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QUALIDADE FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DE GRAOS DE MILHO NO

ARMAZENAMENTO INFESTADOS COM Sitophilus zeamais

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da infestacdo dos insetos
Sitophilus zeamais sobre a qualidade fisico-quimica e microbiolégica em grdos de milho
durante o armazenamento. Para a conducdo do experimento, foram coletadas amostras de
graos de milho (Zeamays) hibrido da cultivar Dow 2B512Hx, cultivados na regido Oeste do
Parand, colhidas em junho/julho de 2013. Para 0 armazenamento, 0S graos se encontravam
com teores de agua abaixo de 15% b.s sendo armazenados cerca de 300 g em recipientes
de vidros fechados com tecido tipo Voil, a fim de facilitar as trocas gasosas, totalizando 40
recipientes armazenados em camera incubadora B.O.D a temperatura de 27+1 °C durante
180 dias. Do total de recipientes, 20 foram infestados com 20 insetos adultos de Sitophilus
zeamais e os outros 20 foram mantidos sem infestacdo. A cada 45 dias, foram retiradas as
amostras e realizadas andlises fisico-quimicas (perda de massa dos graos, variacao
populacional dos insetos, classificagdo do milho, massa de 1000 grdos, teor de agua,
cinzas, 0leo, proteina e carboidratos e fibra alimentar total), microbiolégicas (contagem de
fungos filamentosos e identificacdo dos fungos produtores de aflatoxinas) e de quantificacdo
de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2). A andlise exploratéria das variaveis respostas foi
analisada pelo emprego da andlise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacdo de
médias foi realizado pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05. O peso final dos
graos em matéria seca com insetos reduziu ao longo do tempo, aumentando as perdas na
massa dos graos, apresentando diferencas estatisticas significativas. A populagdo de
insetos e a classificacdo do milho também apresentaram diferencas estatisticas
significativas. Observou-se que, conforme aumentava o0 tempo de armazenamento,
aumentava a populacdo de insetos e reduzia a percentagem de gréos inteiros para ambas
as condicdes de armazenamento. O teor de agua, proteina e a incidéncia de fungos
filamentosos aumentaram nos gréos inicialmente infestados ao longo do armazenamento e
0 peso de 1000 gréos e o teor de carboidratos e fibra alimentar total dos grdos diminuiu
nestes graos em relacdo aos graos que nao infestados. A incidéncia de aflatoxinas néo foi
detectada nos grdos de milho durante o periodo de armazenamento analisado. Pode-se
concluir, com base nesses resultados, que quanto maior o periodo de contato dos insetos
com 0s graos maiores sao 0s danos causados e 0s prejuizos para os produtores, porém o
S. zeamais ndo se comportou como um vetor mecéanico do fungo Aspergillus ssp., ndo
havendo correlacéo entre a incidéncia de fungos filamentosos e o nivel de aflatoxinas (B1,
B2, G1 e G2).

Palavras-chave: aflatoxinas, inseto-praga, micotoxinas, Zeamays.
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PHYSICO-CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL QUALITY OF CORN KERNELS

IN STORAGE INFESTED WITH Sitophilus zeamais

ABSTRACT: This work aimed to study the effects of infestation of insects Sitophilus zeamais
on the physicochemical and microbiological quality in corn kernels during storage. For the
experiment, samples of hybrid maize (Zeamays) were collected from cultivar Dow 2B512Hx,
grown in western Parana, harvested in June / July 2013. For storage, the grains had water
contents below 15% bs, and about 300g of them were stored in glass containers closed with
tissue type Voil to facilitate gas exchange, with a total of 40 containers stored in a BOD
incubator at a temperature of 27+1 °C for 180 days. From all the recipients, 20 were infested
with 20 adult insects of Sitophilus zeamais and the other 20 were kept uninfested. Every 45
days, samples were taken and physical and chemical analyzes were carried out (grain
weight loss, population variation of insects, classification of corn, mass of 1000 seeds, water
content, ash, oil, protein and carbohydrates and dietary fiber total), as well microbiological
analyzes (counting of filamentous fungi and identification of aflatoxin-producing fungi) and
quantitation of aflatoxin (B1, B2, G1 and G2). Exploratory analysis of the response variables
was done by use of the analysis of variance (ANOVA) and mean comparison test was
performed by Tukey's test with a significance level of 0.05. The final grain weight in dry
material with insects reduced in the course of time, what increased the losses in grain mass
and showed statistically significant differences. The population of insects and the
classification of maize also showed statistically significant differences. It was observed that
when storage time increased, the population of insects also increased and the percentage of
whole grains reduced for both storage conditions. The content of water, protein and
filamentous fungi incidence increased in grains initially infested during storage, and the 1000
grains weight, the content of carbohydrates and total dietary fiber content in these grains
decreased compared to uninfected grains. The incidence of aflatoxin was not detected in
maize kernels during the studied storage period. Finally, from these results, it is possible to
conclude that the longer the period of contact of insects with the largest grains, larger the
damages and losses to producers are. However, S. zeamais did not behave as a mechanical
vector of the fungus Aspergillus ssp., with no correlation between the incidence of
filamentous fungi and the level of aflatoxins (B1, B2, G1 and G2).

Keywords: aflatoxins, pest insect, mycotoxins, Zeamays.
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1 INTRODUCAO

O milho ocupa posicao de destaque no Brasil, € o segundo grdo mais produzido
sendo superado apenas pela soja. E importante fonte de renda para os produtores e
proporciona 0s nutrientes principais para uma dieta humana e animal, por isso, o
desenvolvimento de pesquisas nesta area é importante, a fim de preservar a qualidade dos
gréos apos a colheita, reduzindo perdas, com consequente aumento de ganhos.

A producao desse grdo acontece em épocas determinadas do ano, porém 0 seu
consumo € gradual e distribuido ao longo do ano, o que leva a necessidade de seu
armazenamento sob condi¢cbes adequadas. Para que ndo ocorram perdas qualitativas e
quantitativas durante o armazenamento, € importante 0 monitoramento e controle de alguns
fatores, como as condigBes estruturais dos armazéns, a temperatura e o0 arejamento na
massa de gréos, o teor de agua, o desenvolvimento de fungos e a presenca de insetos,
acaros, roedores e passaros.

E importante mencionar que apo6s o seu periodo de colheita, durante o tempo em que
o milho estiver armazenado, devem-se ter cuidados com as pragas de armazenamento, seja
ele destinado a utilizagdo como semente ou ao consumo. O gorgulho do milho Sitophilus
zeamais € uma das principais pragas dos grdos armazenados, atacando graos inteiros e
sadios, sendo o0 seu controle de grande importancia econbémica devido a sua alta
agressividade, que provoca perdas significativas na qualidade final dos graos de milho.

Os prejuizos provocados pelos insetos sao verificados na reducdo do peso, no
desenvolvimento de micotoxinas nas quais 0s insetos podem atuar como vetores mecanicos
de fungos, na qualidade alimenticia e no poder germinativo do grédo, além da depreciacao de
seu valor comercial, devido a presenca de insetos mortos, ovos e excrementos.

A qualidade dos gréos de milho é alterada direta ou indiretamente quando estes séo
contaminados por fungos, os quais sdo indesejaveis nos alimentos, porque sdo capazes de
produzir uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre os alimentos, provocam sua
deterioracdo. Além disso, muitos fungos podem produzir metabdlitos toxicos que recebem a
denominacao de micotoxinas e que, quando ingeridos com os alimentos, causam alteracfes
biol6gicas prejudiciais tanto aos seres humanos quanto aos animais. Os principais géneros
produtores de micotoxinas sao Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

As micotoxinas frequentemente encontradas no milho séo as aflatoxinas (B1, B2, G1
e G2) e, devido ao potencial de risco a saude humana, tém seus niveis monitorados em
muitos paises, sendo que a aproximacao ideal de controle é a prevencao do crescimento do

fungo nos graos.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos da infestacdo dos insetos Sitophilus zeamais sobre a qualidade

fisico-quimica e microbiolégica em gréos de milho hibridos, durante o armazenamento.

2.2 Especificos

- Verificar a populagdo de insetos, durante o armazenamento e as perdas
provocadas por estes nos graos.

- Realizar uma andlise de classificagdo nos graos devido a infestagdo e observar se
o tempo de armazenamento danifica os graos.

- Realizar analises fisico-quimicas para verificar a qualidade nutricional dos graos de
milho, relacionanda-o a infestagéo dos insetos.

- Realizar andlise microbiolégica nos graos, quantificando as colbnias e os fungos
totais presentes.

- Quantificar as aflatoxinas encontradas nos graos de milho.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas e cultivo do milho

O milho (Zeamays), em fung¢do de seu potencial produtivo, composi¢cao quimica e
valor nutritivo, € um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no mundo.
Devido a multiplicidade de aplicagbes € uma matéria-prima impulsionadora de diversos
complexos agroindustriais, assumindo relevante papel socioecondmico (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2000).

O milho é uma espécie dipléide (2n=20), monodica e albgama, pertencente a familia
Poaceae. Evidéncias indicam que 0s povos indigenas americanos iniciaram o cultivo e,
consequentemente, a domesticagéo e a sele¢cdo do milho ha 8.000 ou 10.000 anos, tendo
sido a principal cultura de importantes civilizagbes como, por exemplo, 0s astecas, 0s maias
e os incas (MACHADO; PATERNIANI, 1998, PATERNIANI; CAMPOS, 1999). Atualmente &
cultivado em todas as regifes do mundo.

No Brasil, o milho é o segundo grdo mais produzido e sua producdo anual é
superada apenas pela producgéo de soja. A producao nacional de milho (primeira e segunda
safras) estimada para o ano de 2014 devera situar-se em 75.183,1 mil toneladas, com
variagdo de 7,8% (CONAB, 2014).

A producgéo de milho no Brasil tem-se caracterizado pela divisdo do plantio em duas
épocas. O plantio de verdo ou primeira safra é realizado na época tradicional, durante o
periodo chuvoso, que varia entre o fim de agosto, na regido sul, e outubro/novembro, no
Sudoeste e Centro-Oeste (no Nordeste, esse periodo ocorre no inicio do ano). Mais
recentemente, tem aumentado a producgéo obtida na safrinha ou segunda safra. A safrinha
refere-se ao milho de sequeiro, plantado extemporaneamente em fevereiro ou marco, quase
sempre depois da colheita da cultura da soja precoce, predominantemente, na regido
Centro-Oeste e nos estados do Parana, Sao Paulo e Minas Gerais (CRUZ et al., 2011).

A principio, o cultivo do grédo é para atender ao consumo na mesa dos brasileiros,
mas essa € a parte menor da producdo. O principal destino da safra sdo as industrias de
ragOes para animais (BRASIL, 2012b). O uso do milho na alimentagdo animal € a principal
forma de consumo desse cereal, isto é, cerca de 70% do milho produzido no mundo e entre
70 e 80% do milho produzido no Brasil (EMBRAPA, 2013).

Paes (2006) cita que o milho tem extrema importancia para a alimentacdo humana e
de animais, devido a sua riqueza de nutrientes, ressaltando que, além do teor expressivo de

carboidratos disponivel, o 6leo obtido do gérmen € rico em &cido graxo 6mega 3, com
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propriedades funcionais de prevencdo de doencas cardiovasculares e controle de
dislipidemias.

As principais substancias armazenadas pelos graos sao os carboidratos, os lipideos
e as proteinas, e, em pequenas quantidades, ainda podem ser encontrados minerais,
vitaminas e outras substancias. Em geral, os graos das gramineas, como o milho, possuem
alto teor de carboidratos, e os das leguminosas possuem alto teor de proteinas. O milho
tem, em média, 64% de carboidratos, 5% de lipideos e 10% de proteinas (SILVA, 2008a).

As cultivares de milho disponiveis para o plantio podem ser consideradas do tipo
convencional ou transgénicas. Segundo Borém (1999), as cultivares convencionais sao
classificadas quanto a metodologia de obtencdo em dois tipos principais: hibridos e
variedades de polinizacdo aberta. As sementes de milho hibrido possuem alto potencial
genético de producdo, porque essa técnica permite explorar a heterose (superioridade do
cruzamento em relagdo a qualquer um dos pais), também chamada de vigor hibrido (CRUZ
et al., 2011). Os hibridos apresentam como vantagens o maior potencial produtivo e a maior
uniformidade morfolégica e fenolbgica, as quais facilitam o manejo da cultura (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2000).

As variedades de polinizagcdo aberta apresentam menor custo inicial e as sementes
podem ser utilizadas para outras safras. Conforme afirmaram Cruz et al. (2011), em
sistemas de producdo agroecoldgicos ou organicos, as variedades também sdo importantes
e sao preferidas pois, ndo restringem o uso de hibridos e permitem ao produtor produzir sua
propria semente a um prego menor.

De acordo com Godoi (2005), o alto conteudo de carboidratos, principalmente o
amido, além de outros componentes, como as proteinas e os acidos graxos, torna o milho
importante produto comercial. Ele esta presente na dieta alimentar humana na forma de:
fubd, sucrilhos, milho verde, milho em conserva, pipoca, farinha, amido, flocos de milho,

quirera, canjica e outros derivados (MARQUES et al., 2009).

3.2  Armazenamento e preservacdo da qualidade dos gréos

A definicdo de armazenamento surge com a observacao pelo homem da alternéncia
entre periodos de fartura e de escassez e esta diretamente relacionada a necessidade de
abastecimento dos povos. O armazenamento foi estabelecido no momento em que o
homem primitivo descobriu que podia guardar para uso futuro os produtos disponiveis e
excedentes as suas necessidades presentes ou, ainda, para troca-las com outros homens

por produtos os quais ndo dispunham (RODRIGUES, 2006).
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De acordo com Lorine, Miike e Scussel (2002), armazenar € guardar e conservar o
produto, diminuindo ao maximo as perdas, utilizando, da melhor maneira possivel, as
técnicas existentes. A armazenagem € uma das operacdes pelas quais 0s gréos passam na
sua cadeia produtiva, a qual tem inicio na escolha da area e da cultivar a ser plantada até
chegar ao consumidor final. O armazenamento de gréos é realizado nas unidades
armazenadoras que podem ser de dois tipos: a granel (sem embalagens) ou em modelo
convencional (sacas).

Devido as entressafras e periodos de seca, 0s graos precisam ficar armazenados de
um ano a outro, preservando as suas caracteristicas e a qualidade dos grdos ao longo do
tempo, para suprir demandas futuras. Porém, se as condigbes de armazenamento nao
forem adequadas, ficam suscetiveis a deterioragdo e expostos a possiveis contaminacdes
fungicas, sendo este um dos fatores mais preocupantes na atualidade (TRAVAGLIA, 2011).

A qualidade dos graos de milho é alterada direta ou indiretamente quando estes séo
infectados por fungos, pela producdo de micotoxinas, que ocasionam danos a saude
humana e animal, em razdo da atividade toxica que podem exercer sobre o organismo
(FARIAS et al., 2000, KUMAR; BASU; RAJENDRAN, 2008).

De acordo com Godoi (2005), o milho quando armazenado em condigdes
inadequadas, sofre perdas nos valores quantitativos e qualitativos decorrentes, sobretudo,
da infestacdo de pragas e da contaminacdo por fungos, desde o campo até a época de
consumo. Neste contexto, seria conveniente que a colheita ocorresse logo apés a
maturidade fisioldgica, quando os grdos de milho apresentam maxima qualidade, maximo
acumulo de massa seca e baixa incidéncia de fungos toxigénicos (EGLI; TEKRONY, 1997,
SAINI; WESTGATE, 1999).

Marqgues et al. (2009) afirmam que a antecipacéo da colheita do milho pode contribuir
com o melhor aproveitamento do potencial produtivo dos hibridos, desde que a secagem
seja realizada o mais breve possivel, visando a manutencdo da qualidade sanitaria dos
gréos de milho. Porém, nesta fase, os gréos ainda apresentam elevado teor de umidade, o
que torna inviavel a colheita mecanizada, em funcdo da dificuldade de debulha, decorrente
do excesso de partes verdes e Umidas das plantas, fato que causa severas injurias
mecanicas por amassamento dos grédos (ALVES et al., 2001).

Por outro lado, o milho colhido com umidades inferiores a 18% tende a perder massa
seca no campo, por respiracdo (BROOKER; BAKKERR-ARKEMA; HALL, 1992). Além disto,
os grdos podem sofrer maiores injurias dos mecanismos de debulha, gerando trincas no
endosperma e escarificagbes no pericarpo do grdo ou mesmo a ruptura do endosperma,
expondo seu conteldo a acdo de fungos e insetos, com reflexos negativos na
potencialidade de armazenamento como, por exemplo, a redu¢do da massa especifica e a
formagé&o de micotoxinas (FARIAS et al., 2000, RADUNZ et al., 2006).
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A preservacdo da qualidade dos grdos da colheita a industrializacdo é fundamental
para a manutencdo do processo produtivo, pois a qualidade dos grdos é um parametro
relevante para comercializacdo e processamento, podendo afetar significativamente o valor
do produto final (PONCIANO; SOUZA; REZENDE, 2003, ALENCAR et al., 2009).

Para fins comerciais, a qualidade dos grédos pode ser classificada de acordo com trés
ou mais das seguintes caracteristicas: umidade, peso hectolitrico, porcentagem de graos
guebrados ou danificados, porcentagem de materiais estranhos e impurezas, dano por calor
ou outros, susceptibilidade a quebra, caracteristicas de moagem, teor de proteina, teor de
Oleo, germinacao, presenca de insetos, contagem de fungos e tipo do grao e outros (SILVA
et al., 2000).

De acordo com Brasil (1996), sdo considerados defeitos em milho os graos ardidos,
brotados, imaturos, fermentados, mofados, chochos, quebrados e fragmentados. Também
séo considerados defeitos, passiveis de condenacdo temporaria, 0s grados com insetos vivos
e/ou sementes toxicas, até que sejam realizados expurgo ou beneficiamento, conforme o
caso.

O indice de defeitos na classificagdo de graos de milho é considerado como fator de
depreciacdo da qualidade de um lote, sejam eles de origem mecénica, fisica ou biologica.
Além de reduzir a qualidade dos gréos, a presenca de grdos quebrados, por exemplo,
influencia em muitas agbes de compra e venda entre empresas de alimentos e produtos
(LAZZARI, 1997).

Segundo Cruz et al. (2011), os principais fatores que podem comprometer a
qualidade dos graos durante o armazenamento e demandar monitoramento e controle sao:
as condicdes estruturais do armazém ou silo; o arejamento, a temperatura e o volume da
massa de graos; a umidade; o desenvolvimento de fungos e a presenca de insetos, acaros,
roedores e passaros; e o periodo de estocagem dos gréos.

Lorini (1999) destaca que a inadequada estrutura armazenadora, em geral, grandes
armazéns graneleiros com sistema deficiente ou inexistente de controle de temperatura e
auséncia ou deficiéncia no sistema de aeracao, € um dos grandes fatores que compromete
a qualidade dos grdos. O armazenamento sem 0 monitoramento de temperatura, de
umidade e da presenca de insetos, também faz com que ocorra um aumento das perdas
guantitativas e qualitativas.

A aeracdo é importante, pois 0s espacgos intergranulares existentes por entre o
montante de gréos facilitam este processo e, consequentemente, a sua conservagao. Se o
teor de impurezas estiver presente em quantidades suficientes para a obstrucdo desses
espacos, a passagem de ar diminui, bem como a qualidade do produto. Oliveira, Lorini e
Mallmann (2010) acreditam que ambientes mal ventilados contribuem para o rapido

desenvolvimento fungico, contribuindo para condi¢Bes favoraveis ao seu desenvolvimento.
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O alto contelido de gréos quebrados no armazém favorece a deterioracdo da por¢ao
sadia, devido a exposicado do tegumento a ser decomposto pela atuacdo de microrganismos.
Este processo desencadeia a elevacdo da temperatura no local em que esta inserido, bem
como 0 aumento respiratorio dos demais graos, comprometendo o produto armazenado
(POSSAMAI, 2013). Porém, esta deterioragdo dos grdos pode comecar ainda no campo,
onde, por conveniéncia econdmica, o produto é mantido na planta até a secagem, pratica
largamente utilizada pelos agricultores, uma vez que requer 0 minimo de investimento.
Todavia, esta pratica pode resultar no inicio de elevadas infestacdes de fungos e de pragas
de grados armazenados (MILLER, 1995, RESNIK et al., 1996, NESCI; RODRIGUEZ;
ETCHEVERRY, 2003, REID et al., 2009).

Segundo Silva (2008b), o teor de agua € considerado o fator mais importante que
atua no processo de deterioracdo dos graos armazenados. Se for mantido em niveis baixos,
a contaminacao por microrganismos sera menor e, consequentemente, a respiragdo dos
graos. Para o armazenamento seguro do milho durante 12 meses, o teor ideal de agua varia
entre 12 e 13% (b.u.), podendo-se ter tolerancia maxima de 14% (b.u.), quando aplicada
corretamente a técnica de aeracao.

Devido a grande utilizacdo deste cereal tanto na alimentacdo humana quanto animal
e sendo a armazenagem uma das etapas da pdés-colheita que tem importancia fundamental
na cadeia produtiva, uma vez que afeta a qualidade do produto final, faz-se necessério
avaliar quais condicbes de armazenamento possibilitam a manutengdo da seguranca do

alimento por um maior periodo (COSTA et al., 2010).

3.3 Qualidade tecnoldgica, nutricional e microbiol6gica afetada por inseto-praga

Os insetos-praga sobrevivem e se multiplicam em gréos e outros produtos
armazenados, causando perdas econd6micas e requerendo a utilizacdo de métodos de
controle adequados para minimiza-las. O caruncho-do-milho (Sitophilus zeamais), a
traca-dos-cereais (Sitotroga cereallela) e o besourinho-broqueador-dos-graos (Rhyzopertha
dominica) sdo exemplos de insetos-praga de grdos de milho armazenados (CRUZ et al.,
2011).

De acordo com Neethirajan et al. (2007), o ataque de insetos-praga a graos pode
ocasionar tanto perdas qualitativas quanto quantitativas. Os insetos adultos e imaturos se
alimentam dos gréos e provocam grandes perdas de massa, do poder germinativo e vigor
da semente, além de reduzir o valor nutritivo e comercial dos graos (SANTOS, 2008).

A infestacdo por insetos afeta a qualidade dos alimentos que, segundo Wehling,

Wetzel e Pedersen (1984), além de reduzir a qualidade das proteinas dos cereais aumenta
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a quantidade de acido Urico, cria mas condic¢des higiénicas (SWAMINATHAN, 1977) e reduz
a digestibilidade das proteinas (JOOD; KAPOOR, 1992). Para processamento ou consumo,
o valor do grao esta diretamente relacionado ao nivel de contaminacao por insetos.

As perdas quantitativas se referem as diminui¢cdes de peso e volume, ndo mostrando
adequadamente a degradacdo nutricional do produto (SILVA; AFONSO; GUIMARAES,
1995). As perdas de produtos armazenados podem atingir até 30% em alguns casos, das
quais 10% s&o causadas diretamente pelo ataque de pragas durante o armazenamento
(SCHOLLER et al., 1997). A racéo feita com grdos de milho que sofreram ataque de insetos
tende a diminuir o ganho de peso médio diario, o consumo médio diario, a converséo
alimentar dos animais e a razao protéica liquida (BRAGA et al., 2003).

Os insetos, ao perfurarem os graos e exporem o tegumento, facilitam a entrada de
microrganismos como fungos que, iniciam o processo de deterioracédo do gréo, produzindo
as micotoxinas (sendo comum a aflatoxina) de estrema toxidez aos homens e animais. As
massas de graneleiras comprometidas por estes componentes toxicos sao inviabilizadas
para o processamento industrial (PUZZI, 1973). Segundo Aquino e Potenza (2013), o
armazenamento de ragbes contendo pragas primarias e secundérias, associadas aos
fungos toxigénicos, representam um risco potencial para a producdo de micotoxinas nos
substratos e afetam a sanidade dos animais domésticos.

Os principais métodos de controle de insetos-praga de gréos armazenados sao 0s
métodos fisicos, que sdo divididos em temperatura, umidade relativa do ar, atmosfera
controlada, poés-inertes, remocgéao fisica, radiacdo, luz e som. Destacam-se também os
métodos quimicos de controle, que ainda sdo os mais empregados, enfatizando o

tratamento preventivo e curativo de gréos (LORINI, 1999).

34 Pragas dos graos de milho: Sitophilus zeamais

O Sitophilus zeamais (Motschulsky) (Coleoptera: Curculionidae), popularmente
conhecido como gorgulho-do-milho, é considerado uma das pragas mais importantes no
setor de armazenamento de regides tropicais (FARONI, 1992, SILVEIRA et al., 2006). Suas
principais caracteristicas sdo: elevado potencial biético, capacidade de atacar gréos tanto no
campo quanto nas unidades armazenadoras e de sobreviver a grandes profundidades, na
massa de grdos (FARONI, 1992).

O gorgulho do milho Sitophilus zeamais pertencente a ordem Coleoptera e a familia
Curculionidae é uma das principais pragas dos graos armazenados. Os adultos de
S. zeamais se caracterizam por apresentarem a cabeca projetada a frente dos olhos,

formando um rosto bem definido, em cuja extremidade se encontra o aparelho bucal
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mastigador. As antenas articulam-se no centro do rosto. O abdémen é coberto por élitros
gue apresentam quatro manchas amarelo-avermelhadas. Eles medem de 2,5 a 4,0 mm de
comprimento e a cor varia de café a negro (OKELANA; OSUJI, 1985).

A fémea deposita os ovos individualmente no grao, em orificios que cavam com as
mandibulas. A cavidade é fechada por uma substancia gelatinosa secretada pelas glandulas
associadas ao ovipositor. Ao se desenvolver, a larva escava um tunel no interior do gréo e
passa por quatro instares. A fase de pupa ocorre também no interior do grdo e o adulto,
assim que emerge, cava sua saida para o exterior deixando orificios (EVANS, 1981).

Além disso, o gorgulho é uma praga primaria interna (ataca gréos inteiros,
perfurando-os e se desenvolvendo dentro deles) e pode apresentar infestagdo cruzada
(infesta grdos no campo e também os que estdo armazenados), tanto na fase adulta como
em larva ataca e danifica os graos e ainda possui diversos hospedeiros (LORINI, 1998,
GALLO et al., 2002).

O inseto é um bom voador podendo infestar os gréos antes da colheita e infestar
armazeéns vizinhos. Vive de 4 a 5 meses em condi¢cdes Otimas, sendo o ciclo vital de 4
semanas, porém, este ciclo depende da temperatura, umidade relativa do ar e
caracteristicas fisico-quimicas do grédo, como umidade, dureza e disposi¢do de nutrientes.
Em temperaturas mais elevadas (30 °C), com umidade do ar de 70% e graos dentados e
macios, com 13,5% de umidade, o ciclo biol6gico pode ser até 10 dias mais curto em
relacdo ao ciclo normal deste inseto, mas em condicbes ndo tdo favoraveis ao seu
desenvolvimento (SANTOS, 1993, REES, 1996, VENDRAMIM, 2002).

A temperatura 6tima de desenvolvimento do S. zeamais é em torno de 27 °C, embora
possa se desenvolver entre 15 e 34 °C. Infesta, principalmente, o milho, o trigo, o arroz e o
sorgo, tendo preferéncia para ovipositar em milho e trigo, podendo, também, se desenvolver
em produtos cereais processados como macarrdo ou mandioca desidratada (DOBIE et al.,
1984, SANTOS, 2008).

Alimenta-se principalmente do endosperma, onde se encontram grande quantidade
dos carboidratos e proteinas de interesse para panificacdo (gliadina e glutenina) (PINTO et
al., 2002). Além desses produtos, Botton, Lorini e Afonso (2005) verificaram a ocorréncia de
S. zeamais na cultura da videira no Rio Grande do Sul, atacando as bagas em fase de
maturacdo. Os autores observaram, também, que todos os parreirais onde foram
constatados os danos do inseto, eram proximos a silos ou paidis de milho, que né&o
possuiam o controle desse inseto.

Quanto maior o periodo de armazenamento dos grdos de milho hibrido na presenca
de S. zeamais, maiores serdo as perdas de peso e teor de gordura nos gréos. A exposicao
dos gréos a longos periodos em contato com 0s insetos provoca uma grande desvalorizacao
comercial do produto, devido & grande producéo de residuos que € proveniente do aumento

da populacdo de insetos (ANTUNES et al.,, 2011). O milho atacado por estes insetos €&
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comumente classificado como milho carunchado. Segundo a Associacdo Brasileira das
Industrias Moageiras de Milho - ABIMILHO, gréos carunchados s@o os que estao furados,
broqueados e com tuneis, denotando dano caracteristico causado por inseto de graos
armazenados (ABIMILHO, 2002).

A escolha da variedade de graos de milho é de grande importancia tanto para a fase
do plantio e colheita como para a fase de pos-colheita. Hibridos de milho mais resistentes
apresentam menor emergéncia de insetos adultos S. zeamais, assim como a perda de
massa seca dos gréos € reduzida e o ciclo biologico leva maior periodo para se completar
(MASARO JUNIOR et al., 2008).

Em paises como os Estados Unidos, onde o gorgulho é considerado um dos
insetos-praga mais importantes do milho, h& relatos da utilizagdo de cultivares resistentes
deste a década de 1990. A utilizacdo destas cultivares chegou a reduzir a infestagdo, em
alguns casos em mais de 40% (VENDRAMIM, 2002).

35 Fungos

Em virtude de suas caracteristicas nutricionais e das condi¢bes de cultivo e
armazenamento, o milho € um substrato muito suscetivel & contaminacao fungica, uma vez
que o amido é o componente principal do grdo (LAZZARI, 1997, BANKOLE; ADEBANJO,
2003, AMARAL et al., 2006).

Segundo Silva (2008b), grdos sado suscetiveis ao ataque de fungos durante o
crescimento, a maturacdo e apos a colheita. Os fungos sdo considerados os principais
causadores de danos e deterioracdo nos produtos agricolas, visto que no combate aos
insetos-praga e roedores sdo empregadas técnicas modernas de controle.

O desenvolvimento de fungos em gréos ou racdes pode resultar na producédo de
micotoxinas, gerando tanto riscos para a economia quanto para a saude humana e animal
(FERRARI FILHO, 2011). Conforme Silva (2008b), os principais danos causados pelos
fungos nos produtos agricolas, durante 0 armazenamento, séo a diminuicdo na germinacao,
a descoloracdo, a producdo de toxinas, o aquecimento, transformacfes bioquimicas,
modificagcdes celulares, emboloramento e apodrecimento.

A maioria dos fungos encontrados, naturalmente, em gréos pertence a trés géneros:
Aspergillus, Penicillum e Fusarium e sdo classificados como fungos de campo e de
armazenamento. O género Fusarium é classificado como fungo de campo, pois, geralmente,
ataca as plantas no periodo de crescimento e maturacdo, produzindo micotoxinas antes e
imediatamente apds a colheita, mas algumas espécies podem infectar grdos durante o

armazenamento. J& os géneros Aspergillus e Penicillium séo classificados como fungos de
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armazenamento, pois sdo comumente encontrados se desenvolvendo e produzindo suas
toxinas em grédos durante o armazenamento com umidade abaixo de 17%. Porém, certas
espécies desses géneros sdo capazes de infectar grdos no campo (PITT, 2000, RICHARD
et al., 2003, SILVA, 2008b). Segundo Ferrari Filho (2011), os fungos do género Fusarium e
Penicillium predominam tanto no campo como no armazém em relacao ao fungo Aspergillus.

O género Aspergillus tem um grande numero de espécies presentes em diversos
nichos ecologicos. Embora sejam distribuidos mundialmente, esses fungos s@o mais
comuns em clima subtropical e temperado quente. Entre esses fungos se encontra o
Aspergillus flavus, que é um fungo produtor de aflatoxinas e € mesofilico, com temperatura
Otima para crescimento entre 35 e 38 °C, minimo entre 8 e 15 °C e maximo entre 40 e 45 °C
(DHINGRA; COELHO NETTO, 1998, RICHARD et al., 2003).

O desenvolvimento de fungos € dependente de fatores intrinsecos (inerentes ao
substrato) e de fatores extrinsecos (inerentes as condigbes que envolvem o substrato),
como a atividade de agua do substrato, temperatura e umidade relativa do ambiente, pH do
substrato, disponibilidade de oxigénio, potencial de oxidagdo-redugcdo, interacéo
microbiologica (competicdo microbiolégica), composi¢cdo do substrato (disponibilidade de
nutrientes), linhagem do fungo contaminante, danos mecéanicos, presenca de materiais
estranhos e impurezas, que sdo veiculos de contaminagéo, e presenca de inseto-praga e
acaros na massa de grdos, que também sdo veiculos de contaminagdo. Insetos-praga
causam o rompimento dos graos favorecendo a absor¢édo de agua e facilitando a invaséo e
a penetracdo de fungos nestes substratos, permitindo o desenvolvimento rapido de fungos
(SCUSSEL, 1998, JAY, 2005).

Machado (1988) reporta que na fase de armazenamento o risco de contaminagéo de
graos com fungos patogénicos é dependente do controle de fatores ambientais e ressalta
gue colheitas sob condi¢cdes Umidas ou executadas com equipamentos desregulados podem
propiciar, desde o campo, a associacdo de fungos, como o Aspergillus spp. e o Penicillium
spp. Esses fungos podem depreciar a qualidade dos grdos quanto ao poder germinativo,
pela colonizagdo do embrido; causar descoloragdo e apodrecimento, com reflexos tanto na
viabilidade como no valor comercial e nutritivo dos gréos; aumentar a taxa de acidos graxos,
provocando rancificacdo de Oleos; gerar aquecimento da massa de graos, devido ao
aumento da taxa respiratoria e, com isto, uma deterioragdo mais rapida, além de produzir
micotoxinas, substancias que podem ser letais ao homem e aos animais.

Durante o armazenamento de gréos, o crescimento de fungos depende quase que
exclusivamente da umidade relativa de equilibrio do ar intersticial. A temperatura determina
a velocidade de crescimento desses microrganismos nos substratos, como gréos, nozes e
racoes, desenvolvendo-se melhor em temperaturas entre 10 e 35 °C (DHINGRA; COELHO
NETTO, 1998, SILVA, 2008b).
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De acordo com Silva (2008b), o melhor método para se evitar a proliferacdo de
fungos em grdos é a secagem do produto, em niveis de teor de agua nos quais a
disponibilidade de &gua néo seja suficiente para ser utilizada no desenvolvimento desses
microrganismos, sendo a combinag&o baixo teor de umidade e baixas temperaturas o meio
mais eficiente para o controle dos fungos durante o armazenamento. Pois, para se evitar ou,
ao menos, controlar a proliferacdo de fungos na massa de graos €é necessario o
conhecimento dos fatores que afetam o desenvolvimento desses microrganismos
(TRAVAGLIA, 2011).

Algumas espécies de fungos, denominados toxigénicos, podem produzir micotoxinas,
substancias quimicas provenientes do metabolismo secundario de diversos fungos, capazes
de provocar doencgas graves, como tumores cancerigenos. No entanto, somente a presenca
do fungo toxigénico ndo implica a producdo de micotoxina, visto que dependera da
capacidade de biossintese do fungo e das condi¢es climaticas existentes, como umidade,
temperatura, pH, composicdo quimica do alimento e potencial redox (NASCIMENTO et al.,

2012, PEREIRA et al., 2002).

3.6 Micotoxinas

Desde a descoberta da aflatoxina, o estudo das micotoxinas (do grego mikes =
fungo, do latim toxicum = veneno) vem ganhando importancia mundial, principalmente por
causarem prejuizos econdmicos diretos e indiretos em indUstrias de alimentos, tanto animal
quanto humano (FONSECA, 1999).

As micotoxicoses ganharam destaque mundial somente em 1960 com a doenga “X”
dos perus (AMARAL et al.,, 2006). Esta doenca se caracterizou como um dos maiores
desastres econbmicos 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. Apos intensos estudos, verificou-se que as
aves morriam por necrose hepética, ocasionada pela ingestdo de quantidades significativas
de aflatoxina B1, presente na ragéo oferecida aos animais (CALDAS et al., 2008).

Travaglia (2011) define estas toxinas como moléculas estaveis de dificil degradacéo
e termorresistentes, assim, ndo sdo degradadas durante o processamento de alimentos e
também da racdo, portanto, permanecem nesses produtos e podem contaminar pessoas e
animais. As temperaturas elevadas nas quais essas substancias poderiam ser degradadas
sdo invidveis para o processamento de alimentos e de racdo, pois degradariam esses

produtos.
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Conforme Taniwaki e Silva (2001), a producdo de micotoxinas depende do
crescimento fungico, portanto, pode ocorrer em qualquer época do cultivo, colheita, ou
estocagem dos graos. Contudo, crescimento de fungos e producdo de toxinas ndo sao
sinbnimos, porque nem todos os fungos produzem toxinas. Por outro lado, as micotoxinas
podem permanecer no alimento, mesmo depois que os fungos responsaveis tenham
morrido.

Jay (2005) define micotoxinas como metabdlitos secundarios, produzidos por fungos
filamentosos. Os metabdlitos primarios sdo essenciais ao desenvolvimento e crescimento;
0s secundarios sédo formados durante o final da fase exponencial de crescimento e néo
possuem significancia aparente. Segundo Freire (2007), em geral, os metabdlitos
secundarios parecem ser formados quando grandes quantidades de precursores de
metabdlitos primérios, tais como aminoécidos, acetato, piruvato e outros sdo acumulados.

A contaminagéo fungica nos grdos de milho ocorre nas fases de pré-colheita em
condi¢cbes favoraveis ao seu desenvolvimento, como temperatura e umidade e ao longo do
periodo pés-colheita, quando o milho ndo é conservado em boas condi¢des. Elas constituem
grande ameacga a toda a cadeia de producdo de alimentos e vém sendo utilizadas como
critério de restricdo a importagdo por alguns paises e, na comercializacdo, pelas grandes
empresas do setor (CRUZ et al., 2011), pois, uma vez produzidas as micotoxinas podem ser
ingeridas, inaladas ou absorvidas pela pele, causando patologia e morte do homem e de
animais (CRUZ, 2010).

A ingestdo de alimentos (gréos, ragdes, carnes etc.) contaminados com micotoxinas
pode causar, tanto em animais quanto no homem, doencas que sdo denominadas
micotoxicoses, provocando danos como redugcdo no crescimento, interferéncia no
funcionamento dos 6rgéos vitais do organismo, producdo de tumores malignos entre outros
(CRUZ et al., 2011). A micotoxicose pode ser do tipo primaria ou secundaria, sendo que a
identificacdo da micotoxicose secundaria pode ser mais dificil, devido aos baixos niveis de
toxinas na amostra ndo resultarem, muitas vezes, em um quadro clinico de micotoxicose
especifica, mas sim num quadro de suscetibilidade exacerbada a infeccdes intercorrentes,
devido a imunossupressao ocasionada pela toxina (OSBORNE, 1982).

A ocorréncia de micotoxinas se deve principalmente a dois fatores: a
biodisponibilidade de nutrientes e as condigcbes de armazenamento do gréo (temperatura e
umidade) que favorecem o crescimento de determinados microrganismos produtores destes
compostos (MACHINSKI JUNIOR et al.,, 2001, AMARAL et al., 2006). Além da
toxigenicidade dos fungos, da umidade e da temperatura, o substrato também € um fator
determinante para a producdo de micotoxinas pelos fungos (SMITH; MOSS, 1985,
TUBAJIKA et al., 2000, MARVIN; KLETER, 2009).

A Figura 1 apresenta o ciclo dos fatores que influenciam na ocorréncia de

micotoxinas na cadeia de alimentos, podendo ser observado que a temperatura e a umidade
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sdo fatores importantes para o desenvolvimento das micotoxinas e que estas podem
desenvolver-se ainda na lavoura e, quando ndo detectadas nas diversas etapas do ciclo,

prosseguem na cadeia alimentar até serem ingeridas pelos humanos.

i 5 e
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Humanos e Produtes Animais — Animais

Figural- Fatores que afetam a ocorréncia de micotoxinas na cadeia de alimentos.

Fonte: Paterson e Lima (2010).

Dentre as micotoxinas frequentemente encontradas no milho estdo as aflatoxinas e
ocratoxina, produzidas por fungos do género Aspergillus; as fumonisinas e zearalenona,
produzidas por fungos do género Fusarium (ALlI; YAMASHITA; YOSKIZAWA, 1998,
MACHINSKI JUNIOR et al.,, 2001, MORENO et al.,, 2009). Os fungos dos géneros
Aspergillus e Fusarium se comportam de maneira diferenciada, em fungdo dos teores de
umidade nos grdos de milho (MARQUES et al., 2009). As aflatoxinas sdo as que possuem
maior potencial de danos a saude humana, porém, outro grupo de micotoxinas merece
destaque, as fumonisinas, que tém sido relacionadas a ocorréncia de cancer de es6fago em
humanos (CRUZ et al., 2011).

Considerando a presenca frequente destes metabdlitos secundarios nos grédos de
milho e, consequentemente, em seus derivados, € importante a monitorizagdo de toda a
cadeia produtiva, com o intuito de evitar que se instalem as condi¢cbes ideais para o
desenvolvimento destes fungos e a posterior producdo de micotoxinas na massa de gréos,
uma vez que as industrias de racdo e de alimentos estdo cada vez mais exigentes, tanto
para aumentar produtividade como para obter alimentos seguros e com qualidade. Segundo
Santin (2000), a melhor forma de impedir as perdas nutricionais e a producdo de
micotoxinas esta no controle de crescimento dos fungos, pelo controle das matérias-primas

desde o cultivo no campo até o armazenamento.
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3.7 Aflatoxinas

A producéo de aflatoxinas nos graos de milho pode ocorrer quando os graos estao
presos as espigas ou no campo, pelas condi¢des favoraveis aos patdgenos e ao longo do
periodo pos-colheita. Os trés principais tipos de matéria-prima alvo das aflatoxinas séo o
milho, o algod&o e o amendoim. As perdas econbmicas ocasionadas por aflatoxicoses em
animais também séo significativas e variaveis (CRUZ et al., 2011).

Aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos na degradacao do
alimento através de suas enzimas. Conforme a European Mycotoxin Awareness Network -
EMAN, conhecem-se 20 tipos de aflatoxinas e seus derivados isolados (EMAN, 2007).
Porém, as aflatoxinas B1l, B2, G1 e G2 continuam sendo as mais estudadas e de maior
relevancia, sendo que a sua biotransformacdo, em diversas espécies animais, resulta na
producéo de M1 e M2 (OLIVEIRA; GERMANO, 1997, MALLMANN et al., 2006).

As aflatoxinas (AFB;, AFB,, AFG; e AFG,) sdo produzidas por fungos do género
Aspergillus spp., principalmente pelas espécies A. flavus e A. parasiticus, apresentando nos
humanos propriedades oncogénicas e imunosupressivas, induzindo infecgcbes com
facilidade nas pessoas, e reduzindo a imunidade em animais como perus, frangos e suinos
(FREIRE, 2007). O A. flavus produz apenas aflatoxinas do grupo B, enquanto as outras
duas espécies produzem aflatoxinas dos grupos B e G (CREPPY, 2002).

O metabdlito mais importante é a aflatoxina B1 (AFB1), devido a sua elevada
hepatotoxicidade e maiores concentracées nos substratos. As aflatoxinas sdo comumente
encontradas em diversos alimentos utilizados para animais de producao, principalmente em
graos (MALLMANN; SANTURIO; WENTZ, 1994, ZLOTOWSKI et al., 2004).

Segundo Freire (2007), estudos realizados no Brasil encontraram niveis de
contaminacdo por micotoxinas em alimentos, que sdo bases para ragfes animais, em
guantidades superiores ao permitido pela legislacao brasileira. A legislacdo do Ministério da
Saude (RDC n.° 7, de 18 de fevereiro de 2011) preconiza que os limites maximos a serem
tolerados (LMT) para as micotoxinas no Brasil, em milho e seus subprodutos, sdo 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 (BRASIL, 2012a).

O sinal de intoxicacéo por aflatoxinas depende, principalmente, de sua concentracéo
no alimento, do tipo de aflatoxina e do tempo de ingestdo. Sao toxinas potentes ao figado e
a maioria das espécies animais expostas a estas micotoxinas mostram sinais da doenga que
variam de agudo (letais ou ndo) a subagudos. O efeito agudo € de manifestagdo e de

percepcao rapidas, causando reacdes irreversiveis e podendo levar o animal a morte, como
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resultado da ingestdo de doses geralmente elevadas. O efeito subagudo é o resultado da
ingestdo de doses ndo elevadas que provoca distlrbios e alteracbes em alguns 6rgaos,
tanto em humanos como em animais, especialmente no figado. Ambos os casos dependem
da espécie animal, idade, estado nutricional e também do sexo (TEIXEIRA, 2008).

Em saude publica as aflatoxinas tém sido associadas a etiologia de neoplasias
hepéaticas em humanos, mediante a ingestdo de alimentos contaminados. Além disso,
evidéncias demonstraram que as aflatoxinas podem estar associadas ao desencadeamento
de outras doengas, tais como a sindrome de Reye, causa de encefalopatias e o
Kwashiorkor, forma severa de desnutricdo (OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

Segundo Oliveira et al. (2011), a continua ingestéo de aflatoxinas (AFB;) por animais
em lactacao deixa residuos no leite, com uma taxa de transferéncia média da racao para o
leite de 1,7%. Deste modo, as aflatoxinas afetam toda cadeia, pois o leite ser& ingerido pelo
homem, o que além de ser um problema econdmico para as propriedades rurais, devido as
perdas em termos de animais e produgdo, também € um problema de saude publica, pois a
ingestdo de micotoxinas por humanos pode gerar uma série de danos a salde como 0s
supracitados.

O ideal é que a contaminagdo em alimentos por aflatoxinas seja prevenida, utilizando
boas praticas agricolas, de transporte, de manufatura e de armazenagem. Assim,
estratégias e instrumentos legais, necessarios na agricultura e na industria de alimentos,
podem assegurar a qualidade dos produtos de origem animal e vegetal (FERREIRA et al.,

2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratorios da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (UNIOESTE): Laboratério de Controle de Qualidade (LACON), no Laboratorio de
Armazenagem e Protétipos de Instalagbes de Secagem (LAPIS) e Laboratério de
Biossistemas Agricolas (LABA), localizados no campus de Cascavel - PR.

Foram utilizadas amostras de grdos de milho (Zeamays) hibrido da cultivar Dow
2B512Hx de ciclo precoce, textura semiduro e cor alaranjada, cultivados na regido Oeste do
Parana, colhidas de junho/julho de 2013, referentes a segunda safra, ou seja do milho
safrinha. As amostras estavam armazenadas em uma Cooperativa no municipio de
Cascavel - PR, onde, logo ap0s a recepcao dos graos, foram secados em secador para a
obtencdo de teor de &gua abaixo de 13% b.u que, de acordo Cruz et al. (2011), é
considerado seguro para 0 armazenamento.

As amostras foram transportadas para os laboratérios da UNIOESTE, onde foram
retiradas as impurezas e as matérias estranhas por um processo de peneiramento da massa
de graos. A desinfestacgéo inicial foi realizada conforme indicado por Brasil (2009), por meio
de congelamento, o qual consiste na manutencdo das amostras em freezers a - 20 °C, por

3-5 horas, acondicionadas em sacos de polietileno limpos.

4.2 Delineamento experimental

O experimento foi montado em delineamento com parcelas subdivididas (Split-Plot),
sendo o fator primario o tratamento com dois niveis (com e sem inseto), e o fator secundario
o periodo de armazenamento (0, 45, 90, 135, 180 dias), com quatro repeticbes para cada

tratamento.
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4.3 Armazenamento

Os graos foram acondicionados em recipientes de vidros com capacidade para
0,530 mL. Em cada recepiente foram colocados 300 g de grdos de milho, totalizando
40 amostras.

Os recipientes foram fechados com tecido tipo Voil, a fim de facilitar as trocas
gasosas; 20 amostras foram submetidas a infestagdo de 20 insetos adultos de Sitophilus
zeamais (Gorgulhos dos cereais) e as outras 20 ndo foram submetidas a nenhum tipo de
infestacdo. As amostras (com e sem insetos) foram armazenadas por um periodo de 45, 90,
135 e 180 dias em cémera incubadora B.O.D, marca Fanem, a uma temperatura de
2711 °C, considerada temperatura ideal para o desenvolvimento do gorgulho, de acordo
com Santos (2008).

Figura 2 - Acondicionamento dos gréos para 0 armazenamento.

4.4  AvaliacGes

Os gréos armazenados foram avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas em
base seca (perda de massa dos graos, variagdo populacional dos insetos, classificacdo do
milho, massa de 1000 gréos, teor de agua, cinzas, 0leo, proteina, carboidratos e fibra
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alimentar total), microbioldgicas (contagem de fungos filamentosos e identificacdo dos
fungos produtores de aflatoxinas) e de quantificacdo de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) logo
apos o inicio do armazenamento (tempo 0) e, periodicamente, aos 45, 90, 135 e 180 dias.
Apos as avaliagbes da perda de massa, variacdo populacional, classificagdo dos graos de
milho, massa de 1000 graos e teor de 4gua, foi realizada a retirada dos insetos presentes e
os graos foram moidos em moinho de facas, marca TECNAL (TE 631/3).

4.4.1 Analise fisico-quimica

4.4.1.1Perda de massa dos graos

Com o uso de balan¢a semianalitica (preciséo de 0,01 g), marca GEHAKA (modelo
BG 1000), pesaram-se os frascos de vidro e os graos de milho necessarios para cada
repeticdo e, ao final de cada periodo de armazenamento, novamente os graos de milho

foram pesados.

4.4.1.2Variagao populacional dos insetos

A variagdo populacional de insetos foi determinada pelo namero de insetos
sobreviventes, emergidos e mortos, a partir do nimero inicial que foi de 20 insetos adultos

de S. zeamais.

4.4.1.3 Classificagdo do milho

Os defeitos (gréos ardidos, chochos, germinados, fragmentados, quebrados,
carunchados, mofados ou fermentados e matérias estranhas/impurezas) foram
determinados pela metodologia oficial do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1996). Os
resultados estdo expressos em percentagem de graos inteiros.

A classificacdo dos gréos de milho foi realizada segundo o novo padréo de
classificacdo que entrou em vigor no dia 1° de setembro de 2013, conforme a Tabela 1
(BRASIL, 2009Db).
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Tabelal- Limites maximos de tolerancia (expressos em % de massa) para graos de
milho

Graos avariados

Mofados e Gréos Matérias estranhas e
Tipificacéo Ardidos Total guebrados Impurezas Carunchados
Tipo | 1,0 6,0 3,0 1,0 2,0
Tipo Il 2,0 10,0 4,0 15 3,0
Tipo Il 3,0 15,0 50 2,0 4,0
Fora de Tipo >3,0 >15,0 >5,0 >2,0 >4,0

4.4.1.4Massa de 1000 graos

A massa de 1000 grdos foi determinada seguindo-se a metodologia definida em
normas do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para analise de sementes
(BRASIL, 2009a), realizando-se a contagem de 100 grédos de cada repeticdo e pesados em
balanca analitica da marca GEHAKA (modelo Ag 200). Os resultados foram multiplicados

por dez e sd0 expressos em gramas.

4.4.1.5Determinacdo do teor de agua

A determinacdo do teor de adgua dos gréos foi realizada pelo método da estufa,
através da metodologia também definida em normas do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento para andlise de sementes (BRASIL, 2009a).

Foram pesados 10 gramas de amostra de cada tratamento e levadas para estufa de
secagem com ventilagcdo forcada, marca TECNAL (modelo TE — 394/2), em temperatura de
105 + 3 °C, por 24 h. Apés este periodo as amostras foram retiradas, deixando-as resfriar
em dessecador até atingirem temperatura ambiente e posteriormente novamente pesadas.

A determinacdo do teor de agua das amostras se deu por diferenca de massas.

4.4.1.6Teor de cinzas

O teor de cinzas das amostras foi obtido pelo método de incineragdo em mufla a
550 °C, conforme normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2012). Foram pesados 2 g da
amostra em capsula de porcelana, colocados em mufla, em temperatura de 550 °C até a
eliminagdo completa do carvdo; as cinzas encontravam-se brancas ou ligeiramente

acinzentadas. A determinacao do teor de cinzas se deu por diferengca de massas.
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4.4.1.7 Teor de lipideos

O teor de lipidios das amostras foi determinado através de técnica de extracdo direta
em Soxhlet, conforme normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2012). Foram pesados 2 g da
amostra em cartuchos de papel filtro, os quais foram colocados em aparelho extrator tipo
Soxhlet, marca Tecnal (modelo TE 004). Adicionavam-se 100 ml de éter de petr6leo em um
baldo de fundo chato (reboiller), previamente tarado e acoplado ao aparelho. Apos o periodo
de aquecimento e destilacdo do éter, o reboiller era levado a estufa e resfriado em
dessecador até temperatura ambiente. O teor de lipidios foi determinado por diferenca de

massas.

4.4.1.8Teor de proteina

Para a determinagéo do teor de proteinas, foram utilizados 0,2 g de cada amostra,
colocados ha chapa digestora em capela para a digestao da proteina. Apos a digestéo, cada
amostra foi levada ao destilador de nitrogénio, marca Tecnal (Modelo TE 0363), e titulada. O
teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldhal e o teor de proteina obtido

pelo fator de converséo de 6,25, conforme normas do Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2012).

4.4.1.9Teor de carboidratos e fibra alimentar total

O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma das
porcentagens de agua, proteina, lipideos totais (teor de Oleo) e cinzas. Os valores de
carboidratos incluem a fibra alimentar total, conforme indicado na Tabela brasileira de
composicéo de alimentos -TACO (UNICAMP, 2011).

4.4.2 Analise microbiol6gica

4.4.2.1 Contagem de fungos filamentosos

A contagem de fungos filamentosos UFC.g™ foi realizada segundo Silva, Junqueira e
Silveira (2007).

Foram pesados 25 g de milho triturado e homogeneizado em 225 mL de agua
peptonada (0,1%). Em seguida, foram preparadas diluicdes decimais até 10°. Inocularam-se
aliquotas de 0,2 mL de cada diluicdo sobre a superficie de placas contendo Agar Dextrose

Batata (ADB) acidificado com &cido tartarico a 10% para atingir pH 3,5 £ 0,1, as quais foram
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incubadas por 5 dias a 25 °C em camara incubadora BOD, marca Tecnal (TE 391). Em

seguida, procedeu-se & contagem de UFC.g”, contabilizando as coldnias de fungos

filamentosos.

4.4.2.21dentificacdo dos fungos produtores de aflatoxinas

A identificacd@o de fungos aflatoxigéncios foi realizada pela técnica de microcultivo, de
acordo com Brasil (2004).

Em uma placa de Petri esterilizada, com um fundo composto por papel filtro
qualitativo, foram colocadas duas laminas também estéreis, sendo uma suporte para a
outra, na qual foi adicionado um cubo de ADB, onde foram semeadas partes da colonia.
Este cubo estava disposto sobre a lamina, coberto com laminula esterilizada. Foi feita uma
camara Umida ao fundo da placa de Petri, adicionando-se 1 a 2 mL de agua destilada
também estéril. A placa foi tampada e incubada por um periodo de 3 a 5 dias a 25 °C. Apés
o periodo de incubagéo, a laminula foi retirada com o auxilio de pin¢a e pingou-se uma gota
do corante Lactofenol-algoddo, montada sobre outra lamina.

Foram observadas em microscépico éptico com objetiva de 40 X as caracteristicas
como tipo, cor e disposi¢éo das hifas septadas ou cenocitica, hialina ou demacia e formacgéao

de esporos.

4.4.3 Analise de quantificacao de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2)

4.4.3.1Determinacdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2

Foi realizada a determinacéo de aflatoxinas B;, B,, G; e G, utilizando-se colunas de
imunoafinidade, seguidas por injecdo em HPLC (marca Shimatzu), pelo método oficial da
AOAC 991.31 (AOAC, 1982), recomendado pelo fabricante das colunas de imunoafinidade
Aflatest ® (Vicam).

4.4.3.2 Curvas de calibracéo

Os padrbes das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, adquiridos da Sigma Aldrich, foram
dissolvidos em metanol grau CLAE e preparadas novas diluicdes (solugcbes de trabalho) na
ordem de pg.mL™. A partir das concentracdes obtidas de cada solugcdo de trabalho, foi
possivel calcular a préxima diluicdo, objetivando a obtencdo de padrdes de concentracdo na

ordem de 0,025; 0,05, 0,075; 0,1 e 0,125 pg.mL'l, necessarios para preparagdo das curvas
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de calibracdo para as aflatoxina B1, B2, G1 e G2 no equipamento de CLAE ,observando-se
a linearidade de resposta.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, dentro de uma
determinada faixa de concentra¢do. E recomendado que a linearidade seja determinada
pela andlise de, no minimo, cinco diferentes concentracdes e que o coeficiente de
correlagdo linear (R2) esteja 0 mais proximo possivel de 1,0, o que demonstra uma menor
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor incerteza dos coeficientes de
regressao estimados.

Obtidas as curvas de calibracdo, foram calculadas as concentracdes das amostras
por analise de regresséo, utilizando-se as equacdes lineares.

4.4.3.3Extracdo da amostra

Em um erlemeyer foram adicionados 25 g da amostra, 5 g de sal (NaCl) e 125 mL de
metanol: dgua (70:30). Este extrato foi colocado em uma mesa agitadora orbital, marca
Tecnal (modelo TE 141), por 1 h em rotagdo maxima.

Em seguida, foi passado em um filtro de papel plissado qualitativo, com auxilio de um

funil e coletado em frasco de vidro ambar.

4.4.3.4Diluigdo do extrato

Para a diluicdo do extrato, pegou-se 15 mL do extrato filtrado que foi diluido em
30 mL de agua ultrapurificada e colocado no tubo de centrifugacéo, tipo Falcon. Em seguida,
foi levado a centrifuga por 14 minutos: 10 minutos de aceleracdo, 3 minutos de frenagem, a
25 °C e 3360 Forca Centrifuga Relativa (RFC).

O extrato diluido foi filtrado em filtro de microfibra de vidro, com auxilio de um funil e

coletado em frasco de vidro ambar.

4.4.3.5Cromatografia de afinidade (coluna)

Para a cromatografia foram passados 15 mL do extrato filtrado (15 mL = 1g da
amostra) completamente através de uma coluna de imunoafinidade Aflatest-P, a um fluxo de
cerca de 1 a 2 gotas/segundo até que o ar passasse completamente pela coluna, em
aparelho manifold, acoplado a uma bomba de vacuo, marca Tecnal (modelo TE 058).

A coluna foi lavada com 20 mL de &gua ultrapurificada, a um fluxo de cerca de

2 gotas/segundo.
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As aflatoxinas foram eluidas da coluna de imunoafinidade pela passagem de 1,0 mL
de metanol grau HPLC através da coluna, a um fluxo de cerca de 1 a 2 gotas/segundo e

coletada toda a amostra eluida (1,0 mL) em uma cubeta de vidro tipo frasco ambar.

4.4.3.6 Derivatizacao

Na derivatizacdo, foram transferidos 200 pL do extrato purificado (eluato) e
adicionado 700 uL do reativo de derivatizagéo: acido trifluoracético: acido acético: agua, na
proporgdo de 20:10:70. O eluato foi coletado em um frasco &mbar e agitado manualmente
por 30 vezes.

O eluato foi colocado em banho-maria por 9 min a 65 °C, deixado esfriar e colocado
em aparelho de ultrassom para desgaseificacdo a frequéncia de 80 Hz, 100% de poténcia,
por 10 minutos. Em seguida, foi filtrado em filtro de seringa com auxilio de uma seringa de
5 mL, coletado num frasco &mbar e seguiu-se para injecdo em coluna cromatografica.

O volume injetado no HPLC foi de 20 pyL. O tempo de corrida foi de 15 min por

amostra. As amostras saiam em duplicata e foi realizada a média.

4.4.3.7 Condicdes de analise por cromatografia liquida

As condic6es foram: temperatura: 40 °C; coluna: 4,6 mm X 25 cm, 5 um, C18
(Kromasil); fase mével: metanol: agua (40:60), isocratica desgaseificada e detector de

fluorescéncia: excitagdo 365 nm, emisséao 450 nm.

4.4.3.8 Testes de recuperacdo e limites de deteccéo

O desempenho analitico da metodologia foi realizado pela avaliacdo dos limites de
deteccdo e recuperacao.

O teste de limite de deteccao foi realizado com 18 solu¢des, com concentragdes que
variaram de 2,5 x 10° até 0,025 pg.mL'l, utilizando uma solugdo mée de concentracdo
0,5 pg.mL de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e feita uma curva padréo para as aflatoxinas.

Para avaliacdo da exatiddo da metodologia, testes de recuperacéao foram realizados,
em que amostras de milno com e sem infestacdo foram contaminadas com 10 pg Kg™, com
as quatro aflatoxinas, em triplicata. Em seguida, realizou-se a extracdo e a quantificacdo

destas.
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4.5 Analises estatisticas

A analise exploratéria das varidveis respostas foi realizada pelo emprego da analise
de variancia (ANOVA), em que se consideraram significativas as diferengas cujo valor de
significancia foi inferior a 0,05 (p < 0,05). O teste de comparagdo de médias foi realizado
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o software R, versdo 3.0.1. O teste
de normalidade foi realizado pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, aceitando a hipotese
de normalidade para p-valor superior a 0,05 (p > 0,05).

Para a andlise estatistica dos resultados de emergéncia, mortalidade de insetos e
classificacdo de gréos carunchados com insetos, os dados foram transformados em raiz de
(x +1); para a analise dos resultados de total de insetos, gréos fragmentados, mofados,
inteiros, quebrados, perda de massa, massa de 1000 gréos e teor de 4gua os dados foram
transformados em raiz de x; para a analise do nimero de unidades formadoras de colbnias
por grama os dados foram transformados em log x e as médias comparadas pela aplicacéo
do teste de Tukey, a 5% de probabilidade (BANZATTO; KRONKA, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perda de massa dos graos de milho

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios em termos de matéria seca,
obtidos para massa final de grédos de milho hibridos armazenados em cinco periodos, sem e
com a infestagdo de S. zeamais, assim como o coeficiente de variagdo e teste Tukey. A
normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
um p-valor = 0,02592, rejeitando a hipotese de normalidade, sendo assim realizou-se a
transformacédo dos dados. Os coeficientes de variacdo para os fatores condi¢cdo e periodo
de armazenamento apresentaram baixa dispersdo dos dados, o que era esperado, pois 0s

gréos estavam em condigBes ambientes estaveis ao longo do armazenamento.

Tabela2 - Massa final de grdos de milho hibridos armazenados com e sem populagéo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Massa final (g) 0 45 90 135 180
Sem Inseto 261,00a A 263,5aA 264,13 a A 261,96 a A 265,48 a A
Com Inseto 261,00a A 252,79 b A 235,67b B 215,36 b C 219,28b C

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mesma letra mindscula na coluna néo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05.

* Os valores de massa final estdo em base seca.
CV (condicao) = 1,28%; CV (Periodo de armazenamento) = 1,18%.

Pode-se observar na Tabela 2 que as médias da massa final dos gréos sem insetos
ndo apresentaram diferencas significativas, ao longo do periodo de armazenamento, ndo
ocorrendo perdas desta massa em matéria seca. Porém, 0s graos que se encontravam
infestados apresentaram perdas de massa em matéria seca ao longo do tempo, sendo que
os periodos 0 (inicial) e 45 dias se diferenciaram dos demais (90, 135 e 180 dias); o periodo
de 90 dias se diferenciou dos demais (0, 45, 135 e 180 dias) e os periodos de 135 e
180 dias se diferenciaram dos periodos 0, 45 e 90 dias, apresentando a menor média de
massa em matéria seca no periodo de 180 dias, justificando que o ataque de insetos em
graos, ao longo do tempo, ocasiona um aumento nas perdas de massa seca dos graos e,
consequentemente, um aumento nos defeitos. Para os periodos de armazenamento o
tempo O (inicial) ndo apresentou diferencas estatisticas entre os tratamentos, porém, para 0s
periodos 45, 90, 135 e 180 dias os tratamentos se diferenciaram estatisticamente entre si,

apresentando diferencas de matéria seca de 10,71; 28,46; 46,60; 46,2 gramas.
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Antunes et al. (2011) encontraram resultados semelhantes para o tratamento de
graos infestados, estudando as caracteristicas fisico-quimicas de grdos de milho atacados
por S. zeamais. Durante o armazenamento, eles observaram que conforme aumentava o
periodo de armazenamento aumentavam as perdas de massa, reduzindo significativamente
a massa dos graos.

Almeida Filho, Fontes e Arthur, (2002) avaliaram a reducdo de massa em diferentes
cultivares de milho infestado por S. zeamais e S. oryzae, ao longo de 180 dias de
armazenamento, e afirmaram que perdas de massa, causadas por insetos em grédos de
milho, estdo relacionadas com a preferéncia que estas pragas tem a certos tipos de
cultivares, ocorrendo diferencgas de infestacdo entre estas.

O nivel de dano econbmico, ocasionado por diferentes niveis de infestagdo por
S. zeamais em trigo armazenado, foi estudado por Santos et al. (2002). Estes autores
verificaram decréscimo da massa especifica aparente do trigo, a medida que ocorriam
maiores niveis de infestagdo pelo inseto-praga. Silva et al. (2003) verificaram efeito
significativo da infestagdo por S. zeamais na massa especifica aparente de gréos de trigo
armazenado.

Alencar et al. (2011), ao estudarem a qualidade de milho armazenado e infestado por
S. zeamais e T. castaneum, observaram um decréscimo significativo da massa especifica
aparente dos grdos de milho, independentemente da exposi¢cdo ou ndo aos insetos-praga,
ao longo do periodo de armazenamento. Verificando que o parametro indice de danos
variou significativamente em decorréncia da interagcdo entre o periodo de armazenamento e
a presenca ou nao de insetos na massa de graos de milho e que tal comportamento foi mais
acelerado nos graos infestados, o que pode ser explicado pelo fato do inseto S. zeamais ser
uma praga primaria, sendo capaz de se alimentar de graos sadios e intactos, rompendo o

seu tegumento e, consequentemente, aumentando o indice de danos no produto.

5.2  Variagdo populacional de insetos

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios obtidos para sobrevivéncia,
emergéncia, mortalidade e total de insetos em graos de milho hibridos armazenados em
cinco periodos, com infestacdo inicial de insetos adultos de S. zeamais, assim como 0
coeficiente de variacdo e teste Tukey. A normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se os p-valores: p;=0,0925 para sobrevivéncia,
p.= 0,0034 para emergéncia, ps = 0,0066 para mortalidade e p, = 0,0371 para total de
insetos, rejeitando a hipétese de normalidade para emergéncia, mortalidade e total de

insetos, sendo assim realizou-se a transformacéo dos dados.
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A evolucdo do aumento da sobrevivéncia, emergéncia, mortalidade e niumero total de
insetos resultaram em coeficientes de variagdo de 37,38; 18,13; 21,78 e 16,54%,
representando elevada e média dispersdo dos dados, o0 que pode ser justificado
considerando-se que, em cada tempo e repeticdo, os insetos agiam de forma diferente no

seu desenvolvimento.

Tabela 3 - Populacao de insetos de grdos de milho hibridos armazenados com populacdo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0,45, 90,
135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Populacédo de insetos 0 45 90 135 180
Sobrevivéncia (n°) 20A 98 AB 242 C 222 BC 227 BC
Emergéncia (n°) 0A 3A 12B 42 C 59C
Mortalidade (n°) 0A 6 A 259 B 404 BC 474 C
Total de insetos (n°) 20 A 107 A 513 B 668 B 760 B

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha n&o diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey com nivel de significAncia de 0,05.

CV (sobrevivéncia) = 37,38%; CV (emergéncia) = 18,13%; CV (mortalidade) = 21,78%;
CV (total de insetos) = 16,54%.

Na Tabela 3, observa-se que as comparacdes das médias de sobrevivéncia
apresentaram diferencas estatisticas durante o periodo de armazenamento; o periodo inicial
tempo O diferiu estatisticamente dos periodos 90, 135 e 180 dias. O maior niumero de
insetos vivos foi verificado no periodo de 90 dias de armazenamento, o qual diferiu
estatisticamente dos tempos 0 e 45 dias.

Para a emergéncia de insetos os periodos de 135 e 180 dias apresentaram maior
indice de emergéncia e diferiram dos periodos tempo 0, 45 e 90 dias; verificou-se que,
conforme aumentava o periodo de armazenamento, aumentava também o numero de
emergéncia, sendo propicio a um aumento na sobrevivéncia e na mortalidade dos insetos;
para a mortalidade, o periodo inicial tempo 0 e 45 dias de armazenamento diferiram
estatisticamente em relacdo aos tempos 90, 135 e 180 dias; o tempo de 180 dias
apresentou maior nimero de insetos mortos e diferiu em relacdo aos tempos 0, 45 e 90 dias
de armazenamento, observou-se que 0 aumento no tempo de armazenamento provoca uma
aumento na populacao de insetos mortos.

Em relacdo ao numero final de insetos S. zeamais, neste trabalho, os periodos de
armazenamento tempo 0 e 45 dias diferiram estatisticamente em relacdo aos periodos de
90, 135 e 180 dias e, com o aumento do periodo de armazenamento, ocorreu um aumento
na populacdo total dos insetos, portanto as condigbes de temperatura em que se

encontravam os graos armazenados foram favoraveis ao aumento da populagéo de insetos,
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0 que esta de acordo com Santos (2008), que considera como ideal para o desenvolvimento
do gorgulho temperaturas de 27 °C.

Antunes et al. (2011) observaram que conforme aumenta o tempo de
armazenamento aumentam os valores de sobrevivéncia, emergéncia e mortalidade dos
insetos S. zeamais. Alencar et al. (2011) também observaram que com o aumento do
periodo de armazenamento houve um aumento no nimero de insetos vivos S. zeamais na
massa de grédos de milho.

Silva et al. (2006), ao estudarem um modelo analitico de crescimento populacional
de insetos S. zeamais em trigo armazenado com diferentes infestacbes e temperaturas,
observaram que o crescimento populacional aumenta conforme a quantidade inicial de
insetos que infestaram cada parcela, tendo como temperatura ideal 28 °C com drasticas
diminui¢bes abaixo e acima desta.

Alencar et al. (2011) destacam que a presencga de insetos-praga no produto pode
acarretar rejeicdo ou desvalorizagéo do produto no mercado. Santos et al. (2002) afirmaram
gue a reducéo do valor comercial, tanto para o gréo importado, quanto para o nacional, esta
diretamente relacionada com o nimero de insetos presentes na massa de graos e, a medida
gue aumenta o numero de insetos maior € a depreciagdo da matéria-prima durante o
armazenamento, justificando reducéo da massa final de gréos e do peso hectolitro do gréo,

o que influenciara no rendimento de farinha durante a moagem.

5.3 Classificagdo do milho

Na Tabela 4 estao apresentados os valores médios obtidos para a porcentagem de
graos carunchados, chochos, quebrados, ardidos, fragmentados, fermentados, germinados,
mofados e inteiros, além das impurezas em gréos de milho hibridos armazenados em cinco
periodos, sem e com infestacdo inicial de insetos adultos de S. zeamais, assim como 0
coeficiente de variagéo e teste Tukey.

A normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk,
obtendo-se os p-valores: p; = 0,0001205 para grédos carunchados, p, = 0,2463 para gréos
chochos, p; = 0.03758 para grdos quebrados, p,=0.8401 para grédos ardidos, ps =
0.002427para gréaos fragmentados, ps = 0,00002877 para grdos mofados, p; = 0.9014 para
impurezas e pg = 0.0009029 para graos inteiros, rejeitando a hipotese de normalidade para
graos carunchados, quebrados, fragmentados, mofados e inteiros, sendo assim, realizou-se
a transformacéo dos dados.

A evolucdo do aumento dos gréos chochos e ardidos resultaram em coeficiente de
variacao de 47,29 e 26,38% para o fator condicdo e 34,27 e 30,57% para o fator periodo de

armazenamento, representando uma elevada dispersdo dos dados, assim como para a
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percentagem de impurezas com coeficiente de variacdo de 44,27% para condicdo e 29,7%
para periodo de armazenamento. Os grdos carunchados apresentaram coeficientes de
variacdo de 13,87 e 14,98% para os fatores condicdo e periodo de armazenamento,
representando uma média dispersdo dos dados e a porcentagem de grdos quebrados,
fragmentados, mofados e inteiros apresentou baixa dispersdo dos dados, tendo como
coeficiente de variacdo para o fator condicdo valores de 8,07; 4,37; 6,15 e 4,37% e para o
fator periodo de armazenamento valores de 6,28; 5,53; 6,47 e 4,11%.

Tabela4 - Classificacdo de grdos de milho hibridos armazenados sem e com populacdo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Tipo de dano do Periodo de armazenamento (dias)
gréo (%) Tratamento 0 45 90 135 180
Carunchado Sem inseto 0,00aA 0,00aA 0,00aA 0,00aA 0,00aA

Com inseto 0,00 a A 520bB 40,22bC  49,67bCD 54,76 bD

CV (condicdo) = 13,87% CV (periodo de armazenamento) = 14,98%

Chocho Sem inseto 0,21aA 0,24aA 0,23a A 0,53aA 045aA
Com inseto 0,32aA 0,49bAB 0,50bAB 0,70 aB 0,71bB

CV (condicao) = 47,29% CV (periodo de armazenamento) = 34,27%

Quebrado Sem inseto 429aA 3,83aA 4,35aA 4,38a A 4,62a A
Com inseto 4,23 aA 534 aA 4,96 a A 4,76 a A 4,35a A

CV (condicéo) = 8,07% CV (periodo de armazenamento) = 6,28%

Ardido Sem inseto 1,32aA 1,47 a A 153aA 1,54 a A 1,73b A
Com inseto 0,92a A 1,05a A 1,18 a A 151aA 1,05a A

CV (condicao) = 26,38% CV (periodo de armazenamento) = 30,57%

Fragmentado Sem inseto 0,03aA 0,09aAB 0,13aB 0,15aB 0,22aB
Com inseto 0,14b A 0,25 b AB 0,26 b AB 0,28 b AB 0,35b B

CV (condicao) = 4,37% CV (periodo de armazenamento) = 5,53%

Fermentado Sem inseto 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
Com inseto 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA

CV (condicao) = 0% CV (periodo de armazenamento) = 0%

Germinado Sem inseto 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A
Com inseto 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A

CV (condicao) = 0% CV (periodo de armazenamento) = 0%

Mofado Sem inseto 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A
Com inseto 0,07 aA 0,66 b B 1,99bC 165bC 0,99 b D

CV (condicéo) = 6,15% CV (periodo de armazenamento) = 6,47%

Impurezas Sem inseto 0,08aAB 0,10aAB 0.04aB 0,16 a A 0.15a A
Com inseto 0,22b A 0,22b A 0,23b A 0,19 a A 0,07b B

CV (condicéo) = 44,27% CV (periodo de armazenamento) = 29,7%

Inteiro Sem inseto 9425aA 9425aA 93,63 aA 93,18 a A 92,8laA
Com inseto 94,10aA 86,78a A 50,79 b B 4157b C 37,26 b C

CV (condicéo) = 4,37% CV (periodo de armazenamento) = 4,11%

Nota: Meédias seguidas de mesma letra mailiscula na linha e mesma letra minuscula na coluna nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significaAncia de 0,05.
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Os resultados apresentados na Tabela 4 de classificacdo de grdos sem e com
infestacdo por S. zeamais variaram entre 0s cinco periodos de armazenamento avaliados.

Para a porcentagem de graos carunchados os periodos de armazenamento tempo 0
(inicial) ndo apresentou diferengas entre os tratamentos, porém para os periodos 45, 90, 135
e 180 dias os tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si. O tratamento sem inseto
ndo diferenciou ao longo do periodo de armazenamento, ja o tratamento com insetos
apresentou diferencas, sendo que: o tempo 0 diferenciou dos demais periodos, assim como
o periodo de 45 dias; o periodo de 90 dias diferenciou dos periodos 0, 45 e 180 dias; o
periodo de 135 dias diferenciou dos periodos 0 e 45 dias; o periodo de 180 dias, que
apresentou a maior porcentagem de gréos carunchados, diferenciou dos periodos 0, 45 e
90 dias de armazenamento. Observa-se que, ao longo do tempo, a percentagem de gréaos
carunchados no tratamento com insetos aumenta, fato explicado em virtude dos periodos
apresentarem maior numero na populagéo de insetos S. zeamais, ocorrendo a emergéncia
dos insetos ao longo dos periodos de armazenamento.

Para a porcentagem de grdos chochos os periodos de armazenamento tempo O
(inicial) e 135 dias ndo apresentaram diferengcas entre os tratamentos, porém, para 0s
periodos 45, 90 e 180 dias os tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si. O
tratamento sem inseto nao diferenciou ao longo do periodo de armazenamento, jA o
tratamento com insetos apresentou diferencas, em que o tempo O diferenciou dos tempos
135 e 180 dias. No tratamento com insetos, observa-se que a porcentagem de graos
chochos aumentou ao longo do periodo de armazenamento, 0 que pode estar relacionado
ao tempo de exposi¢cdo dos graos na temperatura de armazenamento.

Para a porcentagem de gréos ardidos os periodos de armazenamento tempo O
(inicial), 45, 90 e 135 dias ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos, apenas o
periodo de 180 dias apresentou diferencas entre os tratamentos. O tratamento sem insetos
apresentou maior porcentagem de graos ardidos. Os tratamentos com e sem insetos néo
diferenciaram estatisticamente ao longo do periodo de armazenamento.

Para a porcentagem de graos fragmentados, os periodos de armazenamento nao
apresentaram diferencgas entre os tratamentos. O tratamento sem e com insetos apresentou
diferencas durante os periodos de armazenamento, sendo que o periodo de 0 dias
diferenciou dos periodos de 90, 135 e 180 dias para o tratamento sem inseto e o periodo de
0 dias diferenciou do periodo de 180 dias para o tratamento com inseto. Ambos os
tratamentos aumentaram a porcentagem de grédos fragmentados com o tempo, ou seja,
guanto mais tempo os grdos ficam expostos aos insetos e a temperaturas de 27 °C mais
rachaduras ocorrem nas estruturas dos graos.

Para a porcentagem de grdos mofados os periodos de armazenamento tempo O
(inicial) ndo apresentou diferencas entre os tratamentos, porém, para os periodos 45, 90,

135 e 180 dias os tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si. O tratamento sem
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inseto nao diferenciou ao longo do periodo de armazenamento, j o tratamento com insetos
apresentou diferencas, sendo que o tempo 0 diferenciou dos demais periodos, assim como
o periodo de 45 dias, os periodos de 90 e 135 dias nao diferenciaram entre si, diferenciando
apenas dos demais (0, 45 e 180 dias) e o periodo de 180 dias diferenciou dos demais
periodos. O tempo de 90 dias no tratamento com insetos apresentou a maior percentagem
de grdos mofados, o que pode estar relacionado aos insetos, pois, neste periodo ocorreu o0
maior numero de insetos S. zeamais vivos, conforme Tabela 3.

A porcentagem de impurezas para o periodo de armazenamento tempo 135 dias nédo
apresentou diferengas entre os tratamentos, porém para os periodos 0, 45, 90 e 180 dias os
tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si. O tratamento sem insetos apresentou
diferencas entre os periodos de 135 e 180 dias com o periodo de 90 dias; o tratamento com
insetos apresentou diferencas entre o periodo de 180 dias com os demais, no entanto, estes
resultados estdo relacionados a selecdo dos graos para cada repeticdo e para cada tempo,
a qual foi realizada de forma aleatéria.

Para a porcentagem de gréos inteiros os periodos de armazenamento tempo O e
45 dias ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos, porém para os periodos 90, 135
e 180 dias os tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si. O tratamento sem inseto
nao diferenciou ao longo do periodo de armazenamento, jA o tratamento com insetos
apresentou diferencas, sendo que o tempo 0 e 45 dias diferenciaram dos demais periodos,
assim como o periodo de 90 dias diferenciou dos periodos de 0,45, 135 e 180 dias; os
periodos de 135 e 180 dias diferenciaram dos demais periodos também, apresentando as
menores porcentagens de graos inteiros. Observa-se que no tratamento com insetos o
aumento de grédos carunchados leva a uma reducéo dos graos inteiros, o que era esperado.
Os demais resultados porcentagem de grdos quebrados, fermentados e germinados ndo
apresentaram diferencas estatisticas tanto para os tratamentos como para os periodos de
armazenamento.

Ao se realizar a classificacdo desses lotes, concluiu-se que, para o tratamento sem
insetos, devido a percentagem de grdos quebrados, estes estariam classificados como
Tipo lll para os periodos de 0, 90, 135 e 180 dias; para o periodo de 45 dias estariam
classificados como Tipo Il para comercializagdo; para o tratamento com insetos os graos
estao classificados como Tipo Ill para o periodo O dias por apresentarem percentagem de
grédos quebrados maior que 4%; a partir dos 45 dias, 0os graos estariam abaixo do nivel
padrdo para comercializacdo (Fora de tipo), por sua porcentagem de grdos carunchados
estar maior que 4%, acarretando prejuizos para o produtor (BRASIL, 2009b).

Ferrari Filho (2011), estudando os métodos e temperaturas de secagem sobre a
qualidade fisico-quimica e microbiolégica de grédos de milho no armazenamento, observou
que, até os seis meses de armazenamento, mantiveram-se os resultados dos graos inteiros

em relacdo ao tempo 0, ndo apresentando diferencas significativas em grdos em condi¢gbes
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sem insetos, ndo estando de acordo com os dados obtidos no presente trabalho, os quais
apresentaram diferencas estatisticas.

Antunes et al. (2011) encontraram resultados semelhantes em grdos com insetos,
em que o numero de graos inteiros diminuiu ao longo do armazenamento e que, a partir dos
120 dias de armazenamento, os graos estavam classificados abaixo do nivel padrdo para a
comercializacé@o, afirmando que o ataque de insetos leva a desvalorizacdo comercial do
produto.

De acordo com levantamento feito por amostragem em milho armazenado em
espigas, em Minas Gerais, Santos et al. (1983) verificaram que, entre a colheita realizada
em maio/junho e os meses de agosto, novembro e margo do ano seguinte, o indice de
danos (graos carunchados) causados pelos insetos ao milho estocado em paiol atingiu 17,3,
36,4 e 44,5%, respectivamente, dados semelhantes aos obtidos neste trabalho, a partir dos
90 dias de armazenamento.

Alencar et al. (2011) observaram que o teor de impurezas e de matéria estranha na
massa de grdos de milho apresentou aumento significativo em todos os tratamentos ao
longo do periodo de armazenamento e que 0s tratamentos que se encontravam infestados
esse comportamento foi mais acentuado do que o tratamento que nao estava infestado, o

mesmo pode ser observado neste trabalho.

5.4 Massa de 1000 graos

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios obtidos para a massa de
1000 graos de milho hibridos, armazenados em cinco periodos, sem e com infestagao inicial
de insetos adultos de S. zeamais, assim como o0 coeficiente de variagcdo e teste Tukey. A
normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
p-valor = 0.02686, rejeitando a hipotese de normalidade para a massa de 1000 grdos, sendo
assim realizou-se a transformacao dos dados.

As médias dos tratamentos com e sem insetos para a massa de 1000 graos
resultaram em um coeficiente de variacdo de 1,31% para o fator condicdo e 3,11% para o

fator periodo de armazenamento, apresentando baixa disperséo dos dados.
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Tabela5- Massa de 1000 grdos de milho hibridos armazenados sem e com populagéo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Massa de 1000 Periodo de armazenamento (dias)
gréos 0 45 90 135 180
Sem inseto (g) 275,49a A  28514aA 308,88 a A 298,95a A 285,50 a A

Com inseto (g) 283,96aA 27571aAB 279,81 b A 262,38 b AB 24494 b B

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mesma letra mindscula na coluna nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significaAncia de 0,05.

* Os valores de massa de 1000 graos estdo em base seca.
CV (condicao) = 1,31%; CV (Periodo de armazenamento) = 3,11%.

Pode-se observar na Tabela 5 que as médias da massa de 1000 grdos sem insetos
ndo apresentaram diferengas significativas, ao longo do periodo de armazenamento, ndo
ocorrendo perdas desta massa. Porém, 0s grdos que se encontravam infestados
apresentaram perdas de massa de 1000 graos, ao longo do tempo, sendo que os periodos
0 (inicial), 45 e 90 dias diferenciaram do periodo de 180 dias, apresentando a menor média
de massa, confirmando que o inseto-praga provoca danos na massa de graos, consumindo
reservas e provocando maiores perdas quantitativas, pois no periodo de 180 dias de
armazenamento foi verificado o maior niumero populacional de insetos totais e a maior perda
de massa de 1000 gréos. Para os periodos de armazenamento os tempos 0 e 45 dias ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos, porém, para os periodos 90, 135
e 180 dias os tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si.

Ferrari Filho (2011) observou que as maiores perdas na massa de 1000 gréos
ocorreram apoés seis meses de armazenamento, periodo em que a temperatura e a umidade
de armazenamento foram maiores, levando a um aumento no ataque de insetos e
organismos associados e no metabolismo de gréos, consumindo reservas e, por
consequéncia, maior perda quantitativa.

Segundo Puzzi (2000), as menores perdas de massa de 1000 grdos estdo
relacionadas aos melhores parametros conservativos da massa de grdos durante o

armazenamento.

5.5 Teor de agua

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores médios obtidos para o teor de agua em
graos de milho hibridos armazenados em cinco periodos, sem e com infestacao inicial de
insetos adultos de S. zeamais, assim como o coeficiente de variacdo e teste Tukey. A

normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
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p-valor = 0.00249, rejeitando a hipétese de normalidade para o teor de agua dos graos,
sendo assim realizou-se a transformacéo dos dados.

As médias dos tratamentos com e sem insetos para 0 teor de agua nos graos,
resultaram em um coeficiente de variacdo de 2,29% para o fator condicdo e 2,79% para o
fator periodo de armazenamento, apresentando baixa dispersdo dos dados, o que era
esperado, pois 0s grdos estavam em temperatura controlada de 27 °C, ao longo do

armazenamento.

Tabela 6 - Teor de agua em gréaos de milho hibridos armazenados sem e com populacdo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Teor de Agua (b.s) 0 45 90 135 180
Sem inseto (%) 1493 a A 11,53aB 10,63 a BC 9,06 aD 9,61aCD
Com inseto (%) 1484a A 12,40 aB 13,98b A 9,80aC 10,30aC

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mesma letra mindscula na coluna néao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05.

* Os valores de teor de agua dos graos estdo em base seca.
CV (condicao) = 2,29 %; CV (Periodo de armazenamento) = 2,79%.

Pode-se observar na Tabela 6 que as médias do teor de dgua em graos sem insetos
apresentaram diferencas significativas ao longo do periodo de armazenamento. O periodo O
diferenciou dos demais, o periodo 45 dias diferenciou dos periodos 0, 135 e 180 dias, 0
periodo de 90 dias diferenciou dos periodos 0 e 135 dias, o periodo de 135 diferenciou dos
periodos 0, 45 e 90 dias, ocorrendo uma reducdo deste teor ao longo do tempo de
armazenamento. Para os graos com insetos, os periodos 0 e 90 dias diferenciaram dos
demais, o periodo de 45 dias diferenciou-se dos periodos 0, 90, 135 e 180 dias, e o0s
periodos 135 e 180 dias diferenciaram dos periodos 0, 45 e 90 dias. Para os periodos de
armazenamento os tempos 0, 45, 135 e 180 dias ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre os tratamentos, porém para o periodo de 90 dias os tratamentos diferenciaram
estatisticamente entre si e 0 tratamento com insetos apresentou maior teor de agua em base
seca.

A partir do tempo O os gréos infestados apresentaram maiores valores do teor de
agua, em relacao aos graos que ndo estavam infestados. Isso se deve ao metabolismo dos
insetos, ou seja, a sua respiracao e a respiracdo dos graos, pois 0 processo respiratorio nos
graos armazenados é acelerado pela propria reacéo, a qual aumenta o teor de umidade e a
temperatura do produto. O aumento da umidade dos graos tem origem na presenca da agua
metabdlica, resultante das transformag¢fes quimicas da respiracao.

Esses resultados estdo de acordo com Pinto et al. (2002), que analisaram a

influéncia da densidade populacional de S. zeamais (Motsch.) sobre a qualidade do trigo
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destinado a panificacdo, os quais também observaram um aumento do teor de umidade,
devido ao metabolismo dos insetos, ou seja, devido & sua respiracdo, havendo acréscimo no
teor de umidade da massa de grédos de trigo em todos os tratamentos. Os frascos nos quais
havia maior densidade de insetos, esse aumento foi mais pronunciado, resultando, assim,
em perda da qualidade do produto, bem como um aumento da deterioracéo.

Silva et al. (2003), que analisaram as perdas causadas por S. zeamais e R. Dominica
(Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae) em trigo armazenado, também observaram que a
umidade dos grdos aumentou a medida que aumentou a populacdo de ambos o0s insetos
presentes no armazenamento. Porém, estes resultados contradizem os encontrados por
Antunes et al. (2011), em que a umidade dos graos infestados n&o diferiu estatisticamente,
ao longo do tempo de armazenamento.

Os teores de agua em graos sem insetos estao de acordo com 0s encontrados por
Faroni et al. (2005), que observaram um decréscimo no teor de agua dos graos de milho, ao

longo do periodo de armazenamento, para as temperaturas acima de 25 °C.

5.6 Teor de cinzas

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores médios obtidos para o teor de cinzas em
grdos de milho hibridos armazenados em cinco periodos, sem e com infestacdo inicial de
insetos adultos de S. zeamais, assim como o coeficiente de variacdo e teste Tukey. A
normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
p-valor = 0.1834, aceitando a hip6tese de normalidade.

As médias dos tratamentos com e sem insetos, para o teor de cinzas dos graos,
resultaram em um coeficiente de variacdo de 23,77% para o fator condicédo e 21,97% para o

fator periodo de armazenamento, apresentando alta disperséo dos dados.

Tabela 7 - Teor de cinzas em gréos de milho hibridos armazenados sem e com populagéo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Teor de cinzas 0 45 90 135 180
Sem inseto (%) 1,19aA 1,27aA 1,17aA 1,70a A 121aA
Com inseto (%) 1,16 a AB 0,77b A 1,06 a AB 151aB 1,22 a AB

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailiscula na linha e mesma letra minuscula na coluna nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significaAncia de 0,05.

* Os valores de teor de cinzas dos gréos estdo em base seca.
CV (condicao) = 23,77%; CV (Periodo de armazenamento) = 21,97%.
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Pode-se observar na Tabela 7 que as médias do teor de cinzas em grdos sem
insetos ndo apresentaram diferencas significativas, ao longo do periodo de armazenamento;
para os grdos com insetos, o periodo de 45 dias diferenciou do periodo de 135 dias, o qual
apresentou maior teor de cinzas nos grdos com insetos. Para os periodos de
armazenamento o tempo 0, 90, 135 e 180 dias nao apresentou diferencas estatisticas entre
os tratamentos, porém para o periodo de 45 dias os tratamentos diferenciaram
estatisticamente entre si, e o tratamento sem insetos apresentou maior teor de cinzas.

Jood e kapoor (1992) observaram que, quando os graos se encontravam infestados
com R. dominica ocorria um aumento significativo no teor de cinzas em grdos de trigo e
sorgo, durante o tempo de armazenamento, devido a perda do contetdo do endosperma
causado pelos insetos. Porém, estes resultados nédo estdo de acordo com os encontrados
no presente trabalho, pois 0s grédos sem insetos obtiveram as maiores médias de teor de
cinzas.

Esses resultados contradizem também os obtidos por Freo (2010) que, ho estudo
sobre a aplicagdo de terra diatoméacia e infestacdo com Rhyzopertha dominica, nas
propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas de graos de trigo armazenados no sistema
convencional, o teor de cinzas néo foi significativo para a infestacdo com R. dominica e
interagdo tempo x insetos, porém observou que, com o passar do tempo, ocorreu reducao
no teor de cinzas em todos os tratamentos estudados. As variagdes no contetdo mineral
estdo relacionadas a distribuicdo dos componentes dos grdos e do modo de alimentag&o

dos insetos.

5.7 Teor de 6leo

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores médios obtidos para o teor de 6leo em
gréos de milho hibridos armazenados em cinco periodos, sem e com infestacao inicial de
insetos adultos de S. zeamais, assim como o coeficiente de variacdo e teste Tukey. A
normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
p-valor = 0.1091, aceitando a hip6tese de normalidade para teor de 6leo.

As médias dos tratamentos com e sem insetos para o teor de Oleo dos graos
resultaram em um coeficiente de variacdo de 14,36% para o fator condigédo e 19,87% para o

fator periodo de armazenamento, apresentando baixa disperséo dos dados.
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Tabela 8- Teor de 6leo em gréos de milho hibridos armazenados sem e com populagéo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Teor de 6leo 0 45 90 135 180
Sem inseto (%) 294 aA 2,39aA 265aA 2,64 aA 240aA
Com inseto (%) 299aA 242 aA 2,76 a A 290a A 253aA

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mesma letra mindscula na coluna nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significaAncia de 0,05.

* Os valores de teor de 6leo dos graos estdo em base seca.
CV (condicao) = 14,36%; CV (Periodo de armazenamento) = 19,87%.

Pode-se observar na Tabela 8 que as médias do teor de cinzas em grédos sem e com
insetos ndo apresentaram diferencas significativas ao longo do periodo de armazenamento,
e que, para os periodos de armazenamentos, os tratamentos também néo diferenciaram
estatisticamente, porém, o tratamento sem inseto apresentou menores valores do teor de
6leo do que os com insetos.

Antunes et al. (2011) observaram que as médias do teor de lipideos em graos
infestados diminuiram conforme aumentava o0 ndmero de insetos ao longo do
armazenamento. Freo (2010) também observou diferencas estatisticas para os teores de
lipidios, durante o periodo de armazenamento, em fungdo da infestacdo com R. dominica,
nao estando de acordo com as médias encontradas no presente trabalho, nas quais o teor
de lipideos néo reduziu ao longo do tempo nos graos com insetos.

Segundo Matioli e Almeida (1979), os insetos atacam primeiro o endosperma do grao
de milho, porém os insetos consomem mais 0 germe, causando uma diminuicdo maior no
teor de 6leo, podendo a proteina até aumentar, por duas razdes: primeiro, por propor¢ao
normal devido ao consumo maior de gordura e menor de proteina; segundo, porque na
amostra pode ser determinada, juntamente com a proteina dos graos, a proteina dos insetos
e, com isto, pode também aumentar a percentagem, no presente trabalho essa porcentagem
de teor de 6leo ndo reduziu significativamente ao ponto de provocar um aumento no teor de
proteina, devido a esse fator.

Os resultados séo satisfatorios para a fabricacdo de racdo, ndo apresentando valores
baixos no teor de 6leo, pois, segundo Antunes et al. (2011), uma diminuicdo da gordura nos
graos de milho acarreta problemas para a fabricacdo de ragdes, pois a gordura € um dos
constituintes mensurados na elaboracéo da dieta voltada para o ganho de peso de animais
de corte comercial. Ao comercializar este lote ou fabricar a propria racdo, o produtor nao
terd os ganhos esperados podendo arcar, até mesmo, com prejuizos aos custos de

fabricacado/implementacéo da lavoura.
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5.8  Teor de proteina

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores médios obtidos para o teor de proteina
em graos de milho hibridos armazenados em cinco periodos, sem e com infestacao inicial
de insetos adultos de S. zeamais, assim como o coeficiente de variagdo e teste Tukey. A
normalidade dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
p-valor = 0.6035, aceitando a hipétese de normalidade.

As médias dos tratamentos com e sem insetos para o teor de proteina dos graos
resultaram em um coeficiente de variacdo de 9,81% para o fator condicdo e 7,83% para o
fator periodo de armazenamento, apresentando baixa disperséo dos dados.

Tabela9- Teor de proteina em grdos de milho hibridos armazenados sem e com
populacdo inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos
diferentes: 0, 45, 90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Teor de proteina

0 45 90 135 180
Sem inseto (%) 8,05aA 9,21aA 8,61laA 9,29a A 8,93aA
Com inseto (%) 7,85aA 8,91 a AB 9,4aBC 9,97 aBC 10,45b C

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mesma letra mindscula na coluna nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05.

* Os valores de teor de proteina dos grédos estdo em base seca.
CV (condicao) = 9,81%; CV (Periodo de armazenamento) = 7,83%.

Pode-se observar na Tabela 9 que as médias do teor de proteina em grdos sem
insetos ndo apresentaram diferencas significativas, ao longo do periodo de armazenamento;
para 0os grdos com insetos o periodo de O dias diferenciou dos periodos de 90, 135 e
180 dias; o periodo de 45 dias diferenciou apenas do periodo de 180 dias, o qual
apresentou maior porcentagem de proteina nos graos, diferenciando este dos periodos 0 e
45 dias. Para os periodos de armazenamento o tempo 0, 45, 90 e 135 dias ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos, porém apenas no periodo de 180
dias os tratamentos diferenciaram estatisticamente entre si.

O tratamento com insetos apresentou maior teor de proteinas a partir do periodo de
45 dias, em relagdo ao tratamento sem insetos, aumento que pode ter ocorrido devido a
alimentacédo dos insetos, reduzindo o teor de carboidratos.

Estes resultados estdo de acordo com Pinto et al. (2002), que observaram que,
guanto maior o nimero de insetos de S. zeamais e o periodo de armazenagem, maior foi 0
teor de proteinas totais, e que na auséncia do inseto ndo ocorreu variacdo no contetdo

protéico. Afirmando que o acréscimo no teor de proteinas totais devido a infestacdo com
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S. zeamais pode ser explicado pela protedlise e também pela alimentacao dos insetos, que
reduz o conteldo de carboidratos, ocasionando aumento percentual do contetdo protéico.
Freo (2010) também observou resultados semelhantes, nos quais quanto maior era a
densidade de Rhyzopertha dominica nos graos de trigo durante o armazenamento, maior o
acréscimo no teor de proteinas. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo
com Aja, Peres e Rossel (2004) e Seok-Ho Park et al. (2008), os quais, também, verificaram
aumento no teor de proteinas com o periodo de armazenamento e infestagdo de insetos.
Estes resultados contradizem os de Ferrari Filho (2011), que constatou que aos seis
meses de estocagem, quando constatada a presenca de insetos da espécie Sitophilus
zeamais, ocorreu uma reducao nos teores de proteina bruta e extrato etéreo dos gréos,

devido a presenca desses insetos que atacaram diretamente o embrido do grdo e

consumiram estes nutrientes.

5.9 Teor de carboidratos e fibra alimentar total

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores médios obtidos para o teor de
carboidratos e fibra alimentar total em grdos de milho hibridos armazenados em cinco
periodos, sem e com infestacdo inicial de insetos adultos de S. zeamais, assim como o
coeficiente de variacdo e teste Tukey. A normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se p-valor=0.1399, aceitando a hip6tese de
normalidade.

As médias dos tratamentos com e sem insetos para o teor de carboidratos e fibra
alimentar total dos gréos resultaram em um coeficiente de variacdo de 1,29% para o fator
condicdo e 1,51% para o fator periodo de armazenamento, apresentando baixa disperséo

dos dados.

Tabela 10 - Teor de carboidratos e fibra alimentar total em grdos de milho hibridos
armazenados sem e com populacéo inicial de insetos adultos de S. zeamais,
em cinco periodos diferentes: 0, 45, 90, 135 e 180 dias

Teor de carboidratos Periodo de armazenamento (dias)

e fibra alimentar 0 45 90 135 180
Sem inseto (%) 73,30a A 75,03 a AB 77,19 a BC 77,05 a BC 77,83aC
Com inseto (%) 73,75 a AB 74,91 a AB 73,13b B 76,07 a A 75,49 b AB

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailiscula na linha e mesma letra minuscula na coluna nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significaAncia de 0,05.

* Os valores de teor de carboidratos e fibra alimentar total dos grdos estdo em base seca.
CV (condicao) = 1,29%; CV (Periodo de armazenamento) = 1,51%.
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Pode-se observar na Tabela 10 que as médias do teor de proteina em gréos sem
insetos apresentaram diferencas ao longo do periodo de armazenamento. O periodo O dias
diferenciou dos periodos 90, 135 e 180 dias; o periodo de 180 dias diferenciou dos periodos
0 e 45 dias, apresentando maior porcentagem no teor de carboidratos e fibra alimentar em
relacdo aos demais periodos; para os graos com insetos o periodo de 0 dias diferenciou do
periodo de 135 dias. Para os periodos de armazenamento o tempo 0, 45 e 135 dias ndo
apresentou diferengas estatisticas entre os tratamentos, apenas os periodos 90 e 180 dias
diferenciaram estatisticamente entre si os tratamentos.

A condi¢é@o de graos com inseto apresentou um menor indice no teor de carboidrato
e fibra alimentar total em relagdo aos gréos que ndo se encontravam infestados, mostrando
gue os insetos provocam perdas deste teor nos grédos, o que pode estar relacionado
também a um aumento virtual. Segundo Ferrari Filho (2011), o aumento no teor de
carboidratos ao longo do tempo pode ser um aumento virtual, aparente ou relativo, uma vez
gue decorre da diminuicdo das fragfes proteina e extrato etéreo durante o armazenamento.

Essa variagdo em incrementos aparentes da fracdo carboidratos reflete uma relagéo
proporcional, em consequéncia do requerimento de constituintes dessa fragdo no
metabolismo intrinseco dos graos, de microrganismos e pragas associados, além do fato de
serem estes constituintes bastante suscetiveis a transformagfes quimicas, enzimaticas e

nao enzimaticas, durante o armazenamento (ELIAS, 2008).

5.10 Fungos filamentosos e identificacdo dos fungos produtores de aflatoxinas

Os fungos filamentosos foram identificados pela técnica de microcultivo, sendo

identificados como Aspergillus sp, conforme as figuras 3 e 4.
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Figura3- Placa de Agar Dextrose Batata com coldnias de Aspergillus sp, apos 5 dias de
incubacgéo.

Figura4 - Imagem microscépica de hifas de Aspergillus sp.
Fonte: Costa e Zanella (2012).

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores médios obtidos para o numero de
UFC/g (unidade formadora de colénias por grama) de fungos filamentosos em graos de
milho hibridos armazenados em cinco periodos, sem e com infestacéo inicial de insetos
adultos de S. zeamais, assim como o coeficiente de variacdo e teste Tukey. A normalidade
dos dados foi realizada pelo teste de aderéncia de Shapiro-Wilk, obtendo-se
p-valor = 0,0000001554, rejeitando a hipétese de normalidade para o nimero de UFC/g,
sendo assim realizou-se a transformacéo dos dados.
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As médias dos tratamentos com e sem insetos para o niumero de unidade formadora
de colbnias por grama dos graos resultaram em um coeficiente de variacdo de 7,43% para o
fator condicdo e 10,37% para o fator periodo de armazenamento, apresentando baixa e

média dispersdo dos dados.

Tabela 11 - Numero de UFC/g (unidade formadora de colbnias por grama) de fungos
filamentosos em graos de milho hibridos armazenados sem e com populagéo
inicial de insetos adultos de S. zeamais, em cinco periodos diferentes: 0, 45,
90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

UFClg 0 45 90 135 180
Sem inseto (103) 36aA 35aA 15aA 1,7aA 6,8aA
Com inseto (10°%) 34aA 41aA 33,7bB 10aA 0aA

Notas: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mesma letra mindscula na coluna ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05.

CV (condicao) = 7,43%; CV (Periodo de armazenamento) = 10,37%.

Pode-se observar na Tabela 11 que as médias do nimero de unidade formadora de
colbnias por grama em gréos sem insetos ndo apresentaram diferengas ao longo do periodo
de armazenamento; para 0s graos com insetos o periodo de 90 dias diferenciou dos demais,
apresentando maior nimero de UFC/g no tratamento. Para os periodos de armazenamento
os tempos 0, 45,135 e 180 dias nao apresentaram diferencas estatisticas entre os
tratamentos, apenas os periodos 90 dias diferenciaram estatisticamente entre si 0s
tratamentos.

Observa-se que os graos que estavam em condicbes com insetos, ocorreu um
aumento no numero de fungos filamentosos até os 90 dias de armazenamento e, apds este
periodo, ocorreu uma reducdo, em que o periodo de 90 dias obteve 0 maior nimero de
UFC/g. Essa reducdo dos fungos filamentosos nos grdos pode ter ocorrido pelo fato dos
insetos terem se alimentado das partes dos fungos filamentosos a partir dos 90 dias
evitando a proliferagdo destes. Segundo Lorini (2002), alguns insetos sdo capazes de se
alimentarem de fungos e que, apds o consumo dos fungos, os besouros se alimentam dos
germes dos graos.

O tratamento sem inseto apresentou um aumento no tempo de 180 dias de
armazenamento, em que a temperatura de armazenamento de 27 °C foi propicia ao
desenvolvimento do fungo Aspergillus ssp., visto que a velocidade de crescimento desses
microrganismos nos graos se desenvolve em temperaturas entre 10 e 35 °C, conforme
Dhingra e Coelho Netto, (1998) .

Ferrari Filho (2011) observou uma tendéncia a elevagéo da ocorréncia de fungos do
género Aspergillus ao longo do tempo de armazenamento. Costa e Zanella (2012), na

identificacdo de fungos filamentosos em derivados de milho comercializados em Primavera
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do Leste — MT, observaram que os fungos do género Aspergillus spp. se desenvolveram
durante o armazenamento dos produtos derivados do milho e que a contaminacao pode ter
ocorrido devido as condi¢cGes favoraveis de crescimento aos fungos, como o alto teor de
umidade, a temperatura pouco elevada dos locais de armazenamento dos grédos ou dos
produtos ja processados.

Aquino e Potenza (2013), ao analisarem a microbiota associada a entomofauna em
racdes a granel para animais domésticos, observaram que os fungos associados ao inseto
Sitophilus zeamais foram Fusarium spp., leveduras, FNE, Aspergillus terreus e Penicillium

spp., sendo os géneros associados as micotoxinas o Fusarium e Penicillium.

5.11 Quantificacdo de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2)

A linearidade do método das curvas de calibracdo foi comprovada pelos coeficientes
de correlagéo linear (R?), que foram obtidos através da andlise de regresséo linear pelo
método do minimo quadrado das curvas de calibracdo. Os coeficientes obtidos para as
aflatoxinas B1, B2,G1 e G2 foram 0,9951, 0,9986, 0,9941 e 0,9975, respectivamente.

Os limites de detec¢éo para as aflatoxinas B1,B2, G1 e G2 foram, respectivamente,
0,5 ug.kg?, 0,05 pgkg™ 05 pgkg' e 0,5 pyg.kg® e a determinagdo dos niveis de
recuperacao foi realizada com amostras contaminadas artificialmente com 10 ug.kg™ para as
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

As taxas médias de recuperacdo obtidas para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
demonstraram os seguintes porcentuais 68%, 93%, 71% e 68%, respectivamente. Conforme
0 Regulamento da Unido Europeia: RCE n.° 401, de 23 de fevereiro de 2006, os critérios de
desempenho para recuperacdo de aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2, para uma gama de
concentracdo de 1-10 pg.kg™, recomendam valores de 70 a 110% (UNIAO EUROPEIA,
2014); os valores de B2 e G2 se encontram dentro dos niveis aceitaveis de recuperacao.

Na Figura 5 visualiza-se o cromatograma das recuperacdes das aflatoxinas. Os
tempos de retencao obtidos foram 12,07, 10,66, 7,81 e 6,87 para as aflatoxinas B1, B2, G1

e G2, respectivamente.
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Figura5- Cromatograma de recuperacédo das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2.

Na Tabela 12 estdo apresentados os niveis de incidéncia de aflatoxinas (B1, B2, G1

e G2) em graos de milho hibridos armazenados em cinco periodos, em condi¢cdes de com e

sem infestagdo inicial de insetos adultos de S. zeamais.

Tabela 12 - Niveis de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) em grdos de milho hibridos
armazenados sem e com populagéo inicial de insetos adultos de S. zeamais,
em cinco periodos diferentes: 0, 45, 90, 135 e 180 dias

Periodo de armazenamento (dias)

Condicéo 0 45 90 135 180 Média Total
Sem inseto (pg.Kg'l) Bl nd nd nd nd nd nd Nd
Sem inseto (pg.Kg'l) B2 nd nd nd nd nd nd Nd
Sem inseto (ug.Kg™") G1 nd nd nd nd nd nd Nd
Sem inseto (ug.Kg™t) G2 nd nd nd nd nd nd Nd
Com inseto (pg.Kg'l) B1 nd nd nd nd nd nd Nd
Com inseto (pg.Kg'l) B2 nd nd nd nd nd nd Nd
Com inseto (ug.Kg™) G1 nd nd nd nd nd nd Nd
Com inseto (ug.Kg™') G2 nd nd nd nd nd nd Nd

Notas: nd = nao detectado.

Taxas de recuperacdo: B1= 68%; B2=93%; G1= 71% e G2 = 68%.
Limite de deteccdo: B1=0,5 pg.kg"l; B2= 0,05 pg.kg'l; G1=0,5 pg.kg'l e G2=0,5 pg.kg'l.

Observou-se que a incidéncia de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) em grdos de milho,

com e sem infestag&o de insetos, ndo foi detectada, mesmo sendo observado o crescimento

de fungos toxigénicos, conforme Tabela 12. A ndo incidéncia de aflatoxinas nos gréos de

milho pode estar relacionada a alguns fatores, podendo ser que a cultivar apresentou

resisténcia completa ou as condi¢des climaticas, relacionadas a umidade e temperatura de

armazenamento, que nao sofreram alteracdes, ndo causando assim um estresse nos graos,

0 que poderia provocar o desenvolvimento de aflatoxinas. Em gréos que se encontravam

infestados com Sitophilus zeamais, observou-se que o inseto ndo agiu como vetor mecanico

do fungo Aspergillus ssp., ndo ocorrendo a veiculacéo das aflatoxinas.

Dilkin et al. (2000), ao realizarem um estudo de classificagdo macroscopica,

identificacdo da microbiota fungica e producdo de aflatoxinas em hibridos de milho,
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observaram que, apesar de encontrarem alta incidéncia de fungos no milho recém-colhido,
ndo foram detectadas micotoxinas e que isso pode ser atribuido ao curto espaco de tempo
de armazenagem para a formacédo das mesmas, ou humero reduzido de linhagens fungicas
com potencial toxigénicos. Travaglia (2011) observou que o A. flavus, foi capaz de crescer
nas temperaturas de 15, 20 e 42 °C, mas néo de produzir aflatoxinas.

Oliveira e Koller (2011), ao verificarem a ocorréncia de aspergillus spp. e aflatoxinas
em amostras de amendoim in natura e pacocas, observaram que para a incidéncia de
aflatoxinas em pacocas, os resultados ndo demonstraram haver relagédo entre a presenca de
fungo e as toxinas detectadas. Ramos, Brasil e Geraldine, (2008) também n&do encontraram
correlagdo entre a incidéncia do fungo e o nivel de aflatoxinas, ou seja, a presenca dos
fungos filamentosos ndo implica necessariamente que havera a producdo de micotoxinas,
as mesmas estdo relacionadas a capacidade de biossintese pelo fungo e condicdes
ambientais como alternéncia de temperatura, porém o risco é implicito e deve ser afastado
(KAWASHIMA, 2004).

Segundo Zuber e Lillehoj (1979) e Scott e Zummo (1990), os principais fatores que
levam & contaminacdo ou ndo sdo os métodos de amostragem, métodos de infecgéo
(natural ou in6culo) e fatores ambientais de um dado local e ano. Portanto, segundo o0s
autores, ndo é possivel afirmar que hibridos que ndo produziram aflatoxinas em uma safra,
nao a produzirdo em outros anos ou locais. Ramos, Brasil e Geraldine (2008), também
observaram que ndo houve um padrdo de contaminagdo das cultivares em diferentes locais
analisados.

A resisténcia do hibrido a contaminacdo estd ligada a alguns fatores que
caracterizam esta resisténcia: endosperma rico em lisina ou amilose, presenca de
hidroxamatos ciclicos e fenéis (HAMMERSCHMIDT; NICHOLSON, 1977), inibidor de
tripsina (CHEN; MITCHELL, 1973), conteudo de volateis C6-C12 (ZERINGUE, 1997),
superficie do grdo (BROWN et al., 1993; GUO et al., 1998) e inibidores de proteinas (GUO
et al., 1996; HUANG; WHITE; PAYNE, 1997).
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CONCLUSOES

Os resultados experimentais obtidos neste trabalho permitem concluir que:

Quanto maior o periodo de armazenamento dos grdos de milho hibridos na
presenca de S. zeamais, maiores sdo as perdas nos graos, pois se tratam de
insetos primarios, que sdo capazes de se alimentarem de graos sadios e intactos
provocando o rompimento do seu tegumento.

A populacdo de insetos aumenta conforme o tempo de armazenamento,
provocando um aumento na quantidade de grdos danificados, principalmente os
carunchados, levando a uma desvalorizagdo comercial do produto e acarretando
prejuizos para os produtores. Os graos em que se encontravam infestados, foram
classificados tipo Il até os 45 dias de armazenamento e apds isso foram
classificados abaixo do nivel padréo para a comercializagdo; os graos sem insetos
foram classificados como tipo Il para o periodo inicial tempo 0, 90, 135 e 180 dias
e tipo Il para o periodo de 45 dias de armazenamento.

A qualidade fisico-quimica dos graos é afetada diretamente pelos insetos-praga,
provocando deterioragdo na massa de gréos, consumindo reservas, provocando
um aumento no teor de agua dos gréaos, reducdo no teor de carboidratos e fibras
alimentar total, aumento no teor de e um aumento na incidéncia de fungos
filamentosos.

A incidéncia de fungos filamentosos identificados como Aspergillus spp., foi maior
em grdos infestados pelo inseto-praga, porém, ap6s 90 dias de armazenamento
ocorreram reduc@es drasticas do seu desenvolvimento, fato explicado pelo inseto
S. zeamais ter se alimentado dos fungos toxigénicos.

O S. zeamais ndo se apresentou como um vetor mecanico do fungo Aspergillus
ssp., ndo ocorrendo a veiculacdo das aflatoxinas. N&ao foram detectadas
aflatoxinas nos graos com e sem infestacdo de insetos, ndo havendo correlacéo
entre a incidéncia de fungos filamentosos e o nivel de aflatoxinas (B1, B2, G1
e G2).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Sugerem-se, estudos que determinem com mais clareza como o inseto S. zeamais
se comporta em relacdo ao desenvolvimento do fungo Aspergillus ssp., quais destes
géneros fungicos ele se torna um vetor de veiculacdo de toxinas e quais dos géneros ele

tem a capacidade de se alimentar das suas estruturas.
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