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RESUMO

Com o objetivo de medir o potencial de resistência
de 5 diferentes híbridos de milho, logo após a colheita, ao cres-
cimento de fungos e produção de aflatoxinas (AFs), foram avali-
ados os seguintes parâmetros: 1) aspecto macroscópico dos
grãos, sendo os grãos de cada híbrido classificados como ínte-
gros, danificados por insetos (DI) ou danificados por fungos
(DF); 2) contaminação fúngica dos híbridos; 3) potencial para
resistência à produção de AFs, através do cultivo de Aspergillus
parasiticus, linhagem NRRL 2999, sobre grãos de cada híbrido
estudado; 4) consumo de matéria seca dos híbridos pelo cultivo
fúngico. Como resultado, observou-se que 38% do milho de todos
os híbridos apresentaram comprometimento macroscópico, sendo
26,7% DI e 11,3% DF. Os híbridos recém-colhidos apresentaram
contaminação fúngica por Penicillium sp. (14,3%); Aspergillus
sp. (23,6%) e Fusarium sp. (57,1%). O potencial de produzir AFs
pelos diferentes híbridos em cultivos por 5 e 10 dias apresentou
diferença somente com relação à aflatoxina G2 em cultivos por 5
dias. A média de consumo de matéria seca dos híbridos de milho
foi de 1,25 e 2,69% submetidos ao cultivo de fungos por períodos
de 5 e 10 dias, respectivamente.

Palavras-chave: milho, micotoxinas, aflatoxinas

SUMMARY

To determine the resistance of five different recently
harvested corn hybrids to fungal growth and aflatoxins (AFs)
production the following parameters were measured: 1)
Macroscopic aspect of the grain and each hybrid classified as
whole, damaged by insects (DI) or damaged by fungi (DF); 2)
Fungal contamination of hybrids 3) Resistance to AFs
production, through the culture of Aspergillus parasiticus, NRRL
2999 strain, on each hybrid grain studied and 4) Consumption of

dry matter of hybrids by the fungal culture. It was observad that
38% of all corn hybrids had macroscopic damage, being 26.7%
DI and 11.3% DF. The recently harvested hybrids showed fungal
contamination by Penicillium sp. (14.3%); Aspergillus sp.
(23.6%) and Fusarium sp. (57.1%). The production of AFs by the
different hybrids cultured for 5 and 10 days showed difference
only when compared to aflatoxin G2 cultured for 5 days. The
average dry matter consumption of corn hybrids was of 1.25 and
2.69%, submitted to fungal culture for 5 and 10 days respectively.

Key worn: corn, mycotoxins, aflatoxins

INTRODUÇÃO

Uma grande quantidade de fungos toxigê-
nicos podem contaminar os cereais, principalmente
em regiões de clima tropical. ASEVÊDO et al.
(1994) e ORSI et al. (1995) demostraram que o
gênero fúngico mais encontrado no milho recém-
colhido foi Fusarium, seguido por Aspergillus e
Penicillium. Levantamento feito por SALGADO et
al. (1980) em amostras de milho, trigo e arroz, pro-
venientes do estado de Santa Catarina, mostrou que
90% das amostras eram positivas para Fusarium
moniliforme e Fusarium graminearum. Pozzi,
apud CORRÊA (1995), pesquisou mensalmente a
microbiota fúngica de 130 amostras de milho. Os
gêneros mais encontrados foram: Fusarium 83,8%;
Penicillium 55,3% e Aspergillus em 40,7% das
amostras analisadas.
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A contaminação dos cereais por fungos
toxigênicos e produção de micotoxinas nos mesmos
podem dar-se ainda no período pré-colheita, depen-
dendo da espécie de planta envolvida, fatores geo-
gráficos e climáticos e manipulação dos mesmos na
colheita, transporte, secagem, armazenamento e
beneficiamento (ANDERSON et al., 1975;
FENNELL et al., 1975; LILLEHOJ, et al., 1976;
ORGANISACIÓN MUNDIAL DE LA SALUD,
1983; CRUZ, 1995). ZERINGUE et al. (1996) suge-
rem que as variações nas concentrações de aflatoxi-
nas (AFs), encontradas em diferentes híbridos de
milho, estejam relacionadas à concentração de ácido
linoleico e da enzima lipoxigenase. A lipoxigenação
do ácido linoleico seria capaz de produzir aldeídos
voláteis com cadeias de 6 até 12 carbonos, inibindo
ou impedindo o crescimento de fungos e a formação
de AFs.

As AFs são metabólitos secundários de
fungos das espécies Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus. Segundo LEESON et al. (1995), cerca
de 50% das espécies de A. flavus e A. parasiticus
são produtores de AFs. Somente quatro foram iden-
tificadas como contaminantes naturais de produtos
agrícolas. São denominadas aflatoxina B1, (AFB1);
B2, (AFB2); G1, (AFG1); G2, (AFG2). A AFB1 é a
mais tóxica do grupo, seguida pela AFG1, AFB2 e
AFG2 com toxicidade de 50%, 20% e 10% em rela-
ção à primeira, respectivamente (SHOTWELL et al.,
1966; LEESON et al., 1995).

Em cereais estocados, os fatores mais im-
portantes para o crescimento de fungos toxigênicos
do gênero Aspergillus e a produção de AFs são a
umidade relativa do ar e do substrato e temperatura
de armazenamento. Umidade relativa de 80 a 85%
com 17% de umidade dos cereais e temperatura de
24 a 35ºC são condições ótimas para a produção de
AFs (LEESON et al., 1995). O crescimento fúngico
dificilmente ocorre em cereais que apresentam umi-
dade inferior a 12% (REDDY, 1992). Em rações,
ótimas condições para a produção de AFs foram
encontradas com umidade de 10 a 13% do substrato,
79 a 89% de umidade relativa do ar e temperaturas
de 19 a 27ºC (JONES et al., 1982). Segundo
ORGANISACIÓN MUNDIAL DE LA SALUD
(1983), as temperaturas mínima, ótima e máxima
para a produção das AFs são de 12ºC, 27ºC e 40-
42ºC, respectivamente.

Este estudo objetivou a análise da conta-
minação natural por fungos e micotoxinas de cinco
híbridos de milho. Quantificou-se a contaminação
pelos gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium.
As micotoxinas pesquisadas foram: AFs, ocratoxina
A, zearalenona e fumonisina B1. Em paralelo, classi-
ficaram-se também os diferentes híbridos em per-
centagem de grãos íntegros, danificados por insetos

e danificados por fungos, e cultivou-se Aspergillus
parasiticus linhagem NRRL 2999 no milho íntegro
para comparar o potencial de produção de AFs entre
os diferentes híbridos e o consumo de matéria seca.

MATERIAL E MÉTODOS

Os cinco híbridos de milho avaliados,
numerados de 1 a 5, foram coletados aleatoriamente
de uma lavoura experimental do Departamento de
Solos do Curso de Agronomia da Universidade
Federal de Santa Maria, onde se cultivaram outros
20 híbridos de diferentes marcas comerciais. O cul-
tivo foi conduzido em parcelas de 60m2 com três
repetições para cada híbrido. De cada híbrido foram
colhidos aproximadamente 20kg de milho em espi-
ga, que foi debulhado manualmente, evitando-se
dano mecânico. Essa foi realizada no mês de março
de 1996, após a maturação fisiológica do cereal.

Quantificação da contaminação fúngica dos hí-
bridos

A quantificação da contaminação fúngica
foi realizada conforme a metodologia preconizada
por SAMSON et al. (1996). Colocaram-se 10 grãos
de milho no meio de DRBC AGAR BASE

(OXOID UNIPATH Ltda., Basingstoke, Hampshire,
England), em placa de Petri, com cinco repetições
por híbrido. O período de incubação foi de 5 dias a
25ºC. Em seguida, fez-se a identificação dos fungos
que se desenvolveram nos grãos com o auxílio de
estereoscópio (Leitz Wetzlar, modelo 490348) e
microscópio (Leitz Wetzlar, modelo 736916).

Classificação macroscópica dos híbridos de milho
Realizaram-se a seleção e separação ma-

nual de três amostras de 1kg de cada híbrido em
grãos íntegros, os que não apresentaram lesões pro-
vocadas por insetos ou alteração da coloração pro-
vocada pelo desenvolvimento fúngico (ardido). O
segundo grupo foi formado por grãos danificados
por insetos (DI) e outro por grãos que apresentaram
danos provocados pelo desenvolvimento fúngico
(DF). Grãos de todos os híbridos, que não apresenta-
ram danos físicos nem contaminação fúngica apa-
rente, foram selecionados para a inoculação fúngica
e cultivo para a avaliação do potencial de produção
de AFs de cada híbrido.

Preparação dos híbridos de milho e inoculação
fúngica

As amostras foram submetidas ao exame
micotoxicológico prévio, avaliando-se a contamina-
ção por AFs, ocratoxina A, zearalenona e fumonisi-
na B1. As amostras negativas foram utilizadas para o
cultivo de fungo com o objetivo de avaliar o poten-
cial de produção de AFs de cada híbrido.
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A metodologia empregada para esterilizar
o milho e inoculação fúngica foi adaptada da técnica
preconizada por PITT et al. (1992). A esterilização
da superfície dos grãos de milho foi realizada atra-
vés da imersão das amostras em solução de hipoclo-
rito de sódio a 0,4% por 2 minutos e, após, lavagem
em água estéril, empregando-se essa forma de este-
rilização para minimizar a interferência na composi-
ção do milho. A seguir, as amostras de 100 gramas
de milho foram acondicionadas em frascos Erler-
nmeyer de 250m", aumentando-se a umidade das
amostras de milho para 18% através da adição de
água deionizada. Os frascos foram fechados com
tampas de algodão. A inoculação de esporos de
Aspergillus parasiticus linhagem NRRL 2999 foi
realizada através da adição de uma solução de
TRITON X 100 (MERCK S. A. Indústrias Quími-
cas, Estrada dos Bandeirantes, 1099. Rio de Janeiro,
RJ) a 0,5% em água. A padronização do inóculo foi
realizada após o quinto dia de incubação do fungo.
Contou-se o número de unidades formadoras de
colônias (UFC/m"), utilizando-se o hemocitômetro
de Neubauer. A seguir, ajustou-se o inóculo para 5 x
100.000 UFC/m", diluindo-se com o próprio meio
de cultivo, de acordo com a metodologia descrita por
SHADOMY et al. (1985). Inoculou-se aproximada-
mente 650.000 esporos para amostras de 100 gramas
de milho.

O delineamento experimental foi de blo-
cos ao acaso com três repetições para cada híbrido,
nos períodos de 5 e 10 dias de incubação, totalizan-
do 30 tratamentos. Os dados foram avaliados esta-
tisticamente, empregando-se o teste Tukey (p<0,5).

Produção e quantificação das aflatoxinas
Os cultivos para a produção das AFs fo-

ram incubados em estufa BOD com temperatura
constante de 25ºC por períodos de 5 e 10 dias.

A extração das AFs produzidas e quantifi-
cação por Cromatografia de Camada Delgada foram
realizadas conforme a metodologia preconizada por
SOARES (1987). O limite de quantificação desse
método foi de 1µg/kg, 10µg/kg e 50µg/kg para AFs,
ocratoxina A e zearalenona, respectivamente. Já para
fumonisina B1, empregou-se a metodologia preconi-
zada por BINKERD et al. (1993), com limite de
quantificação de 10 µg/kg.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na tabela 1, pode-se observar que 38% do
milho recém-colhido apresentou ação degenerativa,
compreendendo os grãos DI (26,7%) e DF (11,3%).
O efeito grãos DI foi estatisticamente superior aos

grãos DF em todos os híbridos, porém, dentro dos
grupos não houve diferença significativa. Pode-se
observar ainda que a porcentagem de milho DF é
bastante alta, superior ao limite máximo tolerado
pelas agroindústrias, que é de 6%. Isso ocorreu pro-
vavelmente em função do milho ter permanecido na
lavoura além do tempo ideal para colheita.

Apesar de encontrar alta incidência de
fungos no milho recém-colhido (tabela 2) e umidade
média de 18%, não foram detectadas micotoxinas.
Isso pode ser atribuído ao curto espaço de tempo
para a formação das mesmas, ou número reduzido de
linhagens fúngicas com potencial toxigênico. Não
foi constatada diferença significativa com relação à
incidência de fungos nos diferentes híbridos. Porém,
a contaminação por Fusarium sp. nos híbridos de
milho recém-colhidos foi significativamente superi-

Tabela 1 - Classificação macroscópica de cinco híbridos de milho
recém-colhidos. Porcentagem média de três repetições.

Híbrido Íntegro Danificados por
insetos

Danificados por
fungos

1 52,9a (10,8)* 31,8b (10,2) 15,3c (2,5)
2 65,4a (10,1) 27,1b(9,3) 7,5c (2,9)
3 64,9a (3,2) 21,0b (3,6) 14,1c (1,5)
4 70,1a (21,1) 22,5b (22,4) 7,4c (1,6)
5 56,7a (15,0) 31,1b (13,5) 12,2c (3,8)

Média 62,0 26,7 11,3

* Desvio padrão.
a-c Médias seguidas pela mesma letra na vertical não diferem entre

si (Tukey, p>0,05).

Tabela 2 - Porcentagem de grãos com fungos potencialmente
toxigênicos em cinco híbridos de milho recém-
colhidos.

Híbrido Aspergillus sp. Penicillium sp. Fusarium sp.

1 16,0a (7,2)* 22,0a (22,7) 65,3b (18,6)
2 12,7a (4,2) 18,0a (5,3) 58,2b (10,6)
3 39,3a (25,7) 17,5a (21,9) 59,3b (11,0)
4 28,0a (12,2) 8,0a (2,0) 48,0b (6,0)
5 22,0a (15,1) 6,0a (6,9) 54,7b (9,1)

Média 23,6a 14,3a 57,1b

*Desvio padrão.
a-b Médias seguidas pela mesma letra na vertical não diferem entre

si (Tukey, p>0,05).
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or aos gêneros Aspergillus sp. e
Penicillium sp. Na avaliação da
microbiota fúngica, observou-
se ainda que nem todas as
amostras apresentaram conta-
minação fúngica e outras apre-
sentaram contaminação dupla
ou até tripla.

A quantidade de
fungos contaminantes encon-
trados no milho recém-colhido
foi menor que a contaminação
encontrada por ORSI et al
(1995), porém a proporcionali-
dade dos três gêneros foi idên-
tica. Já ASEVÊDO et al. (1994), ao avaliarem a
incidência de fungos em milho estocado, encontra-
ram com maior freqüência o gênero Aspergillus
(72,2%), seguido pelo Penicillium (67,7%) e Fusa-
rium (62,2%), diferindo das proporcionalidades
normalmente encontradas no milho recém-colhido.

Nas tabelas 3 e 4, podem ser observados
os resultados da produção de AFs após cultivo de
Aspergillus parasiticus linhagem NRRL 2999, em
cinco híbridos de milho. Esse fungo mostrou-se
grande produtor de AFs no milho, especialmente
AFG1. No entanto, SHOTWEL et al. (1966), culti-
vando a mesma linhagem em arroz, obtiveram alta
produção de AFB1. Houve diferença significativa de
AFs produzidas pelos diferentes híbridos somente
quanto à produção de AFG2

 em cultivos de 5 dias.
De acordo com as constatações de ZERINGUE et al.
(1996), pode-se estimar que os híbridos analisados
possuem níveis de ácido linoleico e produção de
lipoxigenase similares, propiciando condições se-
melhantes aos Aspergillus sp. para a produção de
AFs.

Constatou-se, também, que houve dife-
rença significativa com relação ao consumo de maté-
ria seca do milho somente nos diferentes períodos de
cultivos fúngicos, com médias de 1,25 e 2,69% em
cultivos de com 5 e 10 dias, respectivamente (tabela
5).

CONCLUSÃO

Dos híbridos avaliados, 62,0% dos grãos
apresentaram-se íntegros, 26,7% danificados por
insetos e 11,3% danificados pelo desenvolvimento
fúngico. Não houve diferença significativa entre os
cinco híbridos avaliados, tanto no grupo danificados
por insetos ou danificados pelo desenvolvimento
fúngico. Os híbridos estavam contaminados por
Fusarium sp. 57,1%; Aspergillus sp. 23,6% e Peni-
cillium  sp. 14,3%. Não houve diferença significativa
entre os híbridos avaliados em relação à incidência
dos três gêneros fúngicos, bem como esses não apre-
sentaram níveis detectáveis de aflatoxinas, zearale-

nona, ocratoxina A e fumonisina B1.
Os híbridos avaliados apresentaram
diferença significativa quanto ao
potencial de produzir aflatoxinas
somente de aflatoxina G2 em culti-
vos de Aspergillus parasiticus por 5
dias. O crescimento fúngico no
milho implicou a diminuição da
matéria seca do milho, sendo de
1,25 e 2,69% em cultivos de Asper-
gillus parasiticus por períodos de 5
e 10 dias, respectivamente.

Tabela 3 - Média de aflatoxinas produzidas (µg/kg) em cinco híbridos de milho, em
cultivos por 5 dias.

Híbrido AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Total

1 3152a (2102,8)* 66a(0,1) 25955a (12588,1) 527ab (1,8) 29700a

2 6370a (1379,2) 127a (104,9) 19249a (16159,5) 657b (71,2) 26403a

3 4427a (3143,4) 82a(1,6) 3997a (4662,5) 287a (71,2) 8793a

4 3228a (2033,9) 74a (9,1) 13704a (20500,1) 422ab (85,9) 17428a

5 5362a (511,9) 73a (1,1) 10590a (7075,2) 547ab (156,9) 16572a

*Desvio padrão.
a-b Médias seguidas pela mesma letra na vertical não diferem entre si (Tukey, p>0,05).

Tabela 4 - Média de aflatoxinas produzidas (µg/kg) em cinco híbridos de milho, em cultivos
por 10 dias.

Híbrido AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Total

1 9158a (3004,3)* 662a (229,4) 32393a (12014,7) 1971a (853,6) 44184a

2 15129a (7678,9) 795a (344,2) 43605a (10789,5) 2519a (1561,3) 62048a

3 10484a (11812,8) 1013a (834,4) 14016a (8092,1) 5432a (5979,8) 30945a

4 4260a (2965,2) 247a (167,7) 21802a (14273,2) 1191a (880,5) 27501a

5 7963a (3447,9) 763a (633,7) 42955a (15924,1) 2122a (925,9) 53803a

*Desvio padrão.
a Médias seguidas pela mesma letra na vertical não diferem entre si (Tukey, p>0,05).
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Tabela 5 - Consumo de matéria seca em cinco híbridos de milho
incubados com Aspergillus parasiticus. Porcentagem
média de três repetições.

Híbrido Dias de cultivo

Cinco Dez

1   1,21a (0,05)* 2,68b (0,06)
2 1,23a (0,05) 2,71b (0,08)
3 1,18a (0,08) 2,62b (0,18)
4 1,23a (0,04) 2,68b (0,13)
5 1,25a (0,02) 2,75b (0,04)

Média       1,22 2,69

*Desvio padrão.
a-b Médias seguidas pela mesma letra na vertical não diferem
entre si (Tukey, p>0,05).


