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RESUMO

Uma das mais importantes e antigas culturas agricolas é o milho, em funcdo do seu
potencial produtivo, composi¢cdo quimica e valor nutritivo. Durante 0 armazenamento
em UAGs, este pode apresentar contaminacao por fungos toxigénicos, como Fusarium,
Aspergillus e Penicillium. O experimento foi desenvolvido a partir de coletas de gréos
de milho, armazenados em silos graneleiros. As unidades armazenadoras localizam-se
nos municipios de Capixaba e Senador Guiomard no Estado do Acre. Assim, analisou-
se a incidéncia de Fusarium em graos armazenados. Realizou-se a analise de qualidade
de gréos, isolamento, identificacdo fungica e caracterizacdo morfologica. Os resultados
obtidos foram interpretados por meio das analises de variéncia, a partir do teste de Qui-
Quadrado de Pearson, ao nivel de significancia de o =0,05. O género Fusarium foi
detectado em todas as amostras analisadas, com varia¢do de incidéncia entre 59,5% a
74%, referente ao silo de Capixaba e 62,5% a 67,5%, concernente ao silo de Senador
Guiomard. A identificagdo morfoldgica revelou a prevaléncia do género Fusarium em
relacdo aos géneros Aspergillus e Penicillium, tanto nos grdos ardidos quanto nos
assintomaticos. Os resultados evidenciaram que o género Fusarium foi 0 que mais
acometeu os graos de milho. A caracterizacdo morfofisiologica identificou trés espécies
do género Fusarium, F. solani, F. oxysporum e F. verticilioide; Trés espécies do género
Aspergillus, A. niger, A. clavatus e A. flavus; e Penicillium sp.

Palavras-chave: Fusarium, fungos toxigénicos, silos, milho.



ABSTRACT

One of the most important and ancient agricultural crops is corn, due to its productive
potential, chemical composition and nutritional value. During storage in UAGs, it may
be contaminated by toxigenic fungi such as Fusarium, Aspergillus and Penicillium. The
experiment was developed from the collection of corn grains, stored in bulk silos. The
storage units are located in the municipalities of Capixaba and Senador Guiomard in the
State of Acre. Thus, the incidence of Fusarium in stored grains was analyzed. Grain
quality, isolation, fungal identification and morphological characterization were
analyzed. The results obtained were interpreted through analysis of variance, from the
Pearson's Chi-Square test, at a significance level of a=0.05. The Fusarium genus was
detected in all analyzed samples, with an incidence ranging from 59.5% to 74%,
referring to the Capixaba silo and 62.5% to 67.5%, concerning the Senador Guiomard
silo. Morphological identification revealed the prevalence of the genus Fusarium in
relation to the genus Aspergillus and Penicillium, both in burnt and asymptomatic
grains. The results showed that the Fusarium genus was the one that most affected corn
grains. The morphophysiological characterization identified three species of the genus
Fusarium, F. solani, F. oxysporum and F. verticilioide; Three species of the genus
Aspergillus, A. niger, A. clavatus and A. flavus; and Penicillium sp..

Keywords: Fusarium, toxigenic fungi, silos, corn.
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1. INTRODUCAO

Uma das mais importantes e antigas culturas agricolas produzida em larga
escala em nivel mundial, nacional e local € o milho, em funcdo do seu potencial
produtivo, composi¢do quimica e valor nutritivo (NEUMANN, 2017). Tem origem nas
Américas, mas é cultivado desde a Russia até a Argentina, em diferentes latitudes. Tem
como base a seguranca alimentar da populacdo, uma vez que é utilizado para a
alimentacdo humana e nutricdo animal. (SANTOS, 2017; MHATIAS, 2019).

Devido a sua vasta extensdo territorial, climas diferenciados por regido e
amplas bacias hidrogréficas, o Brasil tornou-se um pais com grande potencial produtivo,
por apresentar grande diversidade de cultivares que se adaptam a diferentes climas
(JUNIOR, 2017). Entretanto, esta diversidade merece uma atencdo maior, tendo em
vista que elevadas temperaturas combinadas com alta umidade, como encontradas na
regido amazonica, podem favorecer o desenvolvimento de fungos. Estes podem se
desenvolver tanto em campo, quanto durante o armazenamento de matéria-prima
produzida para o processamento. (VALMORBIDA, 2018).

Desta forma, fungos de campo e armazenamento, como Fusarium, Aspergillus
e Penicillium podem contaminar e se disseminar em produtos agricolas durante o
crescimento da planta, ou apés a colheita em armazenagem. Estes compostos podem
estar presentes, mesmo apos a remocao do micélio, uma vez que a maior parte deles sdo
resistentes a tratamentos fisicos e quimicos (PRESTES, 2019).

Assim, a etapa de armazenamento € de grande importancia, devido a facilidade
de associagdo com sistemas de secagem com ar for¢cado (AGBETIAMEH, 2019), pois
possibilita a preservacdo das caracteristicas, qualidade e viabilidade dos grdos, apds a
colheita e secagem.

Durante o periodo de armazenamento, podem-se iniciar processos de
deterioracdo, devido a presenca de contaminantes nas fases de pré e pos-colheita, tais
como, contaminantes fisicos, quimicos e bioldgicos. 1sso acontece em decorréncia de
falhas nos processos de armazenagem e de baixa capacidade de estocagem
(TARUVINGA, 2014).

Segundo o Sistema Nacional de Aprendizagem Rural, as perdas mundiais no
pos-colheita podem atingir 30% da produgdo agricola. No Brasil, as perdas entre a

colheita e 0 armazenamento chegam a 20% e os prejuizos de qualidade e quantidade
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ocorrem, principalmente, pela presenca de contaminantes de natureza bioldgica, fisica e
quimica nas fases de pré e pds-colheita dos gréos, o que afeta cerca de 10% da producéo
nacional (SENAR, 2018).

O estado do Acre apresenta uma demanda crescente de milho, tal fato é
observado atraves do aumento da importagdo de produto de outros estados nos ultimos
anos, assim como de area cultivada e da producéo de grdos (EMBRAPA ACRE, 2015).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar se o periodo de
armazenamento de graos de milho em silo influencia na incidéncia de fungos, do género

Fusarium, no estado do Acre.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cultura do milho

O milho (Zea mays) é uma planta anual, herbacea, pertence a classe das
monocotiledéneas, da familia Poaceae. Apresenta ampla adaptacdo a diferentes
condi¢des de ambientes e devido a composicdo de carboidrato, lipideos e proteinas em
seus graos, dispde de um alto teor energético (REGES et al., 2016).

Outro fator a se destacar € a temperatura ideal para o seu desenvolvimento,
pois é necessario se ater ao periodo da emergéncia a floragdo, onde a temperatura ideal
varia entre 24 a 30°C, no entanto, 0 milho obtém maior producdo de matéria seca e
maior rendimento de grdos a temperatura de 21°C. A queda do rendimento sob
temperaturas elevadas se deve ao curto periodo de tempo de enchimento de graos, em
virtude da diminuicdo do ciclo da planta. (EMBRAPA, 2010).

Levando em consideracdo o potencial produtivo do milho, observa-se que é
uma das culturas mais antigas, sua producédo se da em larga escala, abrangendo desde o
leste europeu e norte da Asia, indo a até a América do Sul (SMANIOTTO et al., 2014).

A agricultura foi e continua sendo um dos principais setores da economia
brasileira. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento com base na safra
de 2019/2020, o milho é o segundo grdo de maior abrangéncia produtiva mundial,
ficando atras apenas da soja. E uma das commodities agricolas mais importantes no
mundo, sendo a principal fonte energética para racdo animal, bem como base alimentar
de alguns paises e, ndo menos importante, na produgdo de combustivel renovavel,
etanol (CONAB, 2020).

No que concerne a nutricdo animal, na formulacdo de racdes, o milho é
considerado um alimento concentrado e importante componente energético, uma vez
que é rico em energia e pobre em proteina (SANTOS, 2017). E abundante em
provitamina A (betacaroteno) e é a principal fonte de pigmento amarelo em racGes
comerciais de aves. Apresenta baixos teores de triptofano, calcio, riboflavina, niacina e
vitamina D (LANA, 2000).

O grao do milho apresenta em sua composicdo média em base seca 61 a 78%
de amido, 6 a 12% proteinas, 4 a 9% fibra e 4 a 6% de dleo.

As principais formas de amido disponiveis no milho sdo a amilose e a

amilopectina, encontradas num arranjo facilmente digerivel para os animais. Em relacao
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a proteina, a principal é a zeina. Esta proteina é pobre em aminoacidos essenciais,
principalmente o triptofano e a lisina. Os 6leos ou lipideos encontrados no milho sdo
classificados como &cidos graxos. A composi¢do quimica do grdo de milho pode variar
de acordo com o solo em que foi cultivado, a variedade da semente e o clima de regido
(NEUMANN, 2017).

O milho é formado por quatro principais estruturas fisicas: endosperma,
gérmen, pericarpo (casca) e ponta, as quais diferem em composicdo quimica e também
na organizagéo dentro do grao (PAES, 2006).

O endosperma representa aproximadamente 83% do peso seco do gréo,
consistindo principalmente de amido, organizado na forma de granulos. No endosperma
estdo também presentes as proteinas de reserva (LANA, 2007). O gérmen concentra
quase a totalidade dos lipideos (6leo e vitamina E) e dos minerais do gréo, além de
conter quantidades importantes de proteinas e agucares. O pericarpo é responsavel pela
protecdo das outras estruturas do grdo, protegendo da elevada umidade do ambiente,
insetos e microrganismos. As camadas de células que compdem essa fracdo sdo
constituidas de polissacarideos do tipo hemicelulose e celulose, embora também
contenha lignina. A ponta € a menor estrutura do grao, e é responsavel pela conexdo do
grdo ao sabugo, sendo a Unica area do grdo ndo coberta pelo pericarpo. Sua composicao
é essencialmente de material lignoceluldsico (KEANE, 2006; PAES, 2006; COSTA,
2009; FAEHNRICH, 2016).

Desta forma, o milho é destinado tanto para o consumo humano quanto animal,
podendo ser transformado em Oleo, farinha, amido, margarina, xarope de glicose,
cereais matinais, corantes, gelatinosos, adesivos, alimentos proteicos como para a
alimentacdo de animais, sendo esse seu principal destino na fabricacdo de racdo animal,
silagem ou consumo direto, correspondendo a 75% da producdo nacional. (BRASIL,
2012).

2.2 Armazenagem de gréaos

O armazenamento € um processo de guarda de grdos, constituido por um
conjunto de procedimentos destinados a manutencdo de sua qualidade, preservando
desta forma, suas qualidades fisicas e quimicas, desde a colheita até o abastecimento.
Esse processo envolve uma sequéncia de operacfes como limpeza, secagem, tratamento

fitossanitario, transporte, classificacdo, entre outros.



19

Assim, o setor de armazenamento torna-se de grande relevancia para a cadeia
produtiva de grdos, pois possibilita a obtencdo de um produto fora de sua sazonalidade,
tendo influéncia socioecondmica na disponibilidade e na qualidade de alimentos
(PUZZI, 2000).

A finalidade principal do sistema de armazenagem é de garantir o fluxo de
abastecimento constante, proporcionando maior estabilidade de precos e de mercado
(CONAB, 2018).

O sistema de armazenagem dentro da cadeia produtiva do milho é uma das
caréncias na producdo agricola local e nacional. A caréncia de armazéns nas
microrregides e a concentracdo da capacidade estatica das empresas de recebimento da
soja gera a falta de espacos localizados para o recebimento de outros produtos, tal como
o milho (CONAB, 2013; 2018).

Como saida para esse problema, os produtores armazenam os grdos de forma
impropria em silos-bag ou fazem o armazenamento dos grdos fora dos armazéns, com
exposicao as intempéries do tempo (ABBAS, 2006).

O armazenamento inadequado de grdos de milho pode promover a associacéo
com fungos, resultando em perdas quantitativas e qualitativas dos grdos. A
contaminacdo por fungos que ocorre na pré-colheita provocando a podridao das espigas
no pos-colheita, resulta em gréos ardidos e mofados, o que provoca a reducédo do peso e
da qualidade dos gréos, mas também pode representar riscos a saide humana e animal
quando o milho é colonizado por fungos que produzem toxinas (PIMENTEL,;
FONSECA, 2011; PRESTES, 2019).

2.3 Qualidade e Classifica¢do dos graos de milho

Quando se fala em qualidade de gréos e cereais, geralmente, refere-se ao grau
de utilidade esperado ou adquirido do produto. Desta forma, para fins de
comercializacdo, espera-se que a matéria-prima adquirida apresente caracteristicas
nutricionais, fisicas e sanitarias desejaveis ao mercado consumidor (AMARAL;
BERNARDES, 2012).

Em grande parte dos paises, os padrdes de qualidade, estdo baseados na pureza
do grdo, cor, quantidade de grdos quebrados, indice de rachados, material estranho,

grdos danificados (incluindo por efeitos de calor de secagem, por influéncia do tempo,
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enfermidades) teor de agua, presenca de fungos e presenga de micotoxinas (ASCHERI;
GERMANI, 2004; BENTO, 2011).

Embora tais parametros definam a qualidade dos grdos quando se trata de
transacGes comerciais, ha fatores que interferem na qualidade dos grdos e que podem
estar relacionados desde o processo de semeadura em campo até 0s processos de
comercializacdo. Assim, deve-se levar em consideracdo a acdo de fatores fisicos,
quimicos e biologicos, que interagem entre si favorecendo os processos de deterioracéo
dos graos, tanto em campo quanto no armazenamento (ALMEIDA et al., 2005).

Segundo Pimentel e Fonseca (2011) a qualidade dos grdos pode ser afetada
pelas etapas de colheita, transporte e armazenamento, se estas forem realizadas de forma
inadequada. Outro fator a ser considerado ¢é a colheita de grdos com elevado teor de
agua, pois pode resultar na perda do produto, uma vez que altas temperaturas associada
a alta umidade relativa do ar, bem como nutrientes disponiveis nos grdos, proporcionam
um ambiente favoravel para o ataque de insetos e fungos

A Embrapa Milho e sorgo estima que 30% da producdo agricola nacional é
perdida em fungdo de procedimentos na colheita, transporte e armazenamento
inadequados. O excesso de umidade nos gréos representa um dos fatores que resultam
na perda do produto devido a sua associagdo com outras variaveis, como temperatura,
umidade relativa do ar e o préprio grdo, proporcionando substrato ideal para o ataque de
insetos e a proliferagdo microbiana, resultando na produgdo de substancias toxicas
(EMBRAPA, 2007).

No Brasil, os defeitos do milho sdo verificados de acordo com a
normatizacdo do Ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2011).

Para uma melhor compreensdo do procedimento de analise e classificacdo de
grdos, algumas defini¢cdes se fazem necessérias. De acordo com a Instrucdo Normativa
n° 60, de 22 de dezembro de 2011, os grdos que apresentam defeitos graves e leves,
podem ser classificados como:

e Grdos ardidos: sdao grdos ou pedacos de grdos que apresentam
escurecimento total, por acdo do calor, umidade ou fermentacédo
avancada atingindo a totalidade da massa do gréo;

e Grdos mofados - grdos ou pedacos de grdos que apresentam

contaminag0es fangicas (mofo ou bolor);
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Graos fermentados: sdo grdos ou pedacos de grdos que apresentam
escurecimento parcial do germe ou do endosperma provocado por
processo fermentativo ou calor, sendo também considerados como
fermentados;

Graos germinados: sdo grdos ou pedacos de grdos que apresentam
inicio visivel de germinacéo;

Graos chochos ou imaturos: séo graos desprovidos de massa interna,
enrijecidos e que se apresentam enrugados por desenvolvimento
fisiolégico incompleto;

Gréos gessados: sdo grdos ou pedacos de grdos que tenham sofrido
variacdo na sua cor natural, apresentando-se de esbranquicado ao
opaco, mostrando no seu interior todo o endosperma amilaceo com cor
e aspecto de gesso (farinaceo);

Graos quebrados: sdo os pedagos de grédos que vazarem pela peneira
de crivos circulares de 5,00 mm (cinco milimetros) de diametro e
ficarem retidos na peneira de crivos circulares de 3,00 mm (trés

milimetros) de diametro.

Os graos de milho, também, podem ser definidos quanto aos grupos, de acordo

com sua consisténcia e o formato:

Duro: quando apresentar 0 minimo de 85% em peso de grdos com o
endosperma predominantemente cérneo, exibindo aspecto Vvitreo;
quanto ao formato, considera-se duro o Qgrdo que se apresentar
predominantemente ovalado e com a coroa convexa e lisa.

Dentado: quando apresentar o0 minimo de 85% em peso de grdos com
as caracteristicas com consisténcia parcial ou totalmente farinacea;
quanto ao formato, apresenta uma coroa uma reentrancia acentuada.
Semiduro: quando apresentar o0 minimo de 85% em peso de grdos com
consisténcia e formato intermediarios entre duro e dentado.

Misturado: quando néo estiver compreendido nos grupos anteriores.

Na classificacao oficial, os grdos de milho serdo classificados em trés tipos, de

acordo com a qualidade e definidos pelos limites maximos de tolerancias estabelecidos
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na Tabela 1. da Instrucdo Normativa 60/2011 do Mapa, podendo ainda ser enquadrado

como fora de tipo ou desclassificado.

Tabela 1. Limite m&ximo de tolerancia expressos em percentual (%).

Gréaos Matérias

Enquadramento avariados TOt?I de Graos estranhase Carunchados
avariados quebrados

(ardidos) impurezas
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

: Maior que  Maior que
Fora de tipo 5,00 20,00 5,00 2,00 8,00

Fonte: SENAR, 2017.

2.4 Fungos

Segundo Madigan (2010) os fungos séo distribuidos em cinco grupos distintos:
Quitridiomicetos, Zigomicetos, Glomeromicetos, Ascomicetos e Basidiomicetos.
Estima-se que existam mais de 1,5 milhdes de espécies fungicas no mundo, embora
apenas 80.000 espécies tenham sido descritas (HAWKSWORTH, 2001; WEBSTER;
WEBER, 2007).

Os fungos sdo conhecidos popularmente como morfo ou bolores. Estes séo
microrganismos eucaridticos, multicelulares e filamentosos. Através de sua atividade
metabdlica os alimentos podem sofrer alteragdes no sabor e na qualidade. Algumas
destas alteracBes sdo desejaveis, como na fabricacdo de queijos. Porém, em muitos
casos, os fungos podem causar transformacdes indesejaveis nos alimentos produzindo
sabores e odores desagradaveis causados por diferentes graus de deterioracdo
(MAZIERO, 2010).

Todos os fungos sdo eucariotos e podem ser unicelulares (leveduras), ou
multicelulares (fungos filamentosos). As células flngicas agrupam-se em filamentos,
podendo ou ndo apresentar septos entre elas, porém, mesmo quando presentes, as
funcGes metabdlicas ocorrem sem impedimentos entre as células. Esses filamentos
celulares s@o denominados hifas - Hypha, Gr = teia — (Figura 3) e 0 agrupamento
intenso de hifas constituem o micélio (Figura 1 e 2), (BENEDIT, 2016).
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Figura 1. Hifas: fllamentos tubulares individuais dos fungos (A) Hifas
septadas (apociticas); (B) Hifas ndo septadas (cenociticas). Fonte: Manual de
fitopatologia, 2011.

Figura 2. “Micélio: parte vegetativa do fungo. (A) Gréo de mllho mofado.
Formacéo de micélio; (B) Micélio de Fusarium cultivado em placa de petri em
laboratorio. Fonte: Elaborada pela autora.

O crescimento das hifas é apical, porém, existem algumas regides com extrema
capacidade de crescimento, principalmente aquelas relacionadas as funcdes

reprodutivas.

2.5 Género Fusarium

O género Fusarium foi descrito por Link no ano de 1809. Segundo a
classificacdo taxondmica, pertence a ordem hypocreales do filo Ascomycota (SEIFERT,
1996). Apresenta uma ampla distribuicdo geografica, tendo espécies cosmopolitas e
outras com ocorréncia restrita a determinados ambientes, ocorrendo,
predominantemente, nas regides tropicais e subtropicais ou em condigdes de clima frio
das regides temperadas (BURGESS et al., 1994).

De acordo com a International Mycological Association, até o ano de 2015,

teve-se o registro de 850 nomes publicados associados ao género. E o terceiro género de
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fungos com maior nimero de espécies que podem causar doencas em plantas e animais.
E ainda, produzem uma ampla gama de toxinas e metabodlitos secundarios
(GOLDSCHMIED ET AL., 1993; LESLIE & SUMMERELL, 2006). E um género
anamorfico e sua principal caracteristica genérica € a formacao de conidios alongados,
fusiformes e com varios septos (Figura 3 e 4), (LINK, 1809; GERLACH;
NIRENBERG, 1982).

A taxonomia de Fusarium envolve trés conceitos de espécie: o da espécie
morfoldgica, baseada na similaridade dos caracteres morfoldgicos observaveis,
denominados marcadores morfoldgicos; o da espécie bioldgica, baseado na
compatibilidade sexual entre os membros da mesma espécie; e o da espécie filogenética,
baseado na analise de sequéncias génicas (O'DONNELL et al., 2000; SUMMERELL et

g

Q

Figura 3. Conidios de Fusarium sp. (A) Macroconidio; (B)
Microconidio.
Fonte: LIMA. 2015.

B
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Figura 4. Conidios do género Fusarium.
Fonte: Elaborada pela autora.

O género Fusarium contém algumas das espécies de fungos mais importantes
economicamente, devido a ampla gama de hospedeiros e aos danos diretos na
agricultura, além de danos indiretos, pela capacidade de algumas espécies produzir
micotoxinas (MICHIELSE; REP, 2009; WOLOSHUK; SHIM, 2013).

A identificacdo correta do agente causal de uma doenca permite tracar medidas
corretas para 0 manejo. Para a identificacdo de espécies do género Fusarium, deve-se
observar 0s sintomas causados na planta, as condi¢Bes climaticas em que a doenca
ocorreu, seguido do isolamento para a aplicagdo dos conceitos de espécie morfoldgica,
bioldgica e filogenética (SUMMERELL et al., 2003).

2.6 Género Aspergillus

O género Aspergillus é considerado fungo imperfeito pela forma de reproducéo
exclusivamente assexuada (RAPER; FENNELL, 1977).

Taxonomicamente o reconhecimento desse género baseia-se na estrutura
celular de reproducéo assexuada (PRITCHARD; BRADT, 1984).

Em 1965, RAPPER E FENNEL (1965) realizaram uma descri¢gdo completa do
género, reconhecendo cerca de 132 espécies e 18 variedades (GEISER et al., 2007;
BENNETT, 2010).
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Atualmente compreende mais de 260 espécies (SAMSOM; VARGA, 2009) e
sdo registrados 695 nomes publicados associados ao género (International Mycological
Association, 2015).

Apresentam impacto econdémico positivo na sociedade, na producdo de
medicamentos, enzimas e acidos (HARA et al., 1992). Porém, os impactos negativos
chamam mais atencdo, como a patogenicidade a humanos e animais, a degradacdo de
produtos agricolas e a producdo de micotoxinas (KLICH, 2002; MALLMANN et al.,
2014).

A coloracdo das col6nias € uma importante caracteristica macroscépica para a
classificacdo das espécies, e apresentam ampla variacdo em tons de verde, amarelo,
cinza, marrom, preto e branco (KLICH, 2002). E um género de fungos anamorficos que
produzem conidioforo tipico septado.

As espécies podem ser divididas em secBes, dentre as quais as secOes
Circumdati, Flavi e Nigri s@o as mais importantes economicamente tendo em vista que
algumas de suas espécies produzem micotoxinas (KLICH, 2002; MALLMANN et al.,
2014). As espécies mais comumente associadas a contaminacdo de produtos agricolas
sdo A. flavus, A. parasiticus, A. niger, A. ochraceus e A. alliaceus, associadas a

producéo de ocratoxina e aflatoxinas (PERRONE et al., 2007).
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Figura 5. Desenho esquematico estrutura do 7 (o 05 3
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género Aspergillus. (A) Conidio; (B) Conidioforo.

Fonte: RAPER: FENNELL, 1977. Figura 6. Estruturas do género Aspergillus.

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.7 Género Penicillium

O Género Penicillium foi descrito em 1809 por LINK (1809), e o primeiro
trabalho sobre taxonomia foi escrito por RAPER e THOM em 1949.

As espécies deste género sdo adaptadas aos mais variados tipos de habitat e
tem como caracteristica ser saprofita e viver no solo, sendo responsavel por causar
mofo. E Pouco exigente nutricionalmente e tolera diversas condicdes fisico-quimicas
(PITT; HOCKING, 2009).

Em condi¢Bes ambientais favoraveis, o Penicillium pode estabelecer-se e se
desenvolver em qualquer substrato, mas os principais em frutas, graos, vegetais e raizes.

Quando a ocorréncia € em sementes, este fungo provoca descoloragdes, ha
reducdo na germinacdo, perda da matéria seca e alteracdo do valor nutricional. Quando
a incidéncia do fungo ¢ alta, as sementes simplesmente apodrecem, sem brotar; outras
brotam, mas as mudas se deterioram antes de emergirem (LIMA, 2015).

Um fator de grande relevancia é sobre a germinacdo dos esporos, pois esta,
ocorre na faixa de temperatura entre 15 - 32 °C, sendo que o 6timo esta entre 21 a 25
°C. Sob condigbes de armazenagem, o Penicillium pode proliferar caso ocorram
condigdes de 80 a 90% de umidade relativa do ar e os gréos apresentem entre 15 a 18%
de teor de umidade (VALMORBIDA, 2018).

O fungo pode ser utilizado na producdo de medicamentos, como a Penicilina
(FLEMING, 1929), na producdo de enzimas (TERRASAN et al., 2012) e algumas
espécies sao exploradas na producéo de alimentos fermentados como queijos e salsichas
(GIRAUD et al., 2010; LUDEMANN et al., 2010).

Ao abordar as caracteristicas morfoldgicas, observa-se que 0S esporos
assexuais (ou conidios) sdo produzidos em cadeia a partir das fialides, formando uma
estrutura tipica denominada penicillus (do latim: pequeno pincel), que caracteriza o
grupo (PRADO, 2014). (Figura 7 e 8).
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Figura 8. Desenho esquematico estrutura do
género Penicillium. Conidioforo.
Fonte: RAPER & FENNELL, 1977.

No processo de identificagdo morfoldgica das espécies, as caracteristicas das
colbnias e seu diametro em meios especificos sdo importantes. Deve-se observar os
padrdes de ramificacdes dos conidiéforos, estes podem ser classificados como: ser

monoverticilados, biverticilados, terverticilados ou quaterverticilados (KLICH, 2002;
MALLMANN et al., 2014), (figura 9).
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Figura 9. Ramificacdes dos conidioforos do género Penicillium. (A) Monoverticilados;

(B) Biverticilados; (C) Terverticilados; (D) Quaterverticilados.
Fonte: RAPER & FENNELL, 1977.

O género Penicillium contém um grande numero de espécies micotoxigénicas,
e sua capacidade de producdo é superior a qualquer outro género fangico (KLICH,
2002; MALLMANN et al., 2014). As espécies frequentemente encontradas em milho e
derivados sdo P. funiculosum, P. citrinum e P oxalicum, associados & ocratoxinas e
citrinina (PITT; HOCKING, 1999; PRADO, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Analisar se o periodo de armazenamento de grdos de milho em silo
influencia na incidéncia de fungos, do género Fusarium no estado do

Acre.

3.2 Especificos

e Avaliar se a qualidade dos gréos de milho € afetada durante o periodo de
armazenamento;

e Identificar a presenca do género Fusarium nos graos de milho.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local da coleta

O estudo foi desenvolvido a partir de coletas de grdos de milho, armazenados
em silos graneleiros. As unidades armazenadoras localizam-se nos municipios de
Capixaba, BR 317, Km 80 e Senador Guiomard, BR 317, Km 57 (Estrada para boca do

Acre — AM) no Estado do Acre, conforme a figura 10.

Legenda 0 25 50m
||

@ Silo - Senador Guiomard

@ Silo - Capixaba N

g [ Acre
[ Estados Brasileiros

de Coordenad.

Projecao: Pseudo-Mercator
Datum: WGS 84
Fonte: Bases Cartograficas IBGE,2019/ Google Satélite

-67.754 -67.751

Figura 10. Mapa de localizagdo dos silos graneleiros, referente ao municipio
de Capixaba e Senador Guiomard no estado do Acre.
Fonte: Bases Cartograficas IBGE, 2019/Google Satélite.

4.2 Amostra da coleta

A amostragem representativa para analise foi de 3 kg. A coleta foi realizada em
trés pontos em cada silo. Onde foi feita a identificacdo das amostras a partir de uma
ficha de dados coletados com base na orientacdo da CONAB, 2015.

Apl6s a coleta e registro dos dados referentes as amostras, essas foram
encaminhadas ao laboratoério de Fitopatologia da Universidade Federal do Acre, campus

Rio Branco.
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F~igu ra 11. Coleta das amostras de gréos.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Periodo de coleta das amostras

O periodo de coletas foi realizado de marco a dezembro de 2020, sendo feita

uma coleta a cada trés meses.

4.4 Acondicionamento das amostras

As amostras foram acondicionadas em uma caixa de isopor, adequadamente
vedada e que proporcionava protecdo contra impactos mecanicos, calor e luz, a fim de

evitar vazamentos e contaminagéo durante o transporte (MAPA, 2013).

4.5 Analise tecnoldgica (Qualidade de graos)

Os defeitos dos grdos (ardidos, chochos, germinados, fragmentados, quebrados,
carunchados, morfados ou fermentados e materiais estranhos/impurezas) foram
avaliados por triagem pela metodologia oficial do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - Instrucdo Normativa MAPA n° 60 de 22/12/2011. Cada porcdo de
grdos preparadas (pelo método de quarteamento) foi visualmente separada por suas
alteragdes fisicas e biologicas causada por organismos vivos (grdos mofados,
fermentados, ardidos, carunchados) efou fisico/biolégico (quebrado <5 e >3mm,
imaturo, gessado). Também foram avaliados as impurezas a partir de milho (restos de
plantas, quebrado <3mm) e/ou em outros (graos diferentes, macro/detritos, solo, poeira,
insetos mortos, outras plantas). As amostras de milho foram classificadas por tipo - I, II,
I11 e fora de tipo (Figura 12).



33

Figura 12. Anélise de qualidade de gréos.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Isolamento, identificacdo fungica e caracterizacdo morfoldgica

A amostra para identificagdo morfoldgica dos fungos toxigénicos foi realizada
com base no MAPA — Manual Regras para Analise de Sementes, 10 x 20, sendo 10 o
numero de repeticdes em placas de petri contendo meio de cultura BDA, por 20 o
namero graos distribuidos em cada placa, para isolamento e identificacdo fungica.
Totalizando 200 gréos por amostra de silo.

A metodologia para a identificacdo fungica e caracterizacdo morfologica foi
desenvolvida a partir do Guia Pratico para Fungos fitopatogénicos, Menezes Maria,
2004.

4.6.1 Isolamento - Batata-dextrose-agar (BDA) (Riker & Riker, 1936)

Foi utilizado 200g de batata, 20 g de dextrose, 17 g de agar e 1000 ml de agua
destilada. Preparo: Ferveu-se os discos de batata em 500ml de dgua por 30 minutos, e
apos filtrou-se o caldo através de gaze. Em seguida, fundiu-se o agar em 500 ml de
agua, usando forno microondas. Adicionou-se a dextrose ao caldo e misturou-se tudo ao
recipiente contendo o &gar fundido. Ajustou-se o volume para 1000 ml, com agua
destilada. Distribuiu-se 0 meio em tubos de ensaio ou em frascos de Erlenmeyer e

esterilizava em autoclave.
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4.6.2 Para crescimento e reproducdo de fungos (Batata-sacarose-agar (BSA)
(Booth, 1977)

Foi utilizado 250g de batata, 20 g de sacarose, 17 g de agar e 1000 ml de agua
destilada. Preparo: Ferveu-se por 10 minutos 250 g de batatas descascadas, em 500mi
de agua. Coletou-se o extrato por filtragdo em tecido de algoddo. Adicionou-se o extrato
a outros ingredientes. Completou-se o volume para 1000 ml e depois colocou-se em
autoclave durante 20 minutos. Guardou-se em refrigerador para uso posterior. Esse

meio foi utilizado para o crescimento e esporulacdo de Fusarium.

4.6.3 Caracterizacdo Morfoldgica

4.6.3.1 Plaqueamento em meio Agar sélido (BDA)

Procedimentos: Os grdos foram imersas, inicialmente, em solucdo de
hipoclorito de sodio 1%, durante 3 minutos; e em seguida, apds secagem rapida em
papel de filtro esterilizado, distribuidos assepticamente sobre 0 meio agar (BDA ) a uma
distancia de 2-4 cm, 20 sementes por placa de petri (Figura 13).

As placas, com grdos, foram colocadas em temperatura ambiente, pelo periodo
de 7-8 dias, sempre monitoras todos os dias, observando a germinagéo fangica.

Avaliacdo/exame dos gréos: O exame inicial foi feito a olho nu, observando se
havia formacdo e tipo de col6nias desenvolvidas em volta dos grdos. Cor, textura,
morfologia geral, levando em consideracdo a presenca de corpos de frutificacdo, pois
poderiam ser indicativos para o reconhecimento de espécies fungicas.

Para a identificacdo das diferentes espécies flngicas, foram analisadas as
caracteristicas macroscopicas, observando a morfologia da col6nia, sendo a cor, textura,
superficie e pigmento no meio de cultura. As caracteristicas microscépicas foram
analisadas por meio da morfologia da das estruturas reprodutivas fungicas, pela técnica
de microcultivo (BRASIL, 2004a).

Foi realizada inicialmente a técnica de semeadura em meio BDA e depois as
amostras foram incubadas. Para inoculacdo, um fragmento de colénia crescida em BDA
foi introduzido no centro da placa contendo meio de cultura. As placas foram incubadas
a temperatura ambiente e monitoradas durante 7 dias. Logo apds foi realizada a anélise

macroscopica.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.6.3.2 Método de microcultivo

Para a identificacdo da espécies (Fusarium): utilizou-se fragmentos de coldnias
crescidas, foram entdo aplicadas sobre o meio BDA, com sobreposicdo de uma
laminula, com a técnica de microcultivo, incubadas durante 3 a 7 dias. A laminula, com
parte do crescimento da colonia repicada, foi transferida para uma lamina contendo
corante azul de algoddo lactofenol. As estruturas fungicas coradas foram visualizadas
sob um microscopio éptico (Figura 18 e 19).

Para a identificacdo das espécies (Aspergillus e Penicillium): foram utilizados
fragmentos de coldnias crescidas, entdo aplicadas sobre o meio Czapec, com
sobreposi¢do de uma laminula, com a técnica de microcultivo, incubadas durante 3 a 7
dias. A laminula, com parte do crescimento da colbnia repicada, foi transferida para
uma lamina contendo corante azul de algoddo lactofenol. As estruturas flngicas coradas
foram visualizadas sob um microscopio optico.

A identificagdo foi feita através das chaves de RAPER; FENNELL (1965),
PITT (1979) e BARNETT; HUNTER (1986).
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Figura 14 Mlcrocultlvo para a conflrma(;ao e |dent|f|ca(;ao morfologlca de
Fusarium.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 15. Cultivo central em meio BDA para identificagdo morfoldgica de
Fusarium.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.7 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O experimento foi conduzido segundo o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com arranjo fatorial 2 x 4. Realizou-se o estudo em duas unidades de
armazenamento, com quatro coletas, em um intervalo de trés meses cada.

Os resultados obtidos foram interpretados por meio das analises de variancia, a
partir do teste de Qui-Quadrado de Pearson, ao nivel de significancia de o =0,05.

A rotina de célculos para a determinagdo da referida estatisticas foi realizada
pelo software R.

A andlise de qualidade de grdos foi desenvolvida com base na Instrucdo
Normativa MAPA n° 60 de 22/12/2011.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Qualidade de gréos e classificacédo

Observou-se que ambos os silos, apresentaram valores percentuais proximos
em relacdo aos danos (ardidos, mofados, fermentados e carunchados), a unidade
armazenadora de Graos de Capixaba, apresentou média de 1,1%, o que foi superior ao
de Senador Guiomard, com média de 0,3 %. Os defeitos de grdos ardidos e fermentados
até ¥4 sdo o reflexo das podridGes das espigas originadas ainda no campo, provenientes
da acdo fangica que sob condicGes favoraveis de temperatura, umidade relativa e teor de
agua, podem acelerar o processo de deterioracdo durante o armazenamento (Tabela 2).

A porcentagem de graos quebrados foi de 2,6% no silo de Senador Guiomard,
enquanto o silo de Capixaba obteve 1,4%. Esse defeito, na classificacdo oficial, é
considerado fator de depreciacdo da qualidade de um lote, por levar a um
enguadramento em tipo inferior quando presente em grandes porcentagens.

Para os danos referentes aos graos gessados, os valores entre as unidades
armazenadoras, respectivamente, foram 0,3 e 0,6%, apresentando-se dispostos com
coloracéo e aspecto de gesso (farinaceo). Entre as possiveis causas da formacao dessas
areas opacas estariam as de origem genética (PATINDOL; WANG, 2003; GOMES,
2020), condigdes ambientais adversas, ma formacdo dos grdos pela incidéncia de
doencas, grande quantidade de grdos imaturos, alto grau de umidade e ataque de insetos
sugadores (percevejos-do-grao) antes da colheita (PRESTES, 2019).

As Unidades Armazenadoras apresentaram impurezas em todas as amostras
analisadas, porém a niveis aceitaveis, desta forma, ndo trariam danos severos aos lotes.
Vale ressaltar que a presenca de insetos vivos ou mortos durante o armazenamento pode
ocasionar perdas na massa dos grdos, do valor nutritivo e reducdo do padrdo comercial
(Embrapa, 2007).
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Tabela 2. Qualidade de gréos em relagdo a danos e impurezas do milho (Zea mays L.)
produzidas e armazenadas no Estado do Acre.
Qualidade de milho (%) e Tipo / UAGs

Alteragdes em lotes de

~ A B
graos Média (%) Tipo Média (%) Tipo

Danos

Biologicos

Ardido 0,7 | 1 I
Mofados 0,7 I 0,9 I
Fermentados 0,3 I 1,1 I
Carunchados 0,3 I 0,4 I
Fisicos

Quebrados (<5 > 3 mm)* 1,4 I 2,6 I
Gessado 0,3 I 0,6 I
Germinado ND I ND I
Imaturos 0,3 | 0,3 I
Impurezas

Quebrados (< 3 mm)® 0,2 I 0,4 I
Outros gréos ND NA 0,2 I
Matérias estranhas 0,5 I 0,9 I
Insetos mortos ND NA 0,2 I
Outras plantas / sementes 0,1 I 0,3 I

#Tamanho de didmetro da peneira; UAGs: Unidades Armazenadoras (A: Silo Capixaba;
B: Silo Senador Guiomard); NA: Néo aplicivel; ND: Néo detectado.

Quanto ao tipo de grdo, os resultados de classificagdo (Tabela 3), indicam que
mesmo durante um periodo de nove meses de armazenamento, 0s grdos mantiveram sua

qualidade a niveis aceitaveis e foram classificados como Tipo 1.

Tabela 3. Classificacdo dos Grédos de milho

Avariados A ” Classificacdo

Matérias E 'c%
Silos estranhase  Umidade _ 2 S =] 8 2
Impurezas Ardidos Total S @ = S &
© o o O

@

=
e ¢
0,54% 13,9%* 0,75 2,08 03 141 1 35 &
A o £
<
=
o [©]
B 0,84% 13,6%* 1 2,9 04 259 1 g g
<

A: Silo Capixaba; B: Silo Senador Guiomard; *A umidade dos gréos de milho deve ser no
maximo, 14%.
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No Brasil, pela classificacdo oficial, grdos ardidos juntamente com mofados e
brotados sdo considerados defeitos graves que leva ao enquadramento oficial do milho

em tipos 1, 2 e 3 com limites de tolerancia méxima de 3%, 6% e 10% respectivamente.

5.2 Qualidade sanitaria e incidéncia de fungos patogénicos

Durante o periodo de coletas observou-se que ndao houve diferenca nos niveis

médios de umidade dos grdos de milho.

Tabela 4. Teor de umidade dos grdos de milhos armazenado nos municipios de
Capixaba e Senador Guiomard, Acre.

Teor de umidade (%)

Stlos 1° Coleta 2° Coleta 3° Coleta 4° Coleta
A 14,7 13,4 13,6 13,8
B 13,9 13,1 14,2 13,4
Meses Marco Junho Setembro Dezembro

A: Silo Capixaba; B: Silo Senador Guiomard.

A variacdo dos valores médios do teor de umidade dos grdos nas quatro coletas foram
de 13,9% em Capixaba e 13,7%, em Senador Guiomard. Os resultados indicam que as
amostras de milho coletadas apresentaram umidade inferior a oficial admitida para a

comercializacdo que é de até 14,0% (figura 16).

Teor de Umidade dos Graos %
16 4

14 -
12

m Capixaba
m Senador G.
O -

1° Coleta 2° Coleta 3° Coleta 4° Coleta

Figuras 16. Relagdo media do teor de umidade dos grdos de milho armazenados em
silos, no periodo de marco a dezembro de 2020, nos municipios de Capixaba e Senador
Guiomard no Estado do Acre.
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Os valores do teor de umidade encontrados nas amostras sdo compativeis com
0s recomendados para um armazenamento seguro de grdos. Grdos armazenados com
teor de &gua na faixa entre 13 e 14%, ndo apresentam risco de deterioracdo por até um
ano de armazenamento e teores abaixo de 12% indica que ndo apresentam risco de
deterioracdo por um periodo superior a um ano (Brasil, 2011).

No estado da Bahia, um experimento sobre a qualidade de grédos de milho
armazenado comprovou que teores de agua inferiores a 14% sdo seguros para a
armazenagem, pois desfavorecem o crescimento fangico e producdo de micotoxinas
(ALMEIDA, 2009).

Foi observada a incidéncia dos fungos pertencentes aos géneros Fusarium,
Aspergillus e Penicillium nas amostras de milho referentes as unidades armazenadoras
dos municipios de Capixaba e Senador Guiomard.

O género Fusarium foi detectado em todas as amostras analisadas, com
variacdo de incidéncia entre 59,5% a 74%, referente ao silo de Capixaba e 62,5% a
67,5%, concernente ao silo de Senador Guiomard. As médias de infestagdo do Fusarium
para os silos de Capixaba e Senador Guiomard, respectivamente, foram de 66,6% e
65,4% para as quatro coletas realizadas (tabela 5).

Observou-se que durante o periodo de armazenamento, houve uma reducéo da
incidéncia de Fusarium. No entanto, a maior média amostral em termos de incidéncia

fangica, quando comparada a outros fungos identificados, foi a do género Fusarium.

Tabela 5. Percentual de incidéncia fungica (Géneros versus Silos)

Géneros (Média percentual de incidéncia)

Silos Fusarium Penicillium Aspergillus
Capixaba 64,02 14,2 21,77
Senador Guiomard 65,3 14,8 19,75

Resultados Qui-quadrado

x°=1,18 df:2 p-valor o = 0,55

*p-valor > 0,05

Os resultados obtidos na correlagdo do teste Qui-quadrado de Pearson, entre
duas variaveis, (género versus silos), indicam que ndo houve interacdo significativa,
uma vez que o p-valor foi igual a 0,55 (p-valor > 0,05), considerando normal a

distribuicdo dos géneros fungicos identificados durante as coletas. O valor observado
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(t=1,18) foi menor que o valor esperado (t=1,96), ndo havendo diferenca significativa
entre os silos.

Observou-se, durante as coletas, que eram fornecidas aos grdos as mesmas
condigdes de ambientes controlados em ambos os silos, desde a secagem dos graos,
aeracgdo, controle de umidade e temperatura.

Desta forma, embora o silo de Senador Guiomard recebesse grdos de varios
produtores do Estado do Acre, como também do Amazonas, 0 que poderia ter
favorecido uma maior incidéncia de fungos toxigénicos, isso ndo atuou como uma
variavel determinante, nem gerou niveis de contaminacdo e disseminacdo flngica
maiores que o silo de Capixaba.

Quando se apresenta um manejo adequado durante o periodo de armazenagem
de gréos, como a observagdo da umidade da massa de gréos, que deve ser realizada no
momento da entrada dos grdos na unidade de armazenamento e, periodicamente,
durante o armazenamento, como também a verificacdo dos grdos no processo de
secagem, observando se apresentam umidade ideal para entrar no silo, se héa
monitoramento de temperatura e aeracdo, ha um controle nos niveis de incidéncia
fangica, proporcionando um ambiente seguro e promovendo a qualidade dos grédos
(DWEBA, 2017; CONAB, 2018; HAWKINS, 2018).

Relacdo entre géneros
e silos - Geral
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Figura 17. Relagdo de incidéncia fangica dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, identificados nos silos dos municipios de
Capixaba e Senador Guiomard no Estado do Acre.
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Ao observar a Relacdo de incidéncia fungica entre os géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, identificados nos silos de Capixaba e Senador Guiomard, nota-
se que a frequéncia do género Fusarium se destaca em ambos os silos em relacdo aos
demais géneros.

O género Fusarium foi detectado em grdos de milho por outros autores em
regibes do Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (MARCIA e LAZZARI, 1998;
BENTO, 2011; FERREIRA et al, 2014). Os fungos sobrevivem associados as sementes
de milho durante um periodo de 12 meses de armazenamento. Embora haja reducéo da
incidéncia do género Fusarium durante o armazenamento, a presenca desse fungo pode
acelerar o processo de deterioracdo das sementes/graos (TANAKA, 2001; MISTURA,
2020).

Um estudo realizado com grdos de armazenamento realizado na cidade de
Cuiba-MT em 2015, relatou que houve incidéncia do fungo Fusarium sp. no decorrer do
periodo de armazenagem (OLIVEIRA, 2017). As amostras apresentaram incidéncia
média de 88,88% de Fusarium, sendo possivel que a contaminacdo tenha ocorrido ainda
em campo. O experimento também apresentou resultados favoraveis a respeito de maior
incidéncia pelo género Fusarium gquando comparados a outros fungos identificados,
com infestacdo de 60% a 100% das amostras.

Ao observar a Relacdo de incidéncia fungica entre os géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, identificados nos silos de Capixaba e Senador Guiomard, nota-
se que a frequéncia do género Fusarium se destaca em ambos os silos em relacdo aos
demais géneros.

O género Fusarium foi detectado em grdos de milho por outros autores em
regibes do Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (MARCIA e LAZZARI, 1998;
BENTO, 2011; FERREIRA et al, 2014). Os fungos sobrevivem associados as sementes
de milho durante um periodo de 12 meses de armazenamento. Embora haja reducéo da
incidéncia do género Fusarium durante o armazenamento, a presenca desse fungo pode
acelerar o processo de deterioracdo das sementes/graos (TANAKA, 2001; MISTURA,
2020).

Um estudo realizado com grdos de armazenamento realizado na cidade de
Cuiba-MT em 2015, relatou que houve incidéncia do fungo Fusarium sp. no decorrer do
periodo de armazenagem (OLIVEIRA, 2017). As amostras apresentaram incidéncia
média de 88,88% de Fusarium, sendo possivel que a contaminacdo tenha ocorrido ainda

em campo. O experimento também apresentou resultados favoraveis a respeito de maior
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incidéncia pelo género Fusarium guando comparados a outros fungos identificados,
com infestacdo de 60% a 100% das amostras.

Com relagdo ao periodo de coleta, realizadas entre 0s meses de marco a
dezembro, os resultados obtidos indicam que ndo houve interagéo significativa, uma vez
que o p-valor foi de 0,06 e 0,7 respectivamente para os silos de Capixaba e Senador
Guiomard (p-valor > 0,05), considerando normal a distribuicdo dos géneros fungicos

durante os meses de coleta para ambos os silos.
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Figura 18. Relacdo de incidéncia fangica dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, durante os meses de coletas nos silos dos
municipios de Capixaba no Estado do Acre.
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Figura 19. Relacdo de incidéncia fangica dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, durante os meses de coletas no silo dos
municipio de Senador Guiomard no Estado do Acre.
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Ao observar as figura 18 e 19 nota-se que os géneros Aspergilus e Penicillium
tiveram uma leve oscilacdo em relacdo aos niveis de incidéncia durante as coletas.
Acredita-se que essa variacdo tenha sido em decorréncia do periodo chuvoso em alguns
meses e de elevadas temperaturas em outros.

Com o inicio do periodo chuvoso e, consequentemente o0 aumento da umidade
relativa do ar, a disponibilidade de agua é maior, propiciando condi¢Ges mais favoraveis
para o desenvolvimento dos fungos e consequentemente comprometendo a qualidade
dos graos (SILVA, 2008).

O milho armazenado é submetido ao processo de aeracao, este vai depende das
condi¢cbes ambientais devido a umidade relativa presente no ar (SCHMIELE, 2009;
SANTOS, 2017).

Quando a umidade do ambiente é alterada, o gréo tende a entrar em equilibrio
com as condi¢Ges do ar ambiente. A umidade de equilibrio dos grdos depende da
temperatura, da umidade relativa do ar e das condicGes fisicas do grdo (LAZZARI,
1997; PALHARI, 2019).

Desta forma, observou-se ainda as condi¢cdes ambientais (periodo seco e
Umido) durante a coleta dos gréos sdo apresentadas nas figuras 20 e 21.

O periodo entre a primeira coleta que ocorreu no més de marco e a Gltima, em
dezembro, buscou-se observar se os periodos seco e Umido interferiam nos niveis de
incidéncia fangica, levando em consideracdo a umidade dos gréos durante as coletas das

amostras, que sempre estavam entre 13 a 14 °C em ambos 0s silos.
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.Figuras 20 e 21. Relacdo de incidéncia fungica dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, em periodos umidos e secos nos silos dos municipios de Capixaba e Senador
Guiomard no Estado do Acre.
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Os resultados obtidos indicam que ndo houve interacao significativa, (p-valor >
0,05), considerando normal a distribuicdo dos géneros fungicos durante ambos os
periodos. O valor observado (t=1,54) foi menor que o valor esperado (t=1,96), nao
havendo diferenca significativa entre os silos.

Valmorbida (2018), ao desenvolver um estudo referente a incidéncia fangica
em grdos de milho no periodo de armazenamento, avaliou quatro unidades
armazenadoras de grdos, localizadas no sul do estado de RO (cidade Vilhena), norte do
Brasil, observou que embora as regiGes dominadas por clima tropical imido possam
favorecer o desenvolvimento de fungos em grdos, na colheita e durante o
armazenamento, devido a vulnerabilidade de milho ao ataque de pragas e contaminacao
por fungos (MUNKVOLD, 2017; LUDEMANN, 2020), isso ndo se aplicou aos
resultados da sua pesquisa, uma vez que a incidéncia de fungos dos géneros Fusarium,
Aspergillus e Penicillium em periodos de armazenamento ndo apresentaram influéncia
significativa a serem relacionadas a temperatura ou pluviosidade do Estado de
Rondonia.

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium contaminam os gréos depois da
colheita e tém a capacidade de viver associados a grdos com baixo teor de agua
(BERTUZZI, 2019; TADEI, 2020). De acordo com Lanza (2017) a incidéncia de
Fusarium e Penicillium como os fungos mais presentes nos graos, seguidos de
Aspergillus e Stenocarpella parece ser padréo para o milho brasileiro.

Outra afirmacdo que possivelmente pode explicar a alta frequéncia de
Fusarium nos grdos de milho é que um microrganismo que se apresenta em maior
numero ou maior adaptagdo ao substrato tem vantagem sobre os demais, pois os fungos
possuem um antagonismo passivo em que o crescimento € inibido pela competicdo do
espaco e nutrientes fundamentais ao desenvolvimento. Nesse sentido, o Fusarium se
apresentou como um forte competidor em relagdo aos outros géneros (Aspergillus e
Penicillium) (MOTTA et al., 2015; PALHARI, 2019).

Foram identificadas trés espécies do género Fusarium (tabela 6): Fusarium
solani, Fusarium oxysporum e Fusarium verticillioides. Ao observar a porcentagem
média de incidéncia das espécies nos silos de Capixaba e Senador Guiomard
respectivamente, notou-se que o Fusarium solani obteve maiores médias em ambos 0s
silos (42,15 e 45,6%) e o Fusarium verticillioides obteve valores menores (17,7 e
27,75%).
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Tabela 6. Percentual de incidéncia de espécies de Fusarium.

Espécies
Silos Fusarium Fusarium Fusarium
solani oXysporum verticilioides
Capixaba 42,15 40,15 17,7
Senador Guiomard 45,6 26,65 27,75
Resultados Qui-quadrado
x?= 27,85 df:2 p-valor o =8,963(107)

*p-valor < 0,05

Os resultados obtidos mostram que houve variacdo significativa em relacéo a
incidéncia de espécies de Fusarium durante o periodo de armazenagem dos graos, em

ambos os silos. O (p-valor < 0,05).
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Figura 22. Relacdo de incidéncia das espécies de Fusarium solani, oxysporum e
verticilioides, referente aos silos dos municipios de Capixaba (A) e Senador
Guiomard (B) no Estado do Acre.

E possivel observar que os niveis de incidéncia de Fusarium no silo de Senador
Guiomar se sobressai aos de Capixaba, exceto a espécie de Fusarium oxysporum que no
silo de Capixaba apresenta niveis mais elevados que os presentes no municipio de

Senador Guiomard.
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Acredita-se que o motivo de maior incidéncia fangica no municipio de Senador
Guiomard, se deve ao fato do silo receber grdos de varios produtores, como também de
outro estado, possibilitando, assim, maiores niveis de contaminacao.

A respeito das espécies de Aspergillus niger, clavatus e flavus, os resultados
revelaram que ndo houve variacdo significativa em relacdo a incidéncia de espécies
quando relacionadas aos silos de Capixaba e Senador Guiomard. Tendo em vista que 0s
resultados de percentual de incidéncia fungica foram préximos, o silo de Capixaba e
Senador Guiomard apresentaram, respectivamente, para porcentagens de Aspergillus
niger (55,4% e 53,7%), Aspergillus clavatus (26,14% e 30,5%) e Aspergillus flavus
(18,4% e 15,8%). Observou-se ainda, quando correlacionadas as espécies com o periodo
de armazenamento, que o Aspergillus niger obteve maiores indices de contaminacao de

grdos, sequido pelo Aspergillus clavatus e Aspergillus flavus.
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Figura 23. Relagdo de incidéncia espécies de Aspergillus niger, clavatus e flavus,
referente aos silos dos municipios de Capixaba (A) e Senador Guiomard (B) no
Estado do Acre.

Com relacdo as espécies de Penicillium sp., o silo de Senador Guiomard
apresentou maior incidéncia (58,5%), o silo de Capixaba obteve uma média percentual
inferior (41,5%).

Ramos et al. (2010), relataram que ao fazer um levantamento de fungos
presentes em grdos ardidos e sementes de milho, observaram alta incidéncia dos géneros

Penicillium. Das varias doencas de pos-colheita, o bolor verde, causado pelo
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Penicillium é uma das mais importantes, pois seu agente causador encontra-se
disseminado em todos os paises produtores de grdos de milho, assim todas as espécies e

cultivares estfo suscetiveis a contaminacio (GLORIA et., al, 2004).
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Figura 24. Relagdo de incidéncia espécies de Penicillium sp., referente aos silos dos
municipios de Capixaba (A) e Senador Guiomard (B) no Estado do Acre.

A incidéncia fangica em grdos de milho armazenados em silos, observado no
presente estudo, tem grande relevancia no contexto microrregional, pois visa minimizar
0s impactos negativos e até perdas de producado, favorecendo a viabilidade econdmica
de pequenas propriedades, bem como, a comercializacdo em larga escala.

O estado do Acre vem nos ultimos anos ampliando a area cultivada com o
milho, o que tem proporcionado aumento da producdo e do suprimento do gréo para o
mercado interno, embora com ganhos de produtividade ainda modestos. Desta forma,
tem-se a preocupacgdo em reestruturar as unidades armazenadoras mediante a instalagéo
de silos graneleiros nos municipios com aptiddo agricola.

No decorrer da pesquisa observou-se uma maior incidéncia de fungos de
campo (Fusarium), em relacdo a fungos de armazenamento (Penicillium e Aspergillus),
que era o esperado. Assim, acredita-se que tal acontecimento esteja relacionado as
praticas de manejo aplicadas em campo.

Desta forma, deve-se ficar atento aos fatores de manejo que podem afetar a

qualidade dos produtos agricolas em campo, como a escolha da espécie cultivada, a
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variedade selecionada, as condi¢Bes edafocliméticas, as praticas de adubagdo e
irrigacdo, o controle fitossanitario, a época do ano, a duracdo e procedimentos utilizados
desde a colheita, transporte e armazenagem (BUSH et, al., 2004).

Tem-se ainda, como alternativa de controle de patégenos, as praticas culturais,
como a rotacdo de culturas e a eliminacgdo de restos culturais, eliminando hospedeiros
alternativos e reduzindo o potencial de in6culo para a cultura subsequente.

Vale ressaltar que é imprescindivel saber a procedéncia do lote de semente que
sera implementado no processo de semeadura, sendo importante saber se as sementes

sdo idbneas, livres de patdgenos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados da classificagdo de grdos indicaram que mesmo durante um
periodo de armazenamento, os grdos mantiveram sua qualidade a niveis aceitaveis e
foram classificados como Tipo 1. As UAGs apresentaram impurezas em todas as
amostras analisadas, porém a niveis toleraveis, desta forma, ndo trariam danos severos
aos lotes.

Os graos de milho armazenados nos municipios de Capixaba e Senador
Guiomard no Estado do Acre apresentaram contaminacdo por fungos patogénicos,
Fusarium, Aspergillus e Penicillium.

A identificacdo morfoldgica revelou a prevaléncia do género Fusarium em
relacdo aos géneros Aspergillus e Penicillium, tanto nos grdos ardidos quanto nos
assintomaticos. Os resultados evidenciaram que o género Fusarium foi o que mais
acometeu os grdos de milho.

Foram identificados espécies de F. solani, F. oxysporum e F. verticilioide; A.
niger, A. clavatus e A. flavus; e Penicillium sp..
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ANEXO

ANEXO | — Instrugéo normativa n° 60/2011, MAPA para Classificacdo de Milho
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO

GABINETE DO MINISTRO

INSTRUCAO NORMATIVA N° 60, DE 22 DE DEZEMBRO DE 2011

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribuicdo que lhe confere o art. 87, paragrafo Unico,
inciso 1, da Constituicdo, tendo em vista o disposto na Lei n°® 9.972, de 25 de maio de
2000, no Decreto n° 6.268, de 22 de novembro de 2007, no Decreto n® 5.741, de 30 de
margo de 2006, na Portaria MAPA n° 381, de 28 de maio de 2009, e o0 que consta do
Processo n° 21000.010492/200968, resolve:

Art. 1° Estabelecer o Regulamento Técnico do Milho na forma da presente Instrucdo
Normativa.

Paragrafo Unico. Este Regulamento Técnico ndo se aplica ao milho pipoca, sujeito a
regulamentacgdo especifica.

CAPITULO | - DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 2° O presente Regulamento Técnico tem por objetivo definir o padrao oficial de
classificacdo do milho, considerando seus requisitos de identidade e qualidade, a
amostragem, 0 modo de apresentacdo e a marcacdo ou rotulagem, nos aspectos
referentes a classificacdo do produto.

Art. 3° Para efeito deste Regulamento Técnico, considerase:

I milho: os grdos provenientes da espécie Zea mays L.;

Il grdos carunchados: os grdos ou pedacos de grdos que se apresentam atacados por
insetos considerados pragas de grdos armazenados em qualquer de suas fases
evolutivas;

Il grdos avariados: 0s grdos ou pedacos de grdos que se apresentam ardidos, chochos
ou imaturos, fermentados, germinados, gessados e mofados:

a) ardidos: os graos ou pedacos de grédos que apresentam escurecimento total, por acdo
do calor, umidade ou fermentacdo avancada atingindo a totalidade da massa do gréo,
sendo também considerados como ardidos, devido a semelhanca de aspecto, os graos
totalmente queimados;

b) chochos ou imaturos: os grdos desprovidos de massa interna, enrijecidos e que se

apresentam enrugados por desenvolvimento fisiolégico incompleto, sendo que os graos
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pequenos e os de endosperma cérneo (ponta de espiga) nao serdo considerados chochos
ou imaturos, sendo considerados grdos normais;

c¢) fermentados: os graos ou pedacos de graos que apresentam escurecimento parcial do
germe ou do endosperma provocado por processo fermentativo ou calor, sendo também
considerados como fermentados, devido a semelhanca de aspecto, 0s grdos que se
apresentam parcialmente queimados; grdos que apresentam plumula roxa, como
caracteristica varietal, ndo séo considerados graos defeituosos;

d) germinados: os grdos ou pedagos de grdos que apresentam inicio visivel de
germinacao;

e) gessados: 0s grdos ou pedacos de grdos que tenham sofrido variacdo na sua cor
natural, apresentando-se de esbranquicado ao opaco, mostrando no seu interior todo o
endosperma amilaceo com cor e aspecto de gesso (farinaceo);

f) mofados: os grdos ou pedacos de grdos que apresentam contaminacgdes fungicas
(mofo ou bolor) visiveis a olho nu, independentemente do tamanho da area atingida,
bem como os grdos ou pedacos de grdos que apresentam coloracdo esverdeada ou
azulada no germe, produzida pela presenca de fungos;

IV grdos quebrados: os pedagos de graos que vazarem pela peneira de crivos circulares
de 5,00 mm (cinco milimetros) de diametro e ficarem retidos na peneira de crivos
circulares de 3,00 mm (trés milimetros) de diametro;

V impurezas: pedacos de grdos que vazarem pela peneira de crivos circulares de 3,00
mm (trés milimetros) de didmetro, bem como detritos do préprio produto que ficarem
retidos nas peneiras de crivos circulares de 5,00 mm (cinco milimetros) e de 3,00 mm
(trés milimetros) de didmetro, que ndo sejam grdos ou pedacos de gréos de milho;

VI matérias estranhas: os corpos ou detritos de qualquer natureza, estranhos ao produto,
tais como grdos ou sementes de outras espécies vegetais, sujidades, insetos mortos,
entre outros;

VIl matérias macroscopicas: aquelas estranhas ao produto que podem ser detectadas por
observacao direta, a olho nu, sem auxilio de instrumentos Opticos e que estdo
relacionadas ao risco a saude humana, segundo legislacéo especifica;

VIl matérias microscopicas: aquelas estranhas ao produto que somente podem ser
detectadas com auxilio de instrumentos dpticos e que estdo relacionadas ao risco a

salide humana, segundo legislacdo especifica;
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IX organismo geneticamente modificado (OGM): aquele cujo material genético (Acido
Desoxirribonucleico ADN e Acido Ribonucleico ARN) tenha sido modificado por
qualquer técnica de engenharia genetica;

X substancias nocivas & saude: as substancias ou agentes estranhos, de origem
bioldgica, quimica ou fisica, que sejam nocivos a saude, tais como: as micotoxinas, 0s
residuos de produtos fitossanitarios ou outros contaminantes, previstos em legislacdo
especifica, ndo sendo assim considerados aqueles cujo valor se verifica dentro dos
limites méaximos previstos; e XI umidade: o percentual de dgua encontrada na amostra
do produto isenta de matérias estranhas e impurezas, determinado por um método
oficial ou aparelho que dé resultado equivalente.

Paragrafo unico. Os grdos de milho que apresentarem alteragdes ou anormalidades nao
mencionadas neste artigo serdo considerados graos normais.

CAPITULO Il - DA CLASSIFICACAO E TOLERANCIAS

Art. 4° A classificacdo do milho € estabelecida em funcdo dos seus requisitos de
identidade e qualidade.

§ 1° O requisito de identidade do milho € definido pela prépria espécie do produto na
forma disposta no inciso | do art. 3° desta Instru¢cdo Normativa.

8§ 2° Os requisitos de qualidade do milho s&o definidos em funcéo da consisténcia e do
formato, da coloracdo do grdo e dos limites maximos de tolerdncia estabelecidos na
Tabela 1 desta Instrucdo Normativa.

Art. 5° O milho sera classificado em Grupos, Classes e Tipos, conforme o disposto a
seqguir:

8 1° O milho, de acordo com a consisténcia e o formato do gréo, seré classificado nos
seguintes Grupos:

| duro: quando apresentar o minimo de 85% em peso de grdos com as caracteristicas de
duro, ou seja, apresentando endosperma predominantemente cérneo, exibindo aspecto
vitreo; quanto ao formato, considera-se duro o0 grdo que se apresentar
predominantemente ovalado e com a coroa convexa e lisa;

Il dentado: quando apresentar o minimo de 85% em peso de grdos com as caracteristicas
de dentado, ou seja, com consisténcia parcial ou totalmente farinacea; quanto ao
formato, considera-se dentado o grdo que se apresentar predominantemente dentado
com a coroa apresentando uma reentrancia acentuada;

Il semiduro: quando apresentar o0 minimo de 85% em peso de grdos com consisténcia e

formato intermediarios entre duro e dentado; e
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IV misturado: quando néo estiver compreendido nos grupos anteriores, especificando-se
no documento de classificacdo as percentagens da mistura de outros grupos.

8 2° O milho, de acordo com a coloragdo do grdo, sera classificado nas seguintes
classes:

| amarela: constituida de milho que contenha no minimo 95% (noventa e cinco por
cento), em peso, de grdos amarelos, amarelo palido ou amarelo alaranjado; o gréo de
milho amarelo com ligeira coloracdo vermelha ou résea no pericarpo serd considerado
da classe amarela;

Il branca: constituida de milho que contenha no minimo 95% (noventa e cinco por
cento), em peso, de grdos brancos; o grao de milho com coloracdo marfim ou palha sera
considerado da classe branca;

Il cores: constituida de milho que contenha no minimo 95% (noventa e cinco por
cento), em peso, de grdos de coloragdo uniforme, mas diferentes das classes amarela e
branca; o grdo de milho com ligeira variacdo na coloracdo do pericarpo sera
considerado da cor predominante; e

IV misturada: constituida de milho que ndo se enquadra em nenhuma das classes
anteriores.

8 3° O milho serd classificado em 3 (trés) Tipos de acordo com a sua qualidade e
definidos pelos limites maximos de tolerancias estabelecidos na Tabela 1 desta
Instrucdo Normativa, podendo ainda ser enquadrado como Fora de Tipo ou
Desclassificado:

Tabela 1. Limite m&ximo de tolerancia expressos em percentual (%).

Gréos Total de Graos Matérias
Enquadramento | avariados avariados | auebrados estranhas e | Carunchados
(ardidos) 9 impurezas
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
. Maior que | Maior que
Fora de tipo 5,00 20,00 5,00 2,00 8,00

| sera considerado como Fora de Tipo o milho que ndo atender os parametros
estabelecidos para o Tipo 3 na Tabela 1 desta Instrucdo Normativa:

a) 0 milho enquadrado como Fora de Tipo por grdos ardidos, total de avariados ou
carunchados podera ser comercializado como se apresenta, desde que identificado como
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Fora de Tipo, ou podera ser rebeneficiado, desdobrado ou recomposto para efeito de
enguadramento em tipo;

b) o milho enquadrado como Fora de Tipo por grdos quebrados ou mateérias estranhas e
impurezas ndo podera ser comercializado como se apresenta, devendo ser rebeneficiado,
desdobrado ou recomposto para efeito de enquadramento em tipo; e

¢) o milho que apresentar insetos vivos ou outras pragas de grdos armazenados nao
podera ser comercializado como se apresenta, devendo ser expurgado ou submetido a
outra forma eficaz de controle antes da sua comercializagao;

Il sera desclassificado e proibida a sua comercializagdo e a sua entrada no Pais o milho
que apresentar na carga, no lote ou na amostra a ser analisada uma ou mais das
situacOes indicadas a seguir:

a) mau estado de conservacao, incluindo aspecto generalizado de mofo ou fermentacéo;

b) presenca de sementes tratadas ou sementes toxicas;

c¢) odor estranho, impréprio ao produto, que inviabilize a sua utilizacdo para 0 uso
proposto; e

d) limites de tolerancias acima do estabelecido para os defeitos ardidos, total de
avariados ou carunchados previstos na Tabela 1 desta Instrugdo Normativa para Fora de
Tipo.

Art. 6° Ao ser constatada uma das caracteristicas desclassificantes do produto, a
entidade credenciada para a execucao da classificagdo devera emitir o correspondente
Laudo de Classificagdo enquadrando o produto como Desclassificado.

Paragrafo Unico. Na hipGtese do caput deste artigo, deve ser informado o fato a
Superintendéncia Federal de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento SFA,

da Unidade da Federacdo onde o produto se encontra estocado, para que sejam adotados
os procedimentos de classificagao de fiscalizacéo.

Art. 7° Caberd a SFA da Unidade da Federacdo adotar as providéncias cabiveis quanto
ao destino do produto desclassificado, podendo para isso articularse, no que couber,
com outros 6érgdos oficiais .

Art. 8° No caso de o produto desclassificado poder ser utilizado para outros fins que ndo
seja 0 uso proposto, a SFA da Unidade da Federacdo devera estabelecer os
procedimentos necessarios ao acompanhamento do produto até a sua completa
descaracterizacdo ou destruicdo, se for caso, cabendo ao proprietario do produto ou ao
seu representante, além de arcar com 0s custos pertinentes a operacdo, ser 0 Sseu

depositario.



71

Art. 9° O MAPA podera efetuar analises de substancias nocivas a saude, matérias
macroscopicas, microscopicas e microbioldgicas relacionadas ao risco a satde humana,
e analise para deteccdo de OGM, de acordo com a legislacdo especifica,
independentemente do resultado da classificacdo do produto.

§ 1° O produto serd desclassificado quando se constatar a presencga das substancias de
que trata o caput deste artigo em limites superiores a0 maximo estabelecido na
legislacdo especifica, ou, ainda, quando se constatar a presenca de substancias ndo
autorizadas para o produto.

§ 2° O 6nus das analises a que se refere o caput deste artigo sera do responsavel pelo
produto ou do seu representante.

CAPITULO Il - DOS REQUISITOS E DOS PROCEDIMENTOS GERAIS

Art. 10. O milho devera se apresentar fisiologicamente desenvolvido, sdo, limpo e seco,
observadas as tolerancias estabelecidas na Tabela 1 desta Instru¢cdo Normativa.

Art. 11. O percentual de umidade tecnicamente recomendado para fins de
comercializacdo do milho sera de até 14,0% (catorze por cento).

§ 1° O milho que apresentar umidade superior a recomendada neste Regulamento
Técnico poderd ser comercializado, devendo a informacdo relativa ao percentual de
umidade constar no Documento de Classifica¢do do produto.

§ 2° Caberd as partes interessadas ou envolvidas no processo de comercializagdo do
produto as responsabilidades quanto ao manuseio, uso apropriado e demais cuidados
necessarios a conservacdo do produto com umidade acima do previsto no caput deste

artigo.



