

consideradas em novos estudos.
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6 CONCLUSOES

Considerando os objetivos propostos e os resultados obtidos nesta pesquisa, em

ambos o0s experimentos de armazenamento pode-se concluir que:

Os graos de milho acondicionados em bolsas seladas hermeticamente
apresentaram o menor teor de agua, enquanto o milho acondicionado em silo
metdlico apresentou tendéncia de aumento desse parametro ao longo do tempo.
O milho acondicionado em espigas do hibrido 30K73Hx, armazenamento safra de
inverno e de ambos os hibridos de milho do armazenamento safra de verdo,
apresentou a maior percentagem de graos sem defeito.

O aumento do conteudo de cinzas dos gréos e a reducdo dos parametros
percentagem de graos sem defeito e peso volumétrico, independente do hibrido
de milho e tipo de acondicionamento, indicam aumento da deterioracdo dos graos
de milho durante a armazenagem.

As incidéncias de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. foram verificadas,
respectivamente em 20,37, 86,11 e 94,44% das amostras de milho, do
armazenamento safra de inverno, e em 83,3, 91,6 e 90,07% das amostras do
armazenamento safra de verdo. O género Aspergillus foi somente detectado aos 3
meses de armazenagem no primeiro armazenamento, enquanto no segundo
desde a colheita. A ocorréncia de Fusarium sp. tendeu a diminuir durante a
armazenagem e a de Penicillium sp. foi maior no milho acondicionado em espigas.
A presenca de aflatoxinas no milho foi detectada em 15 amostras do
armazenamento safra de inverno, com niveis (B;+B,+G;+G,) de 2,87 a 14,45 ug
kg'l, e em 70 amostras do armazenamento safra de verdo, em niveis de 3,03 a
197,51 pg kg*. Nenhuma das amostras do primeiro armazenamento apresentou
contaminagdo acima do limite maximo preconizado pela legislacéo brasileira (20
ug kg™), enquanto no segundo experimento 41 amostras apresentaram.

N&o houve influéncia significativa dos tipos de acondicionamento e dos tempos de
armazenagem em relacdo a incidéncia de Aspergillus sp. e a ocorréncia de
aflatoxinas no milho do armazenamento safra de inverno. Ao oposto do ocorrido
no armazenamento safra de verdo, em que o milho acondicionado em espigas
apresentou a menor contagem de Aspergillus sp. e ndo apresentou contaminacgao

por aflatoxinas.
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» As diferencas nas condi¢des climaticas, durante o cultivo dos hibridos de milho
(safra de inverno 2012 e safra de verdo 2012/2013), e dos periodos de
armazenagem, podem ter influenciado a disparidade entre os experimentos de
armazenamento na ocorréncia de Aspergillus sp. e na contaminacdo por
aflatoxinas no milho.

» Todas as catorze caracteristicas avaliadas neste trabalho, apresentaram
significativa importancia na qualidade do milho armazenado, segundo a analise

multivariada ACP.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Como os acondicionamentos avaliados (bolsas convencionais, bolsas herméticas e
silos metalicos) consistiam de prot6tipos menores e nao abrangiam escala comercial,
sugere-se que outras pesquisas sejam realizadas com modelos de acondicionamentos
oferecidos pelo mercado, a fim de averiguar se o volume de graos envolvido no
acondicionamento exerce efeito na qualidade do milho durante o periodo de armazenagem.

Embora a presenca de Aspergillus sp. tenha sido relacionada com a ocorréncia de
aflatoxinas, nem todas as espécies desse género sdo capazes de produzir essa toxina,
assim, sugere-se a identificacdo da espécie e do potencial toxigénico das cepas.

Nesta pesquisa observaram-se indicios de diferengas entre os hibridos de milho, na
gualidade fisico-quimica e sanitaria dos graos durante a armazenagem, para examinar essa
pressuposi¢ao seria interessante avaliar um maior nimero de hibridos de milho.

Em virtude das perdas qualitativas e quantitativas diagnosticadas no milho
armazenado, em ambos 0s experimentos avaliados, e dos niveis de contaminacdo por
aflatoxinas detectados, principalmente no armazenamento safra de verdo, ressalta-se a
importancia de continuas pesquisas na area do pds-colheita, em especial no
armazenamento em nivel de fazenda, de modo a viabilizar alternativas de armazenagem
para as propriedades rurais, que possibilitem a melhor manutencdo da qualidade
fisico-quimica e sanitaria do milho armazenado, fomentando assim o desenvolvimento da

armazenagem em fazenda no Brasil.
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