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Resumo

O Brasil é atualmente o 3° maior produtor mundial de milho, sendo que a maior
parte desta producédo, 70%, é destinada para a producédo de racdo para alimentacdo
animal. Estudos apontam, no entanto, que 25% de todos os cereais produzidos no mundo
estdo contaminados com algum tipo de micotoxina, sendo o milho o cereal mais
suscetivel aos efeitos causados pelo ataque dos fungos que, sob condi¢cdes de estresse
como variacdes de temperatura, umidade, exposi¢ao a luminosidade e disponibilidade de
nutrientes, podem desenvolver as micotoxinas.

As micotoxinas sao compreendidas como substancias biolégicas naturais
produzidas a partir da metabolizacdo secundaria de alguns tipos de fungos filamentosos.
Cada micotoxina possui um determinado efeito patogénico no individuo contaminado,
mas em geral promovem menor absor¢éo de nutrientes causando danos a rins, figado e
pulmdes, e ainda podem interferir no sistema reprodutivo.

As principais micotoxinas encontradas no milho sédo Aflatoxina (AFL), Fumonisina
(FUM) e Zearalenona (ZEA). O objetivo deste trabalho foi de avaliar a contaminacéo e
incidéncia de micotoxinas presentes no milho dos principais estados produtores no Brasil
ao longo das safras 2015/16, 2016/17 e 2017/18 fazendo o mapeamento da
contaminagcdo de micotoxinas nestes estados relacionando o impacto que as condi¢cdes
de estresse de temperatura e precipitacdo exercem nos teores encontrados das
micotoxinas.

Foram encontrados resultados abaixo do limite de quantificagdo (ALQ) ao longo
do estudo para 83,33 % de AFL, 15,92 % de FUM e 53,03 % de ZEA, enquanto que
3,50 % de AFL, 48,84 % de FUM e 10,26 % de ZEA das amostras tiveram resultados
acima do valor maximo (AVM) permitido pela legislacdo. Por apresentar caracteristicas
de desenvolvimento a menores temperaturas e sofrer menos com os efeitos externos, as
concentracdes e incidéncia de ZEA reduziram ao longo do periodo amostrado. O estado
que teve destaque em relagdo aos dados foi o Parand (PR), o qual teve as maiores
incidéncias e maior concentracdo desta micotoxina. De modo geral, 55,93 % das
amostras analisadas no PR tiveram resultados positivos para a presenca de ZEA, com
indice de 15,85 % das amostras, com resultados maiores de 400 ug kg?. Os dados da
reducdo de ZEA estdo extremamente relacionados a reducdo dos indices e melhor

distribuicdo de precipitacdo acumulada.
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As concentracdes de AFLs e FUMs apresentam caracteristicas distintas de ZEA,
pois estas micotoxinas sdo produzidas por fungos que tem a caracteristica de
desenvolvimento no pés-colheita. Os dados demonstram que né&o tiveram a reducao
gradual, mas as concentragcdes de modo geral tiveram uma pequena redugcao entre o
primeiro e o ultimo periodo de avaliacdo, mas com um aumento no segundo periodo. A
concentracdo média de FUMs reduziu em 60,35 %, sendo que 83,74 % das amostras
apresentaram contaminacédo por FUMs, e 48,84 % do total tiveram resultados acima de
5000 pg kgt. Isso demonstra que no periodo ocorreu reducéo da incidéncia com reducéo
na concentracao.

A contaminacdo por AFLs teve reducdo de 30,63 % nos resultados médios, com
reducgéo de 51,12 % de incidéncia, sendo 3,50 % de amostras com concentracao acima
de 50 ug kg?. O estado de Mato Grosso (MT) teve a maior incidéncia e concentracédo
média de AFLs, com destaque ao segundo periodo de avaliacdo, especialmente para os
meses entre setembro e dezembro de 2016, onde a maior concentracao obtida foi de 824
ug.kg! de AFLs.

Os fatores externos de precipitacdo e temperatura podem ter contribuido para
estes resultados, mas como as caracteristicas de desenvolvimento das AFLs é poés-
colheita, o fator estocagem parece exercer o maior papel nas altas concentracdes da
micotoxina. Como ja esperado, fatores externos como temperatura, precipitacdo e

estocagem parecem ser 0s maiores interferentes na producéo de micotoxinas em milho.

Palavras-chave: Monitoramento, Contaminac¢éo, Producéo, Micotoxinas, Clima.



Abstract

Brazil is currently the 3rd largest producer of corn, most of which are 70%, it is
intended to produce feed for animal feed. Studies point, however, that 25% of all cereals
produced in the world are contaminated with some type of mycotoxin, with corn being the
cereal most susceptible to the effects caused by the attack of fungi that, under stress
conditions such as variations in temperature, humidity, exposure to luminosity and
availability of nutrients can develop mycotoxins.

Mycotoxins are understood as natural biological substances produced from the
secondary metabolization of some types of filamentous fungi. Each mycotoxin has a
certain pathogenic effect on the infected individual, but in general promote lower
absorption of nutrients causing damage to kidneys, liver and lungs, and can still interfere
in the reproductive system.

The main mycotoxins found in corn are Aflatoxin (AFL), Fumonisin (FUM) and
Zearalenona (ZEA). The objective of this work was to evaluate the contamination and
incidence of mycotoxins present in corn in the main producing states in Brazil throughout
the 2015/16, 2016/17 and 2017/18 seasons by mapping mycotoxin contamination in these
states relating the impact that temperature stress conditions and precipitation have on the
data found of mycotoxins.

Were found results below the quantification limit (ALQ) for 83.33% of AFL, 15.92%
of FUM and 53.03% of ZEA, while 3.50% of AFL, 48.84% of FUM and 10.26% of ZEA
samples had results above the maximum value (AVM) allowed by legislation. Because it
presented developmental characteristics at lower temperatures and suffer less from
external effects, the concentrations and incidence of ZEA have reduced over the sampled
period. The state that was highlighted in relation to the data was Parana, where it had the
highest incidences and higher concentration of this mycotoxin. In general, 55.93% of the
samples analyzed in Parana had positive results for the presence of ZEA, with an index
of 15.85% of the samples with results greater than 400 ug kg*. The data of the reduction
of ZEA are extremely related to the reduction of indexes and better distribution of
accumulated precipitation.

The concentrations of AFLs and FUMs have distinct characteristics of ZEA. Since
these are produced by fungi that have the development characteristic in the post-harvest,

the data show that they did not have the gradual reduction, but the concentrations



4

generally had a small reduction between the first and last evaluation period, but with an
increase in the second period. The mean concentration of FUMs reduced 60.35%, and
83.74% of the samples presented FUM contamination, and 48.84% of the total had results
above 5000 ug kg, this demonstrates that in the period there was a reduction in incidence
with reduction in concentration.

Contamination by AFLs decreased by 30.63% in the mean results, with a reduction
of 51.12% incidence, 3.50% of samples with a concentration above 50 ug kg*. The state
of Mato Grosso (MT) had the highest incidence and average concentration of AFLS,
especially for the months between September and December 2016, where the highest
concentration obtained was 824 ug kg* of AFLs. External precipitation and temperature
factors may have contributed to these results, but as the development characteristics of
AFLs is postharvest, the storage factor seems to play the largest role in the high
concentrations of mycotoxin. As expected, external factors such as temperature,
precipitation and storage seem to be the biggest interference in the production of

mycotoxins in corn.

Keywords: Monitoring, Contamination, Production, Mycotoxins, Climate



1.0 Introducéao

Os fungos podem causar efeitos indesejaveis na agricultura devido a sua elevada
capacidade de adaptacao [1]. As micotoxinas, substancias produzidas pelos fungos, sao
intensivamente estudadas desde 1961, quando metabdlitos altamente téxicos de
Aspergillus flavus, as AFLs, foram isoladas em ragdes contendo amendoim que foram
importadas pelo Reino Unido [2].

As micotoxinas sdo compostos organicos de baixa massa molecular e que nao
possuem imunogenicidade. Em climas tropicais e subtropicais, como no Brasil, o
desenvolvimento fungico é favorecido por diversos fatores como a presenca de
substratos altamente nutritivos e as condi¢cdes de umidade e de temperatura [3]. Assim,
se o surgimento de fungos é dependente do clima, Wu [4] afirma que, devido as
alteracdes no clima, a incidéncia da contaminacao também pode variar.

Um dos metabdlitos dos fungos, as micotoxinas sao substancias toxicas
resultantes do metabolismo secundario de diversas cepas de fungos filamentosos [5], no
qual os metabdlitos primarios sdo aqueles essenciais ao crescimento dos fungos e os
secundarios sao formados durante o final da fase exponencial de crescimento, e ndo
possuem significancia aparente para o crescimento ou metabolismo do organismo
produtor [6].

O crescimento e a producdo de micotoxinas nos cereais como o milho podem
ocorrer nas diversas fases do desenvolvimento, maturacdo, colheita, armazenamento e
consumo. Hoje sdo conhecidas mais de 30.000 espécies de micotoxinas, sendo que
menos de 300 sdo estudadas [7]. O milho € um dos cereais mais suscetiveis a
contaminacdo por micotoxinas devido a suas caracteristicas fisiologicas [8], e uma das
principais matérias-primas na producédo de racéo, e é necessario que se tenha avaliacao
deste tipo de gréo, haja visto que se pode apresentar elevadas concentragfes de
micotoxinas dependendo da regido de producéo.

Internacionalmente existem varias legislacdes que tratam dos limites maximos de
micotoxinas em alimentos destinados ao consumo humano e animal. No Brasil, a Portaria
MA/SNAD/FA N° 07 de 09/11/1988 [9] € a legislacdo que determina os limites maximos
aceitos em milho destinado a producéo de ragdo animal, e as RDC 07 de 18/02/2011 [82]
e RDC N° 59 de 26/12/2013 da ANVISA [81] estabelecem os valores aceitos para a

alimentacdo humana. As Tabelas 1 e 2 trazem alguns dados sobre as legislacdes
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nacionais e internacionais em relacéo aos limites maximos permitidos em milho destinado

a alimentacdo humana e animal.

Tabela 1. Limites maximos permitidos de micotoxinas em milho destinado a alimentagédo humana.

Pais Micotoxina Limite Maximo (ug kgt)
Mercosul AFL 20
Brasil AFL 20
Uni@o Europeia AFL 5
Brasil FUM 3000
Uni&o Europeia FUM 400
Brasil ZEA 300

Tabela 2: Limites méximos permitidos de micotoxinas em milho destinado a alimentagéo animal.

Pais Micotoxina Limite Maximo (ug kg?)
Brasil AFL 50
Unido Europeia AFL 20
Brasil FUM 5000
Unido Europeia FUM 400
Brasil ZEA 400
Unido Europeia ZEA 300

No Brasil, a legislacdo aceita valores maximos até 50 ug kg de AFL, 5000 ug kg-
1de FUM e 400 ug kgt de ZEA [9]. Entretanto, é possivel observar que os valores aceitos
internacionalmente sdo menores. Desde a descoberta das micotoxinas até hoje, nao
existe um meio eficiente de prevengao da contaminagdo dos graos por micotoxinas [10].

O milho tem a sua origem nas Américas, mas é cultivado em todo o mundo. E um
alimento muito importante e muito utilizado na nutricdo animal e humana [11]. O milho é
considerado o componente mais importante como fonte energética na formulacéo de
racbes. Se processado corretamente, nas melhores condicbes de temperatura, ha
aumento na digestibilidade de seus nutrientes [12, 13]. O aumento da temperatura no
tratamento térmico aumenta a digestibilidade dos carboidratos porque a amilase e a
amilopectina, organizadas inicialmente em granulos, sdo expostas a uma maior acao
enzimatica quando os granulos sao desfeitos pelo calor [14].

As principais micotoxinas encontradas no milho que podem afetar o desempenho
dos animais sdo as aflatoxinas, produzidas por fungos do género Aspergillus como A.
flavus e A. parasiticus que atingem principalmente o figado; as fumonisinas que danificam
os pulmbes, produzidas por diversas espécies do género Fusarium; e a ZEA que tem
efeitos estrogénicos afetando o sistema reprodutor, produzida principalmente por

espécies de fungos do género Fusarium graminiarum e Fusarium culmorum [15].
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Os diferentes fungos produtores de micotoxinas sdo encontrados em todas as
regides do mundo e podem crescer em uma grande variedade de substratos e sob varias
condicdes de umidade, pH e temperatura. Assim, 0s gréos estdo sujeitos a invasao por
fungos e a contaminagdo com micotoxinas no campo, durante a colheita, processamento,
transporte e armazenagem, quando em condicfes deficientes de manuseio [16, 17, 18].

Sob condi¢cbes ambientais favoraveis, os fungos podem produzir micotoxinas em
produtos agricolas como o milho durante o crescimento da planta, colheita,
armazenagem e industrializacdo [14] e pode ser acelerado por vérios fatores como
temperatura, substrato, atividade de agua, umidade, pH e tempo [19]. Umidade e
temperatura sao fatores fundamentais para o desenvolvimento de micotoxinas no milho
[20] e, ainda de acordo com Lopes [21], o periodo de tempo e as condi¢des climatimas
que os graos de milho sdo expostos a fatores como temperatura e precipitagdo Sao
fundamentais para a qualidade dos gréos, independente das tecnologias de producgéo
aplicadas na plantacéo.

As boas praticas agricolas representam a principal forma de defesa contra a
contaminacao de cereais por micotoxinas, seguido pela implementacéo de boas praticas
de fabricacao durante a manipulacdo, armazenamento, processamento e distribuicdo dos
cereais para a alimentacdo humana e animal [5]. Se 0s animais consomem racdes
contaminadas por micotoxinas, colocam em risco e comprometem toda a cadeia de
producdo podendo chegar até o consumidor final, causando sérios riscos a saude
publica.

Quando os animais ingerem micotoxinas, os efeitos podem ser bastante diferentes
dependendo da substancia, da concentracdo e do estado de saude do animal. As
micotoxinas implicam em enormes perdas econdmicas, sanitarias e comerciais, pois
reduzem o rendimento produtivo dos animais e interferem no fator de conversao
alimentar, o que muitas vezes acaba sendo confundido com deficiéncia nutricional [3].
Conforme Figura 1, é possivel observar que estes fatores sao fundamentais e interferem

diretamente na qualidade do milho quanto na producéao de micotoxinas [15].



Fatores Ambientais Fatores de Colheita
Fatores Biologicos Maturidade da planta Umidade
Susceptibilidade da planta Temperatura Temperatura

Toxicidade do Fungo Umidade Danos causados por

Precipitagio insetos, pragas e fungos

Estocagem /

Umidade
Temperatura

Contaminagdo Cruzada

l

Distribuigéao

Figura 1. Fatores que contribuem para o desenvolvimento de fungos. Fonte: [15].

Animais Humanos

No Brasil, a maior parte dos estudos para determinacado de micotoxinas em milho
€ desenvolvida principalmente na regido centro sul e, recentemente, na regidao sul do
pais. Um estudo [22] demonstrou que amostras de milho comercializadas na regiao
nordeste do pais foram analisadas para detectar a ocorréncia de micotoxinas e, apesar
do clima na regi&do nordeste ser mais seco, 94,6% das amostras analisadas apresentaram
concentracGes de 20 a 8600 pug kg de diferentes micotoxinas.

De acordo com os dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB)
[23], a safra 2015/2016 apresentou grandes variacdes de precipitacdo, temperatura e
umidade durante todo o periodo de producdo. No pais inteiro, a lavoura foi fortemente
afetada pelo comportamento do clima. As temperaturas apresentaram variacdes
significativas e ficaram acima da média na maioria dos estados, registrando ondas de
calor muito intensas e baixa umidade relativa do ar. Paralelamente, houve ocorréncia de
vendavais e chuvas de granizo em diversas regides produtoras, causadas principalmente
pelo fendmeno El Nifio. Na regido Sul, no inicio do inverno, ocorreram geadas associadas
a fortes chuvas, e no Parana ocorreram varios focos de ferrugem, provocando grandes
prejuizos as lavouras.

Devido ao grande indice de ocorréncia e de varios fatores que podem interferir na
qualidade do milho, é necessario que seja feito intenso monitoramento dos niveis das

micotoxinas presentes nos graos utilizados para a producédo de ragdes para 0s animais.



2.0 Micotoxinas

2.1 Aflatoxina

As AFLs sdo um grupo de micotoxinas estruturalmente semelhantes, produzidas
sobretudo por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, sendo o grupo de micotoxinas
com o maior impacto na producdo de aves [24]. As AFLs constituem um grupo de
aproximadamente 20 metabdlitos fungicos, embora somente as AFLs B1, B2, G1 e G2
s&o consideradas metabdlitos toxicos e sdo normalmente encontradas em alimentos. E
0 grupo de micotoxinas com o maior impacto no desenvolvimento de pesquisas na area
de micotoxicologia, devido a sua implicacdo [22]. Quimicamente, sS40 compostos
caracterizados pela ligacdo de dihidrofurano ou tetrahidrofurano a uma estrutura

cumarinica altamente substituida, conforme Figura 2.

Aflatoxina B1

Figura 2. Formula estrutural da AFL B1. Fonte: [15].

A AFL B1 é considerada atualmente como a mais tOxica e com maior poder
carcinogénico dentre as micotoxinas [25], além de ser também a mais frequentemente
encontrada em alimentos. A toxicidade aguda para o figado, hepatocarcinogénese,
teratogénese, mutagénese, Iimunossupressao, efeito anticoagulante, anemia e
diminuicao da fertilidade sé&o alguns dos efeitos nocivos da exposicao as AFLs. Os efeitos
da intoxicacdo aguda por AFLs caracterizam-se por danos hepaticos, tais como ascite,
degeneracdo hepdtica, proliferagcdo do ducto biliar e necrose hepatica causados em
varias espécies animais [26, 27]. Estima-se que cerca de 35% dos casos de cancer
humano estejam diretamente relacionados a dieta, e a presenca de AFLs em alimentos
é considerada um fator importante na producédo de cancer hepatico, principalmente em

paises tropicais [28].
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As AFLs tem a capacidade de se ligarem ao DNA das células interferindo na
sintese proteica, além de contribuirem para a ocorréncia da aplasia timica - auséncia
congénita do timo e das paratiredides, com consequente deficiéncia da imunidade celular
[29] e as AFLs tém propriedades oncogénicas e imunosupressivas, induzindo infec¢des
em pessoas contaminadas com essas substancias.

No milho, a contaminacdo por AFLs tem sido descrita com baixa frequéncia no
Brasil [30]. Entretanto, alguns estudos [31] indicam maior incidéncia, pois relataram que
35% das amostras de milho analisadas apresentaram contaminacao por AFLs no estado
do Rio Grande do Sul (RS). Contaminacdo por AFLs foi encontrada em 60 das 110
amostras de milho recém-colhido analisadas (54,5%) no Estado de Sdo Paulo (SP) [32],
com concentracdes de AFL B1 variando de 6 a 1600 ug kg*. Em outros estudos [33, 34]
foi encontrada contaminacdo em 56% das 600 amostras de milho provenientes dos
estados do Parand, Goias (GO) e Mato Grosso do Sul (MS). Em outro estudo, 98% das
264 amostras de milho em gréos de varios estados brasileiros estavam contaminadas
por AFLs [35].

2.2 Fumonisinas

As Fumonisinas (FUM) foram isoladas e caracterizadas pela primeira vez em 1988
na Africa do Sul. Foram descritas quatro séries de FUMs, nomeadas por A, B, C e P. As
da série B incluem as FUMs mais ativas, sendo a FUM B1 e FUM B2 as mais estudadas,
e pouco se conhece acerca da ocorréncia das FUMs FUM B3 e FUM B4 [36]. A FUM B1
€ considerada a mais importante devido a sua maior toxicidade e por geralmente
representar até 70% do total de FUMs produzidas em culturas de laboratério ou em milho
naturalmente contaminado.

Estudos mostraram que as FUMs tém efeitos hepatotoxicos, nefrotoxicos e
imunossupressor [37]. AFUM B1 pode causar leucoencefalomalacia em cavalos e edema
pulmonar em suinos [38, 39]. Além disso, estudos demonstram que em seres humanos,
altos niveis de FUMs em derivados de milho tém sido associados a casos de cancer
esofagico na Africa do Sul e China [40].

As FUMs sédo moléculas estruturalmente relacionadas, tendo ja sido isoladas e
caracterizadas as seguintes espécies; FUM B1, FUM B2, FUM B3, FUM B4, FUM Al,
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FUM A2, FUM A3, FUM C1, FUM C3, FUM C4, FUM P1, FUM P2, FUM P3, FUM PH1a,
FUM PH1b. Quimicamente, suas estruturas sdo baseadas na cadeia de
pentahidroxieicosano contendo grupos metila e também grupos amino (B1 e B2) ou
grupos acetil amino (Al e A2). As FUMs séo hidrossoluveis, o que tem dificultado seu
estudo. E provavel que muitas outras micotoxinas permanecam ainda desconhecidas,

gracas a essa caracteristica de hidrossolubilidade [29].

o [COOH]
_,,,l|~_,x~__#,«-h__§,»{coGH;
o R1 RZ2
.____..-"-H_H_F___..-"'H.__ _.-'l*-,.\h_.___,.-"--,_\_‘_.__f_.-"'m_ ‘_f'-"'\-.\._‘-\- __f"-wv/l-\_‘_’____.-'ln, __.ISH_:I
CH, O CH, R3 NH,
!
—
o” 1\
HOOCT L oom

Figura 3. Formula estrutural da FUM B1, na qual R1, R2 e R3 = OH. Fonte: [14]

No Brasil, como ocorre em outras partes do mundo, ha alta contaminacéo de milho
e produtos derivados com FUM. FUM B1 e B2 foram encontradas em quase todas as
amostras de milho provenientes do PR, MS e GO analisadas no periodo entre 1990 a
1991 [41]. As FUMs B1 e B2 também foram detectadas em aproximadamente 50% dos

alimentos a base de milho comercializados na cidade de Campinas, Sao Paulo [42].

2.3 Zearalenona

A ZEA é uma micotoxina estrogénica que normalmente ocorre junto com o
deoxinivalenol no trigo e milho [43]. Os efeitos da ZEA sédo similares aos do hormdnio
estrogénio, podendo induzir, em altas concentracdes, a feminilizacdo, além de interferir
na ovulagédo, concepgédo, implantacdo e desenvolvimento fetal [44]. Alguns autores
consideram a denominacdo de toxina para a ZEA inadequada uma vez que, embora
biologicamente potente, ela é raramente toxica. Sua estrutura, na realidade, assemelha-
se ao 7R-estradiol, principal hormdnio produzido no ovario feminino humano. Segundo
alguns estudiosos, a ZEA seria mais bem classificada como estrogeno néao esteroidal ou

um micoestrégeno [45].
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Embora a associacao entre a exposicdo a ZEA e o0 aparecimento de doencas em
humanos ainda seja especulativa, puberdade precoce e ginecomastia em criancas
observadas em Porto Rico foram correlacionadas com a alta concentracdo de ZEA em
alimentos a base de milho consumidos por esta populagéo [46].

A ZEA, cuja designagdo quimica & 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-beta-
resorciclico-acido-lactona [15], € quimicamente descrita como uma lactona fendlica acida
resorciclica (Figura 3). A ZEA é um metabdlito secundario fangico predominantemente
produzido por fungos do género Fusarium graminiarum e Fusarium culmorum [47]. Estas
espécies sdo conhecidas por colonizarem cereais e mostrarem tendéncia a se
desenvolverem em baixas temperaturas [48]. Associados ao milho, esses fungos
invadem a planta no estagio de floracdo, especialmente no periodo chuvoso e, se 0s
niveis de umidade permanecerem altos apos a colheita, o fungo se desenvolve e produz

a toxina.

OH O

HO

@

Figura 4. Formula estrutural da ZEA. Fonte: [14].

Como as micotoxinas, na sua maioria, sdo termicamente estaveis, 0 processo de
destoxificacao para tornar os graos seguros para uso geralmente envolvem a adicao de
adsorventes nado-destrutivos que se ligam as micotoxinas no trato gastrointestinal,

diminuindo a biodisponibilidade e a toxicidade a ela associadas [15].

3.0 Técnicas de Determinacdo de Micotoxinas

Existem dois tipos de métodos de analise de micotoxinas, os métodos qualitativos e

0s meétodos quantitativos. Os qualitativos determinam a presenca ou ndo de micotoxinas,
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em locais de recepcdo e armazenamento de matérias-primas para permitir a primeira
evidéncia de amostras contaminadas.

Os métodos para quantificacdo de micotoxinas englobam, de um modo geral as
etapas de amostragem, preparacdo da amostra, extracdo, purificagdo, separacao,
deteccao, confirmacéo e quantificacdo. Hoje, existem diferentes métodos analiticos para
a determinacao de micotoxinas, sendo 0s mais usuais as técnicas cromatograficas como
a cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), cromatografia a gas/espectrometria de massas (GC/EM) e a técnica enzimatica

de imunoabsorcéo (ELISA).

3.1 - Cromatografia Camada Delgada (CCD)

A CCD foi a primeira técnica aplicada para a determinacéo de micotoxinas, sendo
mais recomendada até a década de 1990. No entanto, para sua deteccdo sao
necessarias reacdes quimicas que as tornem coloridas para sua deteccéo [49]. Devido
as manipulacbes e reacBes necessarias, esta técnica oferece resultados com
variabilidade na precisao de até 20% e muitos resultados falsos negativos [50].

O método consiste na separacdo de componentes de uma mistura mediante a
migracao diferencial sobre a camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie
plana. O processo de separacédo é fundamentado no fenbmeno de adsorcao, entretanto,

utilizando fases estacionarias tratadas pode ocorrer por troca ibnica ou particao [51].

3.2 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE é uma técnica analitica usada para separar e quantificar componentes
numa mistura liquida utilizando pequenas colunas recheadas de materiais especialmente
preparados e uma fase movel que € eluida sob altas pressdes [51]. Para a determinacao
de micotoxinas, a CLAE deve ser associada a purificacdo com colunas de
imunoafinidade, nas quais sua imunoafinidade € usada para reter antigenos e anticorpos

[48]. A fase mdvel (liqguida) movimenta-se continuamente através da coluna contendo a
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fase estacionaria, e o soluto interage com as fases estacionaria e mével por adsorcéo,
particdo, exclusdo molecular ou troca i6nica. A CLAE requer que a amostra seja soluvel
na fase movel, sendo o método ideal para a separacao de espécies ibnicas.

A CLAE é a técnica oficial e mais recomendada internacionalmente por 6rgaos
como a Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) para a
determinacao de micotoxinas, com alta seletividade e capacidade de deteccédo de baixos

limites.

3.3 - Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/EM)

A técnica de GC/EM tem sido desenvolvida para a determinacdo de micotoxinas
devido suas caracteristicas de estabilidade térmica. Estudos [79] foram realizados para
comparar os resultados dos métodos GC/EM e ELISA para a determinacdo de
micotoxinas em amostras de alimentos, racdes e cereais. Foram verificadas variacdes
entre os resultados médios de 2,9 %, para AFL, FUM e ZEA e 10 % para a determinacao
de Ocratoxina.

Por meio de um sistema de injecdo, na técnica de GC/EM a amostra € introduzida
em uma coluna contendo a fase estacionaria, € o uso de temperaturas adequadas
permite a vaporizagdo das substancias que de acordo com as suas propriedades ou da
fase estacionaria, sdo retidos por tempos determinados saindo da coluna em tempos
diferentes. Como as micotoxinas sdo compostos termicamente estaveis e volateis, &
possivel sua determinacéo utilizando a técnica GC/EM em temperaturas elevadas, sem
que haja decomposicéo [49]. A utilizacdo de detectores adequados como espectrémetro
de massas (EM) na saida da coluna torna possivel a deteccdo e quantificacdo de

substancias como micotoxinas.

3.4 —Imunoabsorgcdo Enzimatica (ELISA)

Este método é baseado nas interagcbes entre anticorpos e antigenos. O
fundamento da técnica ELISA (Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica) aplicada a
deteccdo de micotoxinas decorre de uma reacdo de competicdo das moléculas
eventualmente presentes (micotoxinas) numa determinada amostra, com outras que séo

adicionadas de forma controlada e que estdo convenientemente marcadas (conjugado),
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por meio da sua unido a anticorpos. Uma vez que ambas tém a mesma afinidade, quanto
mais contaminada estiver a amostra, mais moléculas sem marcar irdo se unir ao anticorpo
[48]. As micotoxinas precisam ser ligadas a proteinas transportadoras para separar
complexos antigeno-anticorpo e detectam apenas o marcador livre [50].

Na técnica ELISA, a micotoxina alvo em uma porcado do extrato compete com
enzimas quimicamente marcadas por sitios de ligacdo em micropocos que contém
anticorpos especificos. A adicdo de um substrato especifico promove a alteracao de cor
possibilitando realizar a medida de absorbancia da amostra [52]. Quanto menor a

concentracdo da micotoxina, maior o desenvolvimento da cor, conforme Figura 5.
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Figura 5. Principio da técnica ELISA para determinacdo de micotoxinas. Fonte: [52]

Todas as técnicas para deteccdo e quantificacdo de micotoxinas sdo geralmente
dificeis de serem executados, caras e ndo sdo adequadas para medidas de controle em
tempo real. A Tabela 3 apresenta as principais vantagens e desvantagens da utilizagéao

de cada técnica para determinagcdo de micotoxinas.
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Tabela 3. Comparacdo dos métodos analiticos utilizados para a determinacdo de micotoxinas

Técnica Vantagens

Desvantagens

Pode identificar mais de um tipo de

GC/EM . : S
micotoxina sem testes adicionais.
CLAE Pode |dent|f|c§r mais de um tipo de
micotoxina.
ceD Pode detecta_r mais de um tipo de
micotoxina
ELISA Rapido, relativamente barato em

relagdo aos demais métodos

Muito lento. Mais caro do que outros métodos de andlise.

Mais caro do que outros métodos de analise. Pode ser
necessario teste para a confirmagédo da presenca de
micotoxinas. E o método referéncia para o
desenvolvimento de novas metodologias analiticas.

Mais lento que o método ELISA. Pode ser necessario teste
para a confirmacado da presencga de micotoxinas.

Detecta apenas uma micotoxina por vez. Pode ser
necessario teste para a confirmacéo da presenca de
micotoxinas. Valores de LQ elevados.

Fonte: Autor

A técnica ELISA oferece algumas vantagens em comparacdo com as técnicas

cromatograficas para aplicacdes de monitoramento da qualidade de produtos e cereais

como o milho. Além de garantir a confiabilidade dos resultados, possui menos

interferentes tornando-a mais rapida, barata e acessivel para as empresas. Apesar da

técnica ser capaz de determinar apenas uma micotoxina por vez, o tempo de analise é

muito menor que a analise cromatografica possibilitando a realizacdo de um maior

namero de analises. A rapidez dos resultados é fundamental para a tomada de decisées

mais efetivas nas industrias. Devido a estas vantagens, no presente estudo foi adotada

a técnica ELISA para a determinacéo das micotoxinas AFL, FUM e ZEA em milho.
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4.0 Objetivo Geral

Avaliar a incidéncia da contaminacao por AFLs, FUMs e ZEA em milho produzido
nos estados de PR, MT e MS.

4.1 Objetivos Especificos

» Coletar dados de temperatura e precipitacdo das regides determinadas
produtoras de milho;

» Relacionar os fatores de estresse aos indices de contaminacdo de cada
micotoxina;

» Avaliar a influéncia das condicdes de temperatura e precipitacdo na
probabilidade de contaminacdo de AFLs, FUMs e ZEA;

» Monitorar tendéncia nos resultados obtidos nos ultimos anos da
contaminacao de AFLs, FUMs e ZEA.



18

5.0 Procedimento experimental

Os dados de umidade, temperatura e precipitacdo média diaria foram obtidos na
plataforma de dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET?) de 100 estacdes de
monitoramento automaticas e convencionais dos estados avaliados. Os dados diarios de
umidade, temperatura e precipitagdo foram convertidos em resultados médios mensais e

correlacionados aos resultados encontrados de micotoxinas.

6.0 Materiais e Métodos

6.1 Amostras

As amostras de milho foram coletadas de 600 fornecedores diferentes dos estados
avaliados, distribuidos em cerealistas, cooperativas, armazéns e agricultores. Para o
ensaio de AFLs, foram analisadas 12.372 amostras distribuidas da seguinte maneira: PR
(n = 6.316), MS (n = 3.669) e MT (n = 2.387) Para o ensaio de FUMs, foram analisadas
14.009 amostras distribuidas da seguinte maneira: PR (n = 6.194), MS (n = 5.473) e MT
(n = 2.342) Para o ensaio de ZEA, foram analisadas 9.268 distribuidas da seguinte
maneira: PR (n = 4.972), MS (n = 2.745) e MT (n = 1.551) de. Todas as amostras
correspondem ao periodo entre maio de 2015 e abril de 2018 e foram devidamente
identificadas com localizacdo, data de coleta e fornecedor. Apés o recebimento das

amostras no laboratérios, todas foram analisadas em até 48 horas.

6.2 Extracéao

Todos os ensaios foram realizados utilizando kits de Imunoabsorgédo Enzimética
(Elisa) da marca Neogen®. O ensaio de AFL possui limite de deteccéo (LD) de 1,4 ug kg
L, limite de quantificacédo (LQ) de 5 ug kg e intervalo de quantificacédo de 5 a 50 ug kg?;
0 ensaio de FUM possui LD de 200 ug kg, LQ de 500 ug kg™ e intervalo de quantificacdo
de 500 a 6000 ug kg?; e o ensaio de ZEA possui LD de 10 pg kg?, LQ de 25 ug kgte
intervalo de quantificacéo de 25 a 500 pg kg;

1 http://www.inmet.gov.br/portal/



http://www.inmet.gov.br/portal/

19

Cada amostra foi particionada em quarteador Johnes (Gehaka) e moida em
moedor Marconi com peneira de 0,5 mm. A extracao foi realizada com 10 g de amostra
diluida em 50 mL solucao de metanol 70 % (v/v) em pH 7,0 em agitador tipo Kline, marca
Coleman, a 60 rpm (rotacdes por minuto) durante 5 minutos. A solugéo foi filtrada em
papel qualitativo marca Unifil. Para as amostras com concentracao superior ao limite
maximo do ultimo ponto da curva de calibracéo, foi realizada a diluicdo de 0,5 mL do
extrato em 8 mL de &gua MilliQ-Millipore. Se necessério, outras diluicbes foram

realizadas.

6.3 Metodologias para as Determinacgodes

6.3.1 Aflatoxinas

Para curva de calibracao de aflatoxina foram utilizados padrdes de 0, 5, 15 e 50
ug kg que séo fornecidos juntamente com os kits de analise. O volume de 100 pL do
filtrado de cada amostra foi transferido para o micropo¢co de mistura e adicionou-se 100
pL do reagente conjugado e incubado por 20 segundos a temperatura ambiente. Um
volume de 100 pL foi transferido do micropogo de mistura para 0 micropogo revestido
com anticorpos e incubado a temperatura ambiente por 3 minutos. Apos periodo de
incubacédo, a amostra foi descartada e o micropoco lavado 5 vezes com agua ultrapura.
O excesso de agua foi removido agitando-se o micropoc¢o contra papel absorvente. Foi
adicionado 100 pL de substrato no micropoc¢o lavado e incubado por 3 minutos a
temperatura ambiente, e, apds este periodo, foi transferido 100 yuL de uma solucao acida
(reagente stop) em cada micropoco para cessar a reacdo, e realizada medida de

absorbancia em leitora Elisa usando filtro de 650 nm.

6.3.2 Fumonisinas

Para curva de calibracéo foram utilizados padrdes de 0, 500, 1000, 3000 e 6000
ug kgt fornecidos juntamente com os kits de andlise. O volume de 100 pL do filtrado de
cada amostra foi transferido para o micropo¢co de mistura e adicionou-se 100 pL do
reagente conjugado e incubado por 20 segundos a temperatura ambiente. Um volume de
100 pL foi transferido do micropog¢o de mistura para 0 micropog¢o revestido com anticorpos
e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Apés periodo de incubacéo, a amostra

foi descartada e o micropoco lavado 5 vezes com agua ultrapura. O excesso de agua foi
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removido agitando o micropog¢o contra um papel absorvente. Foi adicionado 100 pL de
substrato no micropoco lavado e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, apos
periodo foi transferido 100 uL de reagente stop em cada micropoco, e realizada medida

de absorbancia em leitora Elisa usando filtro de 650 nm.

6.3.3 Zearalenona

Para a realizacao do ensaio de ZEA foi retiradol mL do extrato e diluido em 4 mL
de agua MilliQ-Millipore. Para as amostras com concentracéo superior a 500 ug kg foi
realizada a diluicdo de 0,5 mL do extrato em 8 mL de agua MilliQ-Millipore. Para curva
de calibragdo foram utilizados padrdes de 0, 25, 75, 150 e 500 pg kg? fornecidos
juntamente com os kits de analises. O volume de 100 pL do filtrado de cada amostra foi
transferido para o micropoc¢o de mistura e adicionou-se 100 pL do reagente conjugado e
incubado por 20 segundos a temperatura ambiente. Um volume de 100 pL foi transferido
do micropoco de mistura para o micropogco revestido com anticorpos e incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos. Apds periodo de incubacdo, a amostra foi
descartada e o micropoco lavado 5 vezes com agua ultrapura. O excesso de agua foi
removido batendo o micropogo contra um papel absorvente. Foi adicionado 100 pL de
substrato no micropoco lavado, e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, apos
periodo foi transferido 100 pL de reagente stop em cada micropoco, e realizada medida

de absorbancia em leitora Elisa usando filtro de 650 nm.

6.3.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando software Action Stat® e planilhas de
calculo do Excel®. A avaliacdo por andlise de variancia (ANOVA) foi a técnica utilizada
para tratamento dos dados a confiabilidade de 95%. ANOVA permite avaliar diferentes
variaveis que combinadas podem indicar se existem diferencas significativas entre as
médias e se os fatores avaliados exercem alguma influéncia sobre alguma das variaveis
gue podem ser dependentes.

O coeficiente de correlagdo de Pearson é um dado estatistico da medida de
associagdo entre diferentes varidveis quantitativas que varia entre -1 e 1. Indica o grau
de relacéo entre variaveis que podem indicar a dependéncia de um resultado em resposta
a variacao de alguma variavel. Quanto mais proximos os resultados de 1 e -1 indicam

alta correlacéo entre as variaveis, portanto, as variaveis sdo dependentes. Resultados
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que variam de 0 a 0,5 e 0 a -0,5 indicam que ha pouca correlacdo entre as variaveis
avaliadas. Apesar do coeficiente de variagcdo ser um fator indicativo do grau de variacao
do teor de micotoxina em funcgéo do fator precipitacdo e temperatura, existem também
um grande nimero de amostras que néo estao contaminadas, sendo estas excluidas dos
testes de correlacdo por ndo serem variaveis continuas.

Os dados estatisticos sdo apresentados ao longo dos resultados no decorrer da

discussao de cada micotoxina analisada.

7.0 Resultados
7.1 Precipitagdo e Temperatura

De acordo com estudo realizado por Rodriguez-Amaral [53], as variacoes de
temperatura e precipitacdo ano a ano, diferentes climas, praticas agricolas, manuseio
pos-colheita, processamento e condi¢cdes de armazenamento ndo devem ser tomados
como absolutos, mas séo indicativos das causas de diferentes niveis de contaminagao.
O clima no Brasil € muito diversificado, o que pode favorecer o desenvolvimento de
micotoxinas no milho. O clima de uma regido é condicionado por fatores como
precipitacdo, umidade relativa, radiacdo solar, temperatura do ar, velocidade do vento,
direcdo do vento e pressdo atmosférica [14]. Esses fatores, por sua vez, sao influenciados
por altitude, latitude, topografia, caracteristicas do solo e da vegetagdo, entre outros
aspectos [54, 55].

Os dados de precipitacdo e temperatura podem estar diretamente relacionados
aos resultados de micotoxinas analisadas no presente estudo. Os estados de MT e MS
apresentam distribuicbes semelhantes na precipitacdo, diferentemente do PR que
concentra a precipitacdo entre novembro a marco e reduzindo a média deste periodo de

ano a ano. Estes dados séo apresentados conforme Figuras 6 e 7.
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As variacbes de temperatura entre os periodos de avaliagdo sdo pouco
significativas (p>0,05; 0,093), entretanto, é possivel observar variacdo nesta condicao ao

longo do mesmo periodo, e observar similaridade entre os dados de temperatura e
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precipitacdo durante o mesmo periodo do ano. Estas variacbes sao na sua maioria
decorrentes da estacdo do ano, as quais o periodo de inverno tem as menores
temperaturas e menores indices de precipitacdo. Entre os estados é possivel observar
diferencas nestes indices, que serdo discutidas e contextualizadas ao longo das

discussodes acerca dos resultados das micotoxinas.

7.2 Zearalenona

A contaminacéo por ZEA em milho foi detectada em diferentes estados e periodos.
A andlise de variancia (ANOVA), utilizando programa Excel profissional plus, versao 2013
mostra que existem diferencas significativas durante o periodo de avaliacédo (p < 0,05)
entre os Estados do PR e MT (F = 18,32) e MT e MS (F = 20,01). Entre PR e MS (F =
0,92) ndo ha diferenca significativa. Como demonstrado na Tabela 4, ao decorrer do
periodo de avaliacdo, todos os estados seguem a mesma tendéncia de diminuicdo de

resultados médios em funcdo do tempo.

Tabela 4. Resultados médios de ZEA entre maio de 2015 e abril de 2018. Fonte: Autor.

2015/16 2016/17 2017/18
Média Valor Maximo Média Valor Maximo Média Valor Maximo
(Mg kg?) £S Encontrado (Mg kgt) £ S Encontrado (ug kg?) £ S Encontrado
(Mg kg™) (ug kg?) (ng kg™)
PR 458,5 + 537,2 6500,0 240,5 + 266,2 7800,0 120,3 +184,2 2700,0
MS 441,2 + 464,4 3632,0 150,1 +197,8 1835,0 107,8 +150,1 1100,0
MT 119,8 + 140,2 860,3 105,7 +142,1 891,5 57,0+ 427 175,0

S = Desvio padrdo médio

De acordo com os resultados das analises realizadas, o estado do PR apresentou
a maior variacdo de ZEA no periodo de maio de 2015 a abril de 2016, com resultado
maximo de 6500,0 pug kg, mesmo periodo que os demais estados apresentaram as
maiores variagdes, sendo menos representativas que a do estado do PR. Para os demais
periodos, a menor variacao foi no estado do MT no periodo de maio de 2017 a abril de
2018 com concentragdes de até 175,0 ug kg, mesmo periodo no qual ocorreu a menor
concentracdo média encontrada em todos os estados, 120,3, 107,8 e 57,0 ug kg*. No
periodo inicial (2015/16), dados [23] apontam que a lavoura foi fortemente afetada pelas
condi¢Oes climaticas, e as temperaturas apresentaram variagdes significativas e ficaram
acima da média na maioria dos estados, registrando ondas de calor muito intensas e

baixa umidade relativa do ar conforme apresentado anteriormente nas Figuras 6 e 7.
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Observa-se que os resultados médios de ZEA diminuiram 72,03 % na relacéo do

primeiro para o ultimo periodo de avaliacdo. Da mesma forma, a frequéncia da
contaminacdo média diminuiu de 73,17 % para 15,15 % no mesmo periodo, 0 que

representa uma reducao de 58,02 % na presenca de amostras contaminadas com ZEA.

A porcentagem de amostras acima de 400 pg kg! calculadas a partir das amostras

contaminadas também diminuiu significativamente ao longo do periodo, sendo os indices

de contaminagéo verificados entre as Figuras 8 e 16.
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Legenda:
%AVM: percentual acima do valor maximo permitido
%ACO: percentual amostras contaminadas

%ALQ: percentual abaixo do limite de quantificacdo

A reducdo no teor médio para Zearalenona entre os periodos é observada na

Figura 17.
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Figura 17: Resultados médios de ZEA ao longo do periodo de amostragem. Fonte: Autor
PR;

— MT;
MS.

Dados apontam que para a safra 2015/16 houve ocorréncia de vendavais e chuvas
de granizo em diversas regifes produtoras, causadas principalmente pelo fenémeno El
Nifio [23]. Na regido Sul, no inicio do inverno, ocorreram geadas e fortes chuvas,
enquanto que no PR ocorreram varios focos de ferrugem, evidenciando a diminuigéo da
qualidade do grao possibilitando as condi¢bes adequadas para aumento na concentracao
de micotoxinas [57]. Entretanto, na safra 2017/18 ocorreram adversidades climéticas na
época de plantio (estiagem), estagio vegetativo (excesso de chuvas) e na fase
reprodutiva com excesso de chuva, falta de luz e falta de calor no estado do PR sendo
gue os demais estados apresentaram maior estabilidade no clima e na distribuicdo das
chuvas [58]. A maior estabilidade no clima afetou positivamente a qualidade do gréo
produzido, sendo isso verificado diretamente na concentracédo de ZEA encontrada nas

amostras avaliadas.
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Em todos os estados avaliados no periodo amostrado, foi detectada a presenca
da ZEA em 6946 das 14789 amostras analisadas, o que representa 46,97 %. A
guantidade de 1131 amostras apresentaram concentracdes de ZEA acima de 400 ug kg
1, o que representa 10,26 % do total de amostras. O estado do PR teve a maior
guantidade de amostras acima do valor maximo permitido (n = 690), além da maior média,
273,1 pg kg "1 e maior percentual de amostras com concentracéo acima de 400 pg kg,
15,85 %.

Estes indices sdo bastante preocupantes, pois apesar dos niveis médios estarem
abaixo do limite preconizados de 400 g kg, para algumas espécies e racas de animais
estes niveis sdo considerados elevados. Em um estudo [59] foi realizada a avaliacdo de
120 amostras de milho safrinha de 2018 oriundos dos estados do Para (PA), Maranh&o
(MA), MT, MS, Minas Gerais (MG), PR e RS, sendo detectada a presenca de ZEA em
apenas 0,8% das amostras, no entanto, com concentragdo média de 704,9 ug kg?. A
incidéncia de contaminacdo é baixa, comparada com o presente estudo que, no mesmo
periodo, encontrou contaminacdo em 15,15 % das amostras nos estados do PR, MS e
MT.

Quando o indice de precipitacdo é avaliado, o estado do PR tem os dados mais
elevados no primeiro periodo, com precipitacdo média de 162,3 mm, fator fundamental
para o desenvolvimento de micotoxinas. No estudo realizado por Oliveira e colaboradores
[60] foram analisadas amostras neste estado (n = 57) e detectou-se a presenca de ZEA
em 73,6 % das amostras, com concentracdes de até 444,5 ug kgt em amostras de milho.
Queiroz [61] relata a presenca de ZEA em 95 % das amostras de milho do Brasil, com
niveis até 990 ug kg, e em outro estudo [62], em vinte variedades de milho da regiédo
Sul do Brasil, relatou-se a presenga em 75 % das amostras, com niveis de até 640 ug kg
L, Estudos [63] relatam a contaminacgéo de milho com ZEA em niveis médios de 195,2 ug
kgt. No entanto, outro estudo [64] relata niveis mais baixos de ZEA, até 12,26 ug kg?, e
[65], em seu estudo, ndo encontraram a presenca de ZEA em milho produzido em Goias
(GO) no ano de 2016, no entanto sua amostragem foi bastante reduzida (7 amostras).

Os demais estados tém o maior periodo de precipitacdo média entre 0os meses
de outubro a margo do ano. Pode-se observar que nos estados de MT e MS ocorre
tendéncia de aumento da concentragdo de ZEA conforme ocorre aumento na
temperatura e precipitagdo média mensal. Conforme Tabela 5 e Figuras 6 e 7 observa-

se que 0s mesmos periodos nos quais ha maior volume de precipitacdo, ha também
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maior temperatura, fato observado ao longo dos trés periodos, sendo que houve maior
precipitacdo média no periodo 2015/16, mesmo periodo no qual houve a maior presenca
de contaminagao.

A analise de correlagdo demonstra que o aumento na precipitagdo responde por
10,63% do aumento na concentracdo de ZEA para o estado do PR (correlacdo = 0,326),
enguanto que o aumento na temperatura corresponde por aumento de 15,05% no teor
de ZEA (correlacdo = 0,388) em milho proveniente do estado do PR. Para o estado do
MT variages na precipitagéo e temperatura ndo influenciam no teor de ZEA (correlagéo
=-0,085 e 0,038), ja para o estado de MS o aumento na temperatura corresponde a um
aumento de 2,50% do teor de ZEA (correlacédo = 0,158).

Tabela 5. Dados de precipitagdo e temperatura média. Fonte: [56]

2015/2016 2016/2017 2017/2018
Precipitacdo Temperatura Precipitacédo Temperatura Precipitacao Temperatura
média (mm) média (°C) média (mm) média (°C) média (mm) média (°C)
PR 197,3+£101,0 20,7+2,4 140,4 £ 55,5 19,6 £ 3,6 152,2 £ 90,4 20,3+2,5
MS 126,1+ 74,8 26,3+2,2 106,9 + 97,7 257+19 112,8 £102,4 259+1,1
MT 114,2 £ 97,99 230+14 156,2 + 127,2 225+1,2 142,8 £129,8 22,1+15

Resultado de precipitagédo e temperatura média + desvio padrdo médio

Nos estados de MT e MS, o periodo que antecede o més de maio é o que
apresenta as maiores temperaturas meédias, sendo que nestas regibes de altas
temperaturas pode ocorrer impacto na fase de enchimento dos grdos reduzindo a
produtividade com perda de peso e da qualidade do grdo devido a exposicdo as
condi¢Oes de estresse.

Alguns fatores caracteristicos sdo importantes serem avaliados, como a
distribuicdio dos resultados ao longo dos periodos. E nesta condicdo que é possivel
observar o0 mesmo padrdo de repeticdo dos resultados entre o primeiro e terceiro

trimestre de alguns estados conforme Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Resultados de concentracdo (ug kg?) de ZEA no estado de MT, periodo 2015/2016.
Fonte: Autor
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Figura 19. Resultados de concentracdo (ug kg') de ZEA no estado de MT, periodo 2016/2017.
Fonte: Autor.

No primeiro trimestre do periodo (maio 2015 a abril 2016) para o estado de MS e
para o segundo periodo (maio 2016 a abril 2017), no estado de MT, existem maiores
quantidades de amostras com elevadas concentracdes de ZEA. Este comportamento
pode estar ocorrendo no primeiro trimestre devido a diminuicédo de 42,22 % do volume
total de precipitagdo, enquanto que para o terceiro trimestre esta ocorrendo o aumento
de 104,38 % do volume de precipitacdo, o que pode indicar que, além do excesso de
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umidade e chuva, a diminuicdo da umidade relativa do ar também interfere diretamente
na condicdo da qualidade do grao produzido.

O estado do PR apresenta a maior variagdo dos demais estados avaliados. A
concentracdo é a mais elevada e ndo apresenta nenhuma tendéncia que é visualizada
dos demais estados. Houve, no entanto, diminuicdo entre o periodo 2015/16 para
2017/18 de 73,76 % na concentracdo e de 55,50 % na incidéncia de ZEA em milho

produzido no PR conforme Figuras de 20 a 22.
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Figura 20. Resultados de ZEA (ug kg™) no estado do PR no periodo 2015/2016. Fonte: Autor.
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Figura 21. Resultados de ZEA (ug kg™) no estado do PR no periodo 2016/2017. Fonte: Autor.
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Figura 22. Resultados de ZEA (ug kg™) no estado do PR no periodo, 2017/2018. Fonte: Autor.

O estado do PR apresentou a maior quantidade de amostras com teor de ZEA
acima de 400 pg kg? (N= 690), além de ter a maior concentracdo média em todos os
periodos avaliados, 273,1 ug kg, e os maiores niveis de contaminacdo maxima, 8300
ug kg? (2015/16), 7800 pg kg? (2016/17) e 2700 ug kg (2017/18). Estes valores quando
comparados com os resultados médios dos estados de MS e MT (com médias gerais de
233,0 pug kgt e 94,17 ug kg!) demonstram a alta contaminagdo das amostras oriundas
do PR. Estes dados demonstram também que apesar dos estados de MS e PR serem os
grandes produtores de milho, é de onde provém também a maior quantidade média de
amostras contaminadas com ZEA, 55,93 % no PR e 50,69 % no MS.

Dentro do mesmo estado avaliando os trés periodos é possivel observar que em

alguns casos ha diferencas conforme entre as Figuras 23 e 25.
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Figura 23: Comparacao dos resultados médios anuais de ZEA no estado do PR ao longo dos
periodos de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.

Estatisticamente, os dados de analise de variancia (ANOVA) para p<0,05
demonstram que existe diferenca significativa entre os valores do primeiro periodo para
os valores dos demais periodos. Conforme Figura 23, ha uma grande reducdo na
concentracdo média por periodo de avaliacdo, sendo este mesmo dado observado nas
Figuras 24 e 25.
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Figura 24: Comparacao dos resultados médios anuais de ZEA no estado do MS ao longo dos
periodos de avaliacdo do estudo. Fonte: Autor.
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No estado do MS, estatisticamente os dados de anélise de variancia (ANOVA)
demonstram que assim como no PR ha diferenca significativa entre os valores do primeiro
periodo para os valores dos demais periodos. Entretanto, a concentracdo média no
segundo e terceiro periodo de avaliacdo ndo foram significativamente diferentes.
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Figura 25. Comparacao dos resultados médios anuais de ZEA no estado do MT ao longo dos
periodos de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.

Estatisticamente os dados de analise de variancia (ANOVA) para p<0,05 (0,139)
demonstram que nao existem diferencas significativas nas concentracdes médias dos
diferentes periodos para o estado do MT. Apesar de ser observada reducdo na
concentracdo média, a concentracdo de ZEA no estado do MT é muito menor em
comparacao com os estados de PR e MS.

Ao longo do periodo de avaliacdo, pode ser observado que durante o primeiro
periodo (maio/2015 a abril/2016) ocorreu grande variacdo nos resultados com posterior
melhora e estabilidade. A variacdo inicial é decorréncia direta das variagbes que
ocorreram no clima no periodo, e sdo observadas com uma posterior melhora e
estabilidade nas condi¢cdes e distribuicdes de precipitacdo e temperatura, fatores que
contribuiram significativamente para diminuir a incidéncia de ZEA e, assim, melhorar a

gualidade dos graos em geral, conforme Figura 26.
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Figura 26: Resultados médios de ZEA ao longo do periodo de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.
PR;

m— MT;
MS.

Pode ser observado que ao longo do tempo houve diminuicdo nos resultados de
ZEA em todos os estados avaliados. Estes dados sédo importantes pois demonstram
como estao os niveis de contaminacédo por ZEA encontrados nos graos de milhos, pois a
falta de monitoramento pode acarretar grandes prejuizos a salde dos animais e
financeiros aos produtores. As elevadas concentragbes de ZEA em milho destinado a
producdo de racdo animal pode impactar diretamente nos ganhos reais principalmente
para mamiferos, visto que seus efeitos sdo similares aos do horménio estrogénio,
podendo induzir, em altas concentracdes, a feminilizacédo, além de interferir na ovulacéo,
concepcao, implantacéo e desenvolvimento fetal [66].

A combinacao do alto indice de precipitacdo no primeiro periodo pode ser um fator
fundamental para os altos resultados de ZEA principalmente no estado do PR, devido a
combinagdo de fatores ideais que podem favorecer o desenvolvimento da ZEA. A
temperatura meédia demonstra exercer impacto com menor significancia. Contudo,
medidas preventivas devem ser tomadas em todas as etapas de producao,
armazenamento e protecdo das influéncias climéticas para minimizar os efeitos
causadores do desenvolvimento de micotoxinas para que se tenham produtos seguros e
de qualidade.
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7.3 Fumonisinas

Estatisticamente, os dados demonstram, a partir da analise de variancia (ANOVA)
gue nao existem diferencas significativas entre os estados amostrados durante o periodo
de avaliacdo (p < 0,05), sendo PR e MT (F = 1,92), MS (F = 2,44) e entre PR e MS (F =
0,78). Como demonstrado na Tabela 6, pode ser observado que os resultados de FUMs
nao seguem a mesma tendéncia que a micotoxina ZEA, uma vez que durante o periodo
de avaliacdo, todos os estados tiveram a tendéncia de diminuicdo de resultados médios
com o tempo. Para o estado do PR ocorreu diminuicdo dos resultados no segundo
periodo com ligeiro aumento no terceiro, entretanto, para os estados de MT e MS ocorreu

0 inverso, aumento no segundo periodo e diminuigdo no terceiro.

Tabela 6. Resultados de FUM entre maio de 2015 e abril de 2018. Fonte: Autor

2015/16 2016/17 2017/18
Média Valor Maximo Média Valor Maximo Média Valor Maximo
(Mg kg?) £S Encontrado (Mg kgt) £ S Encontrado (Mg kg?) £S Encontrado
(Mg kg™) (kg kg™t) (kg kgt)
PR 11445,8 + 10221,0 95100,0 9632,7 £ 8676,8 67000,0 2732,2 £5043,7 9000,0
MS 14375,0 £ 11619,5 84000,0 16561,7 + 8568,3 97500,0 7224,6 £ 12630,6 98400,0
MT 9970,6 £5341,4 52000,0 10635,9 + 5549,3 44800,0 4232,8 £ 6004,0 8000,0

Resultado * desvio padréo.

De acordo com os dados analisados, pode ser observado que o estado do MS
apresentou a maior concentracdo de FUMs no periodo avaliado, de 14.375,0 ug kg,
16.561,7 ug kgt e 7.224,6 ug kg?. Entretanto, o estado do PR apresentou a maior
reducdo na concentracao média de resultados entre os periodos, 76,13 %, seguido pelos
estados de MT, 57,55 % e MS, 49,74 %. Estes dados demonstram que, apesar das
maiores concentracdes de FUM serem oriundas do estado do MS, é onde ha maior
estabilidade dos resultados ao longo do periodo, evidenciando uma tendéncia de
desenvolvimento desta micotoxina nesta regido produtora. Conforme dados apontados
pela CONAB [23] na safra 2015/16, ocorreram intensas variagdes nas condi¢cbes de
temperatura e precipitacao, fatores fundamentais que podem interferir significativamente
na qualidade dos graos. Entretanto, € observado aumento 15,21 % na concentracao
meédia entre o primeiro e o segundo periodo de avaliacao para o estado do MS.

A concentragdo média diminuiu 60,35 % em relacao ao primeiro e o ultimo periodo,
entretanto, quando sao avaliados individualmente os periodos, é possivel verificar que

para os estados de MT e MS ocorreu aumento na concentracdo de FUM entre o primeiro
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e 0 segundo periodo, sendo de 11,71 %. Estes dados de FUMs em comparacédo com 0sS
de ZEA apresentam discordancia, pois ao contrario houve reducdo da contaminacéao ao
longo de todo o periodo. O estado do PR foi o Unico que apresentou reducdo da
contaminacd@o durante todo o periodo. Quando € avaliada a concentragdo média por
periodo em cada estado, € possivel observar reducdo durante os periodos conforme
Figuras 27 a 29.
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Figura 27. Comparacéo dos resultados médios anuais de FUM no estado do PR ao longo dos
periodos de avaliacdo do estudo. Fonte: Autor.

A andlise de variancia (ANOVA) demonstra que estatisticamente o primeiro e o
segundo periodo ndo possuem diferenca significativa (p>0,05) na concentracdo média
de FUM, entretanto, ha grande amplitude dos resultados nestes periodos, contribuindo
para que ndo exista diferencas significativas entre eles e o terceiro periodo. Se os dados
de amplitude ndo fossem considerados a reducdo na concentracdo de FUM durante todo
o periodo, 60,35 %, evidenciaria grande diferenca significativa entre o terceiro periodo
dos demais. Com a reduc¢do na concentracdo, houve também a reducdo do percentual

de amostras com resultados AVM.
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Figura 28. Comparacéo dos resultados médios anuais de FUM no estado do MS ao longo dos
periodos de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.

Estatisticamente os dados demonstram que ndo ha diferenca significativa (p>0,05)
entre os valores durantes os periodos para o estado do MS. Assim como no estado do
PR, os dados apresentam grande amplitude dos valores, contribuindo para que nédo

exista diferencas significativas entre eles e o terceiro periodo.
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Figura 29. Comparacéo dos resultados médios anuais de FUM no estado do MT ao longo dos
periodos de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.
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Estatisticamente ndo ha diferenga significativa (p>0,05) entre os valores do
primeiro e segundo periodo, mas ha diferenca significativa entre os valores do primeiro
com o terceiro periodo para o estado do MT. Entretanto, o segundo periodo tem grande
amplitude nos resultados, que mesmo com a reducao de 60,20 % na concentracdo média
para o terceiro periodo acaba o deixando estatisticamente similar ao terceiro periodo.

E possivel observar, entretanto, que houve varia¢éo pouco significativa nos indices
de precipitacdo e temperatura no segundo periodo em relagdo aos demais, sendo que
ocorreu pequena reducdo minima nestes indices 4,54 % e 1,95 % conforme Figura 30.
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Figura 30. Resultados médios de FUMs ao longo do periodo de amostragem. Fonte: Autor
—

MS.

A analise de correlacdo demonstra a um nivel de confianca de 95% que para o
estado do MS as variagbes de precipitacdo e temperatura nao interferem
significativamente nos resultados obtidos (correlacdo = 0,054 e 0,014), entretanto, a
reducdo do indice de precipitacdo corresponde a diminuicdo de 5,57% no teor de FUMs
obtidas para o estado do MT (correlagdo = -0,236). O maior impacto € possivel ser
observado no aumento de precipitacdo no estado do PR que responde por aumento no
teor de FUMs de 40,07% (correlacdo = 0,633), sendo a reducdo na temperatura
respondendo por 12,07% (correlacao = -0,337).

Da mesma maneira, a frequéncia da presenca de FUMs reduziu ao longo dos

periodos de 95,76 %, 92,59 % e 62,88 % nos estados avaliados. Esta reducdo € menor
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gue a reducao na concentracdo de ZEA no mesmo periodo, mas este dado demonstra
que, apesar da reducdo ter ocorrido em menor taxa, se manteve em todos os periodos
como pode ser observado na Tabela 6.

Em todos os estados avaliados no periodo amostrado, detectou-se a presenca de
FUMs em 11.779 das 14.009 amostras analisadas, que representa 84,08 %, sendo que
48,84 % das amostras apresentaram concentracdes acima de 5.000,0 ug kg?, valor
maximo aceito pela legislagéo para a finalidade de produgéo de ragédo animal.

Este indice € muito alto principalmente se forem avaliados os dados
individualmente por periodo, sendo observados indices médios de contaminacéo acima
de 5.000,0 ug kg de 84,33 %, 47,82 % e 14,38 % nos periodos. O estado que teve a
maior contaminacao acima de 5.000,0 pg kg foi o MT, com indices de 93,74 %, 87,89 %
e 23,82 %, apresentando também as maiores concentracbes médias nos periodos. A
FUM é considerada uma micotoxina pos-colheita, mas a contaminacdo pode ocorrer
ainda a campo desenvolvendo-se quando expostas as condicdes ambientes que a
favorecam. Os altos indices de contaminacdo e concentracdo da micotoxina estao
diretamente ligados as condigcbes do ambiente de desenvolvimento da planta e sdo
justificadas pela CONAB [23] devido as grandes altera¢gdes no clima durante a producéo
da safra 2015/16.

O estado de MT teve neste periodo o menor indice de precipitacdo, 114,2 mm que
€ a menor em todo o periodo. O estado do MS teve precipitacdo similar a esta durante o
terceiro periodo de monitoramento, mas ndo foi observado a mesma variacdo que
ocorreu no estado do MT. Devido aos altos indices de contaminagdo, € importante
ressaltar os efeitos hepatotéxicos, nefrotdéxicos que esta micotoxina pode causar no
organismo consumidor causados pela contaminacao por FUMs.

Um estudo muito importante [67] foi realizado para monitorar qual a principal fase
na qual ocorre a contaminagdo de amostras de milho por FUMs. Foram avaliadas trés
fases da cadeia produtiva do milho: campo, recepcdo e pré-secagem, de duas safras
consecutivas, 2003 e 2004, no estado do PR. Foi detectada a contaminacdo por FUMs
nas amostras de campo em niveis variando de 70,0 a 15.320,0 ug kg, em amostras de
recepcdo os niveis tiveram variacédo entre 30,0 a 1.590,0 ug kg e variacéo entre 20,0 a
1.878,0 ug kg* para as amostras da pré-secagem. Os niveis de menores concentracdes

sdo da safra de 2004.
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No estudo de Oliveira et al. [60] foi realizada a avaliagdo de amostras do estado
do PR (n=57) e detectaram a presenca de FUMs em 100 % das amostras, com
concentracdes de até 66.274 ug kgt em amostras de milho. J& outro estudo [61] relata a
presenca de FUMs em 82,5 % das amostras de milho do Brasil, com niveis até 6.450,0
ug kg?. Para um outro estudo [68] houve a presenca de contaminacdo em 77,3 % das
amostras de milho, sendo que destas 88,3 % tiveram resultados positivos para as
fumonisinas FUMB1 e FUMB2. Estes dados de contaminacéo ndo apresentam grande
diferenca entre os dados do presente estudo, entretanto, o Gltimo periodo de avaliacao
deste estudo teve diminuicdo de resultados e incidéncia da contaminacdo, ndo sendo
possivel obter mais dados para fazer comparacoes.

Silva e colaboradores [80] buscaram avaliar a ocorréncia da contaminagao por
FUM Bl e FUM B2 e predominancia do género de Fusarium em duas diferentes
variedades de milho em duas regiées produtoras do grao no sul do Brasil. Foi possivel
observar que o Fusarium verticillioides foi 0 género de fungo predominante encontrado,
sendo possivel observar que existem diferencas na contaminacdo em relacao a origem
geografica do milho produzido, mas nao foi possivel fazer diferenciacdo do indice de
contaminagao em relagéo as variedades do milho.

Conforme Figura 6, os periodos de maior precipitacdo média em todos os
estados ocorrem entre 0s meses de outubro a marco. Pode-se observar, conforme Figura
31, que neste periodo ha diminuicdo dos resultados de FUMs, enquanto que hd aumento

nos resultados entre maio e setembro.
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Figura 31. Resultados de FUMs ao longo do periodo de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.

—— PR;
— MT;
MS.

Ocorreu a diminuicdo percentual de amostras contaminadas ao longo de todo o
periodo e, assim, houve aumento das amostras que tiveram os resultados ALQ. No
periodo, as amostras tiveram resultados ALQ consecutivamente de 4,24 %, 7,41 % e
37,12 % que representa aumento final de 32,88 % no nimero de amostras que tiveram a
reducdo de indice de contaminacdo por FUMs. Estes dados sdo demonstrados entre as
Figuras 32 e 40, sendo o percentual de AVM calculado apenas sobre a populagéo de

amostras contaminadas.

N4 Q.,/

14,33
Figura 32: Percentual de Figura 33: Percentual de contaminagdo Figura 34: Percentual de contaminacdo
contaminagdo de amostras com FUM  de amostras com FUM no 2° periodo,  de amostras com FUM no 3° periodo,
no 1° periodo, estado PR. Fonte: Autor estado PR. Fonte: Autor estado PR. Fonte: Autor
O AVM, m— O AVM, O AVM,;
m— 0 ACO; m— 05 ACO; m— 05 ACO;
= 05 ALQ. = 0 ALQ. = 05 ALQ.
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Figura 35: Percentual de Figura 36: Percentual de contaminagcdo Figura 37: Percentual de contaminacgéo
contaminagcdo de amostras com FUM  de amostras com FUM no 2° periodo, = de amostras com FUM no 3° periodo,
no 1° periodo, estado MS. Fonte: Autor estado MS. Fonte: Autor estado MS. Fonte: Autor
m— 0 AVM,; m— 0 AVM,; — 0h AVM,;
m— 05 ACO; — 05 ACO; — 05 ACO;
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Figura 38: Percentual de Figura 39: Percentual de contaminagcdo Figura 40: Percentual de contaminacdo
contaminagdo de amostras com FUM  de amostras com FUM no 2° periodo, = de amostras com FUM no 3° periodo,
no 2° periodo, estado MT. Fonte: Autor estado MT. Fonte: Autor estado MT. Fonte: Autor
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% AVM,; % AVM,; % AVM,;
— 05 ACO; m— 05 ACO; — 0 ACO;

% ALQ. % ALQ. % ALQ.
Legenda:

%AVM: percentual acima do valor maximo permitido
%ACO: percentual amostras contaminadas

%ALQ: percentual abaixo do limite de quantificacao

Os dados demonstram que esta ocorrendo aumento percentual de amostras que
apresentam reducdo na concentracdo de FUMs. Esta redugdo de 60,35 % na
concentracdo é maior que a reducao no indice de contaminacao global de 34,34 %, e
menor que a reducdo no percentual de amostras AVM, 82,95 %. Estad ocorrendo a
diminuicdo da contaminacdo de modo que ha maior quantidade de amostras que
apresenta auséncia ou resultado ALQ de FUMs, enquanto que ha aumento de amostras
que apresentam AVM, demonstrando que ha reducdo da contaminacdo e da
concentracdo de FUMs.

Durante os primeiros periodos ocorreu grande varia¢éo entre os resultados, sendo
0S mesmos estabilizados apenas no terceiro periodo. Entretanto, quando avaliados os
dados de precipitacdo e temperatura pode-se afirmar que ocorreram maiores indices de
temperatura média e precipitacdo durante o primeiro periodo. As menores temperaturas
médias ocorreram nos meses de julho de cada ano, visto que ha o inicio da estacao do
inverno, mas ocorre também diminuicdo no indice de precipitacdo nesta época, sendo o
periodo que apresenta maior indice de precipitacdo a época que compreende entre 0s
meses de novembro a abril.

Quando os cereais sdo colhidos com alto teor de umidade, estes podem
apresentar alto potencial de crescimento de fungos e desenvolvimento de micotoxinas
durante o periodo de armazenagem. Entretanto algumas espécies de fungos como o
Aspergillus se desenvolvem em locais nos quais a umidade pode estar abaixo de 18 %
[69]. A contaminacdo dos graos por fungos pode ocorrer, em geral, ainda no campo ou
no armazenamento. A contaminacéo de campo requer um teor de umidade em equilibrio
com uma umidade relativa do ar de 90-100 % para crescerem [70], sendo os fungos do
género Fusarium invasores nesta condicdo. A contaminacdo no armazenamento por
fungos requerem menores teores de umidade e umidade relativa, com teores de atividade

de agua entre 0,7 e 0,9 e os fungos do género Aspergillus invasores nesta fase [71].
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Uma das possiveis causas da diminuicdo dos niveis de FUMs apenas no ultimo
periodo pode estar relacionado ao processo de armazenamento e estocagem dos graos.
Observa-se que a partir dos meses de janeiro, quando se inicia o processo de colheita,
h& uma diminuigdo nos teores de FUMs encontrados nos graos avaliados, enguanto que
quando se encerra este periodo os resultados voltam a aumentar, podendo ser
consequéncia da contaminacao do gréo direto do campo ou mesmo como contaminacao
cruzada nos silos de armazenamento, apresentando como efeito o desenvolvimento da
micotoxina.

Em um estudo [72] foi avaliado o crescimento de fungos e desenvolvimento de
micotoxinas em amostras de milho conservadas hermeticamente em condicfes de
umidade constante. As amostras nao foram esterilizadas e ndo houve a adicdo de
in6culos e, mesmo assim, ocorreu 0 desenvolvimento de micotoxinas. Observou-se
relagdo positiva entre o crescimento fangico e teor de umidade nas amostras, sendo
visivel o desenvolvimento de mofo nas amostras de milho armazenadas em condi¢cbes
superiores de 20 % de umidade. Entretanto, foi possivel observar relativo crescimento
em condi¢cdes menores de umidade (16, 18 e 20 %). O desenvolvimento de micotoxinas
como a AFL foi detectado nas amostras nas quais o milho esteve exposto as maiores
condi¢cbes de umidade, mas ausente nas amostras controle e no milho com 14 % de teor
de umidade.

Marques e colaboradores [62] realizaram estudo no PR para avaliar o indice de
contaminagdo por micotoxinas em graos hibridos comerciais de milho em funcédo da
umidade nos graos durante o periodo de colheita. Foi observado que diferentes géneros
de fungos se comportam de maneiras diferentes em funcéo dos teores de umidade nos
graos de milho. Ocorreu menor contaminagdo das amostras por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium em funcdo do aumento de teor de umidade na colheita, enquanto
aumentou a incidéncia de contaminacao por fungos do género Fusarium. Estes dados
sao divergentes com outro estudo [73].

Entre a safra 1995/96 um estudo [39] realizou a avaliacdo de contaminacéo por
FUMs de 150 amostras no estado do PR relacionado aos dados de umidade, temperatura
e precipitacdo média mensal. Neste estudo, o estado foi dividido em trés regides, central,
sul e norte, sendo encontradas diferencas significativas entre o indice de contaminagéo
por FUMs em milho, sendo diretamente relacionadas as mudancas de precipitacao,

temperatura e umidade média mensal. Chuvas intensas (243 mm) resultaram em teores
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de umidade de 14 a 28% no milho recém colhido, sendo indicativo de que a umidade
relativa do ar ser é fator de estimulo ao crescimento de fungos e, consequentemente, ao
desenvolvimento de micotoxinas. Foram encontradas a presenca de FUMs em 72% das
amostras das regides central e sul, enquanto na regidao norte foi detectado em 92% das
amostras. No presente estudo, os indices de precipitacdo foram inferiores ao estudo na
literatura [39], bem como, os dados de contaminacdo por FUMs também foram menores
conforme os dados j& apresentados nas Tabelas 4 e 5. Os estudos tém apresentado
grande relacdo entre a incidéncia de chuvas e teor de umidade com a concentragéo de

micotoxinas como a FUMSs.
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7.4 Aflatoxinas

Estatisticamente os dados demonstram, a partir da analise de variancia (ANOVA),
gue nao existem diferencas significativas entre os estados amostrados durante o periodo
de avaliacdo (p < 0,05) sendo PR e MT (F = 0,10), MT e MS (F = 0,08) e entre PR e MS
(F = 1,33). Como demonstrado na Tabela 7, pode ser observado que os resultados de
AFLs seguem a mesma tendéncia que os resultados da micotoxina FUMs, e diferentes
de ZEA. Ocorreu no segundo periodo de avaliacdo aumento na concentracao de AFLs,
enquanto ocorreu ao longo dos trés periodos a tendéncia de diminui¢do de resultados
médios de ZEA com o tempo em todos os estados.

Tabela 7: Resultados de AFLs entre maio de 2015 e abril de 2018. Fonte: Autor.

2015/2016 2016/2017 2017/2018
Média Valor Maximo Média Valor Maximo Média Valor Maximo
(Mg kgt) £ S Encontrado (Mg kgt £ S Encontrado (Mg kgt) £ S Encontrado
(ug kg™t (ug kg™ (ug kg
PR 31,7+42,0 351,0 34,9 + 48,5 33,4 20,5+20,4 100,0
MS 18,9 £28,1 282,4 26,7 £ 29,6 175,0 16,7 £ 18,7 88,0
MT 16,1 £ 20,5 98,2 42,9 +52.3 824,9 9,1+4,1 20,20

Resultado + desvio padrao.

De acordo com os resultados das analises, o estado do PR apresentou a maior
concentracdo média de AFLs em todo o periodo, 29,0 ug kg?, entretanto, a maior
concentracdo média foi durante o periodo 2016/17 no estado de MT de 42,9 ug kg™.

Dentro do mesmo estado € possivel observar que ha variacao entre os periodos

em relacao ao resultado médio, conforme pode ser verificado entre as Figuras 41 e 44.
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Figura 41. Comparacado dos resultados médios anuais de AFL no estado do PR ao longo dos
periodos de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.

Estatisticamente néo ha diferenca significativa entre os resultados médios dos trés

periodos avaliados para o estado do PR, mesmo com reducdo da concentracdo média
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Figura 42. Comparacao dos resultados médios anuais de AFL no estado do MS ao longo dos
periodos de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor.
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Figura 43. Comparacédo dos resultados médios anuais de AFL no estado do MT ao longo dos
periodos de avaliacdo do estudo. Fonte: Autor.
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Assim como para o estado do MS e MT é possivel observar que ocorreu aumento
na concentracdo média durante o segundo periodo, sendo reduzido durante o terceiro
periodo. Nos dois estados, entretanto, todos os periodos séo estatisticamente
semelhantes.

A concentragcdo média de AFLs reduziu 30,63 % entre o inicio e o final do
monitoramento, entretanto, ocorreu aumento na concentracdo entre o primeiro e 0
segundo periodo de 56,76 % com similar redu¢éo de 55,74 % na concentracdo do ultimo
periodo. A incidéncia de AFLs apresentou reducéo de 8,02 % ao longo de todo o periodo,
e aumento na incidéncia para 40,00 % no segundo periodo, sendo o0 aumento
influenciado pelo estado do MT que teve incidéncia média no periodo de 43,53 %,
conforme observado na Figura 44.
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Figura 44. Resultados médios anuais de AFLs ao longo do periodo de amostragem. Fonte: Autor.
PR;

— MT,
MS.

O estado do MT apresentou aumento bastante significativo na concentracao
durante o segundo periodo em relacdo aos demais estados, e um fator importante
observado € que durante o primeiro e o ultimo periodo tiveram as menores concentracdes
médias de AFLs. O aumento na incidéncia de AFLs no estado do MT € mais que 2 vezes
em relacdo aos estados de MS e PR, e 3 vezes maior que a incidéncia no primeiro periodo
no estado do MT. Coincidentemente, os dados de concentracdo de FUMs no segundo
periodo foram maiores nos estado de MT e MS, sendo o PR Unico que teve reducao

gradual em todos os periodos. Entretanto, os dados de temperatura ndo demonstram que
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houve maior variacdo de temperatura para o estado do MT neste periodo, mas houve ao
longo do segundo e terceiro periodo a maior variagdo nos indices de precipitacao,

conforme Tabela 8;

Tabela 8. Dados de desvios padrbes de temperatura e precipitacdo. Fonte: Autor.

2015/2016 2016/2017 2017/2018
Precipitacdo Temperatura  Precipitacdo  Temperatura  Precipitacdo Temperatura
(mm) (°C) (mm) () (mm) (°C)
PR 101,0 2,4 55,5 3,6 90,4 2,5
MS 74,8 2,2 97,7 1,9 102,4 1,1
MT 97,9 14 127,2 1,2 129,8 15

Marques e colaboradores [62] afirmam que os fungos dos géneros Aspergillus e
Fusarium se comportam de maneira diferenciada, em funcdo dos teores de umidade
presente no grao, sendo que a producao de AFLs pode ocorrer nos graos de milho presos
ainda as espigas. Os fungos do género Aspergillus sdo capazes de desenvolverem-se
em ambientes de menor umidade relativa, por isso as AFLs sdo geralmente consideradas
toxinas de pos-colheita e armazenamento, ja os fungos do género Fusarium
desenvolvem-se em condi¢cdes de maior umidade relativa.

Os resultados mostram que o acumulo de AFLs estava relacionada ao crescimento
de fungos e ao tempo de armazenamento. Os maiores niveis de AFLs 90 pg kg* e <150
ug kg foram detectados nas amostras de milho armazenados com teor de umidade entre
18 e 20%, durante periodo de armazenamento de 60 dias, enquanto que amostras nas
mesmas condicdes de teor de umidade 20%, avaliadas apos 30 dias de armazenamento,
tiveram niveis de concentracdo de AFLs de 81 ug kg [62].

Ao observar os dados de precipitacdo ao longo dos periodos, e sua distribuicdo
nos principais estados produtores de milho, nota-se que o més de fevereiro é o que
apresenta o maior indice de precipitacdo coincidindo em algumas regides com a época
de colheita do milho, enquanto que o més de agosto é o que tem o menor indice de
precipitacdo, mas néo € época de colheita do gréo. O estado do PR € 0 que apresenta
as menores variacoes de precipitacdo ao longo do tempo, conforme pode ser verificado

nas Figuras de 45 a 50.
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Figura 45. Precipitacdo acumulada em Fev/2016.  Figura 46. Precipitagdo acumulada em Ago/2016.

Fonte: INMET Fonte: INMET

Figura 47. Precipitagdo acumulada em Ago/2017.  Figura 48. Precipitacdo acumulada em Fev/2017.

Fonte: INMET

Fonte: INMET

Figura 49. Precipitagdo acumulada em Ago/2018.  Figura 50. Precipitacdo acumulada em Fev/2018.

Fonte: INMET Fonte: INMET
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Os dados analisados de AFLs demonstram que ocorreu aumento meédio na
contaminacao durante o segundo periodo em cerca de 10,97 % com aumento de 56,76 %
na concentracdo de AFLs e aumento de 225,21 % na quantidade de amostras AVM de
50 pg kgt.O aumento significativo no segundo periodo ocorre em fungdo da alta
incidéncia de amostras AVM no estado do MT, 15,70 %. E observado que 16,67 % das
amostras analisadas apresentaram contaminagéo por AFLs ao longo de todo o periodo
enquanto 83,33 % das amostras apresentaram resultados ALQ. Cerca de 3,50 % das
amostras apresentaram resultados AVM, e 77,78 % das amostras apresentaram
incidéncia média abaixo deste valor, sendo o resultado final influenciado diretamente
pelos resultados de MT no segundo periodo.

Os estados de PR e MS tiveram também aumento na incidéncia de amostras AVM
no segundo periodo, entretanto menos expressivos conforme pode ser observado entre

as Figuras 51 e 59. Os dados de AVM séo calculados baseados no numero de amostras

contaminadas, sendo as amostras ndo apresentaram contaminacao, ou abaixo do LQ do

0,77i 7,6

método nao foram consideradas.

16,04 4,31

"

18,02

«

~—

Figura 51. Percentual de Figura 52. Percentual de contaminagcdo Figura 53. Percentual de contaminacgéo
contaminagdo de amostras com AFL ~ de amostras com AFL no 2° periodo, de amostras com AFL no 3° periodo,
no 1° periodo, estado PR. Fonte: Autor estado PR. Fonte: Autor estado PR. Fonte: Autor
— 0h AVM; m— 05 AVM; m— 0 AVM;
— 05 ACO; — 05 ACO; m— 05 ACO;
= 05 ALQ. = 05 ALQ. = 05 ALQ.
2,32 18,44 0,92 9,91
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Figura 54. Percentual de Figura 55. Percentual de contaminagcdo Figura 56. Percentual de contaminacdo
contaminacgdo de amostras com AFL  de amostras com AFL no 2° periodo, de amostras com AFL no 3° periodo,
no 1° periodo, estado MS. Fonte: Autor estado MS. Fonte: Autor estado MS. Fonte: Autor

= 0h AVM; = 0h AVM; = 0h AVM;
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Figura 59. Percentual de contaminag&o
de amostras com AFL no 3° periodo,
estado MT. Fonte: Autor

Figura 57. Percentual de Figura 58. Percentual de contaminacgéo
contaminacdo de amostras com AFL ~ de amostras com AFL no 2° periodo,
no 2° periodo, estado MT. Fonte: Autor estado MT. Fonte: Autor

—— % AVM; —— % AVM; — 2;0 ﬁ\é'gf
— % ACO; — 0 ACO; - (y" AL,
— % ALQ. ——  %ALQ. — %ALQ.
Legenda:

%AVM: percentual acima do valor maximo permitido
%ACO: percentual amostras contaminadas

%ALQ: percentual abaixo do limite de quantificacao

O periodo de maior aumento na concentracdo de AFLs em milho no estado do MT
foi entre agosto de 2016 e marco de 2017. Neste periodo foram analisadas 731 amostras
ndo sendo detectada a contaminacdo ou abaixo do limite de quantificagdo. A
contaminacdo nos estados de PR e MS durante todo o periodo ndo apresentou muita

variacdo em funcéo do tempo, precipitacao e temperatura, conforme Figura 60.
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Figura 60. Resultados de AFLs ao longo do periodo de avaliagdo do estudo. Fonte: Autor
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MS.

Os dados de temperatura ndo demonstram que houve maior variagdo no estado
do MT no segundo periodo, mas ao longo do terceiro periodo ocorreram 0s maiores
desvios nos indices de precipitacdo. O periodo que ocorreram as maiores concentracdes

foi entre maio de 2016 até maio de 2017 conforme pode ser verificado na Figura 61.
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Figura 61. Dados da concentragdo de AFLs no Estado de MT

De modo geral, ocorreram 3 grandes desvios de resultados neste periodo, 465,9
e 824,9 ug kg em outubro de 2016 e 358,4 ug kg* em novembro de 2016. Estes dados
estdo muito acima da média do periodo, de 42,9 pug kg*. Se estes dados fossem
desconsiderados, a concentragdo média no periodo cairia para 40,0 ug kg?, que
representa uma reducao de 6,76%. Esta reducédo pode parecer pouco significativa, mas
se for levado em consideracdo que 26,66% das amostras analisadas no periodo tem
resultado ALQ, isso demonstra que ha um impacto significativo no resultado. Entretanto,
observa-se que existe uma relacao entre os altos resultados de AFLs e FUMs no segundo
periodo de avaliagcéo, especialmente para o estado do MT.

A analise de correlacdo demonstra a um nivel de confianga de 95% que o0 aumento
na precipitacdo impactam diretamente no aumento do teor de AFL de 22,75%, 3,20% e
1,32% respectivamente para os estados de PR, MS e MT (correlagcédo = 0,477, 0,115 e
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0,179). A variacdo na temperatura, entretanto, néo interfere significativamente nos
resultados obtidos.

Segundo dados da CONAB [58], o MT foi o maior produtor de milho no Brasil na
safra 2017/18. O Instituto Mato-grossense de Economia Agropecuaria (IMEA) [74] relata
a falta de espaco para guardar o milho produzido. Uma alternativa, normalmente adotada
pelos agricultores, € usar o silo bolsa, uma espécie de bolsdo gigante. A bolsa tem
capacidade para trés mil sacas e custa, em média, R$ 1,8 mil. A lona, feita de polietileno,
garante as caracteristicas do produto estocado por até 18 meses, no entanto, o silo bolsa
s6 pode ser usado uma Unica vez, ja que € rasgado na hora da retirada dos gréos ou por
acao fisica externa.

Em um estudo [75] foi realizada a avaliacdo da efetividade de armazenamento em
silos bolsas quanto a garantia da qualidade dos gréos estocados. Foram avaliados graos
com teores de umidade de 14,5 e 18,0 % nas condi¢cdes de temperaturas de 25, 30 e
35°C. Foram realizadas analises de umidade apés 30, 60, 90, 135 e 180 dias. Verificou-
se que nao houve variacdo do teor de umidade dos grdos de milho armazenados nos
silos bolsa.

Outro estudo [76] avaliou a presenca de contaminacao de fungos de presentes em
amostras de graos nas safras 2009/2010, e determinaram a predominancia de fungos
dos géneros Fusarium sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp. nos graos de milho
armazenados apés a secagem dos graos, com umidade controlada de 13%, sugerindo
gue a contaminagao ocorreu durante o cultivo no campo e seu desenvolvimento avangou
na fase de armazenamento.

O fator de estocagem pode ser um dos principais elementos dos elevados indices
de concentracdo de AFLs no segundo periodo de avaliacdo. Segundo dados [77],
insetos-praga, fungos e micotoxinas, somados a ataques de roedores, sao problemas
gue tém imposto perdas consideraveis em torno de 15 % e podem estar relacionadas ao
armazenamento inadequado dos grdos. A Embrapa [77] afirma que, além das perdas
quantitativas, 0 mau armazenamento também pode provocar perdas qualitativas, as
quais podem afetar a seguranca alimentar dos humanos e dos animais. Para ter-se boas
condi¢cdes de armazenamento que garantam a qualidade dos gréos, a recomendacao é
0 armazenamento nas seguintes condi¢oes:

» Os graos devem conter teor de umidade de até 13%;

» Classificacdo e armazenamento dos gréos sadios antes do armazenamento;
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» Realizar a limpeza dos grédos antes do armazenamento, no caso da producédo a
granel;
» Evitar a mistura de gréos recém-colhidos com gréos de safras anteriores;
» Assegurar que piso, telhado e paredes estejam em condicdes de
impermeabilizacéo;
» Realizar periodicamente o tratamento da estrutura com inseticidas protetores.
Dalpasquale [78] afirma que o processo de limpeza e secagem dos gréos antes do
armazenamento € uma pratica agricola fundamental para assegurar a qualidade dos
graos durante o armazenamento. Neste estudo ndo foram avaliadas as condi¢cdes de
umidade dos grdos analisados para a determinacdo das micotoxinas, entretanto, a
disponibilidade de umidade é um dos fatores fundamentais para o desenvolvimento de
fungos e a producédo das micotoxinas, mas em diferentes condi¢cdes de umidade ha o
desenvolvimento de diferentes fungos produtores de diferentes micotoxinas [60, 70]. O
teor de umidade é importante ser avaliado, mas altas condi¢cdes de umidade, temperatura
e precipitacdo nao irdo definir o desenvolvimento de fungos causadores de micotoxinas,
€ necessario a disponibilidade de esporos destes fungos e o ataque aos graos.

Os fatores de precipitagdo média e armazenamento podem ser 0s principais
elementos que exercem a maior influéncia no resultado de contaminacdo de AFLs,
enquanto a temperatura média parece exercer impacto com menor significancia.
Contudo, medidas preventivas devem ser tomadas em todas as etapas de producéo,
armazenamento e protecdo das influéncias climaticas para minimizar os efeitos
causadores do desenvolvimento de micotoxinas para que se tenham produtos seguros e

de qualidade.
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8.0 Conclusodes

O monitoramento da qualidade dos gréos de milho analisados possibilitou mostrar
que ha alta incidéncia de contaminagcédo das amostras analisadas. O PR € o estado que
possui a maior incidéncia da contaminagéo por ZEA, enquanto o estado de MS possui a
maior contaminacao por FUMs e a maior contaminacao por AFLs € no estado do MT. Os
dados demonstram que ao longo do periodo de avaliagcdo houve reducao significativa na
concentracéo e contaminacéo das amostras com todas a micotoxinas avaliadas.

Estatisticamente ndo existem diferencas significativas entre os resultados de AFLs e
FUMs entre todos os estados durante os periodos de avaliacdo, entretanto, é possivel
observar que ha diferenca significativa entre o estado do MT para os demais em relacéo
a contaminacgdo por ZEA. A concentracdo e contaminagdo por ZEA no estado do MT é a
menor, mas esta caracteristica € esperada devido as propriedades da propria micotoxina
de desenvolvimento em condi¢des de temperaturas mais baixas.

As reducdes nas concentracdes médias de todas as micotoxinas analisadas ao longo
do tempo demonstram que ha um aumento significativo na probabilidade de ocorrer a
contaminacgao do milho em condi¢des nas quais ocorra maior incidéncia de precipitacéo,
e consequentemente, aumento na umidade relativa do ar. A temperatura tem um efeito
maior probabilidade de favorecer o desenvolvimento da producédo de ZEA, entretanto,
para as micotoxinas AFLs e FUMs o impacto tem menor significancia que a precipitacao
e umidade relativa. O armazenamento é outro fator importante que é preciso ser
considerado, entretanto, neste presente estudo ndo foi possivel mensurar o impacto
deste fator no resultado da contaminac¢édo das amostras.

Os resultados deste estudo permitem concluir que os fatores precipitacdo, umidade
e temperatura exercem influéncia em diferentes proporc¢des sobre a incidéncia, niveis de
contaminagao e concentragéo de AFLs, FUMs e ZEA em milho produzido nos estados
de PR, MS e MT. Isto reflete a necessidade de estar atento as mudancas climéticas em
curso, principalmente os eventos extremos ja observados em varias regifes brasileiras.

Contudo, € necessario conhecer estes aspectos para que se faca um controle e
planejamento da produgdo e armazenamento a fim de minimizar os impactos na

gualidade causados pelas micotoxinas.
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