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MILHO

Carla Moita Brites,
Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria (INIAV)

As micotoxinas sao metabolitos secun-
darios toxicos produzidos por fungos
gue pertencem na sua maioria aos
géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium.

Segundo a FAO, 25% da producao
mundial de commodities agricolas
estdo contaminadas com micotoxi-

nas. A presencga das micotoxinas é um
problema de grande complexidade e
gravidade a escala global e que afeta
toda a cadeia de valor do milho, pela
elevada probabilidade de ocorréncia
e pelo efeito direto sobre a seguranca
dos alimentos.

Para que exista contaminagao por
micotoxinas é indispensavel a con-
taminagao fungica prévia, que ocorre

no campo e também apds a colheita,
principalmente durante o armazena-
mento do milho. Devido as condi¢des
propicias e especificas para o desen-
volvimento das diferentes espécies
de fungos produtoras de micotoxinas,
as fumonisinas, zearalenona (ZEA) e
desoxinivalenol (DON) surgem princi-
palmente no campo e as aflatoxinas e
a ocratoxina A (OTA) durante o arma-
zenamento (ver Tabelal).

TIPO DE ESPECIES DE FUNGOS PRODUTORES PRINCIPAL
MICOTOXINA (A.-Aspergillus; F.-Fusarium) OCORRENCIA
Aflatoxinas A. flavus; A. parasiticus Armazenamento
Ocratoxina A (OTA) A Ochrggeus;A, Carbonarius; Armazenamento
Penicillum Verrucosum
Desoxinivalenol (DON) F. culmorum; F. graminearum Campo Ta.bela 1:.T|pos d.e
micotoxinas mais frequentes
Zearalenona (ZEA) F. culmorum; F. graminearum Campo no milho, espécies de fungos
produtores e sua principal
Fumonisinas F. veticillioides; F. proliferatum; F. moniliforme Campo ocorréncia.
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Figura 1: Plano de acdo do grupo operacional QUALIMILHO.

PLANO DE A(:AO DO QUALIMILHO
A estratégia de prevencgao e reducao
das micotoxinas € complexa e o plano
de agdo do QUALIMILHO envolve ati-
vidades aplicadas no campo e apds a
colheita do milho (ver Figural).

A utilizagao de boas praticas de gestao
no campo, nomeadamente a escolha
adequada da cultura precedente, o
conveniente tratamento dos residuos,
a redugao dos fungos patogénicos no
solo, a escolha da variedade de acordo
com as classes de risco, a protecao
da cultura ao ataque de insetos e a
antecipacao da colheita sao possiveis
acgdes para reduzir os desafios asso-
ciados as contaminagao do milho por
micotoxinas.

Apos a colheita, as ocorréncias de
micotoxinas dependem das condigdes
de humidade e temperatura, dai que,
deve evitar-se a pré-armazenagem de
gréao humido e a secagem deve ser
conduzida de modo a nao danificar
a estrutura do grao. As condicdes de
temperatura, ventilagao e duracao da
secagem sao fatores muito relevan-
tes para a qualidade porque os graos
partidos ficam mais vulneraveis ao
ataque de insetos que sao vetores de
fungos produtores de micotoxinas.

O grao deve ser convenientemente
limpo antes de armazenado e durante
0 armazenamento é essencial con-
trolar a temperatura e humidade, e
a circulacao do grao podera vir a ser
necessaria para garantir a estabilidade
sanitaria.

Entre 2017 e 2021 as atividades
desenvolvidas pelo QUALIMILHO
compreenderam varias fases: desde
a implementacgao e validacédo de
metodologias para quantificacdo
das micotoxinas, a caraterizagcao da
colheita e pré-colheita, o controle e
mitigacao, até ao desenvolvimento de
um sistema de apoio a decisdo para
garantir a qualidade e seguranca na
fileira do milho nacional.

METODOLOGIAS PARA
A QUANTIFICACAO DAS
MICOTOXINAS

De acordo com o Regulamento (CE)
n°® 1881/2006 consolidado com n°
1126/2007, o milho para ser classi-
ficado para a alimentagao humana
tem como limites maximos de 4000
ug/kg para as fumonisinas, 1750 g/
kg para DON, 5 ug/kg para aflato-
xina B1, 10 pg/kg para aflatoxinas
totais, 5 pg/kg para OTA e 350 ug/
kg para ZEA.

A analise das micotoxinas é muito
sensivel, a maioria dos métodos
contempla etapas de preparagdo da
amostra em que a matriz complexa
é homogeneizada e as micotoxinas
sdo solubilizadas. Para a quantificagao
das micotoxinas existem métodos de
referéncia que sao sistemas croma-
togréficos de elevada resolucao com
diferentes tipos de detecao acoplados
a detetor de massa (LC-MS/MS).

No ambito do QUALIMILHO, o INIAV
implementou e validou o método de
referéncia por cromatografia liquida
de elevada resolugao, acoplada a
detetor de massa com analisador
por tempo de voo (UHPLC-ToF-MS)
para quantificar em simultaneo as
aflatoxinas B1, B2, G1, G2, OTA, T2,
ZEA e fumonisinas B1 (FB1) e B2
(FB2). Paralelamente, implementou
também um outro método rapido,
de rastreio por imunoensaio com
limites de detecao inferiores ao
UHPLC-ToF-MS mas que foi validado
satisfatoriamente para despiste de
amostras positivas para as fumoni-
sinas totais (B1+B2), OTA, Aflatoxinas
(G1+G2), DON, T2, Aflatoxina B1 e ZEA.
Este método de rastreio quantifica
as fumonisinas totais, contudo, nao
permite a discriminagao das FB1 e FB2.
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A distribuicao das micotoxinas nos
graos de milho é muito heterogénea,
as concentragoes estipuladas para os
limites maximos sao muito baixas,
expressos em partes por bilido (ppb ou
pg/kg). Uma amostra correspondente a
uma unica espiga contaminada atinge
valores muito superiores aos limites
maximos estipulados na legislagao
(ver Figura 2). Portanto, para que se
possa controlar e garantir a precisao
e a reprodutibilidade dos resultados
analiticos, importa também imple-
mentar um plano de amostragem
representativo e eficaz.

O plano de amostragem adotado pelo
QUALIMILHO considerou a retirada
aleatdria de varias porgdes incremen-
tais de grao que foram misturados, por
forma a obter uma amostra agregada
ou global de, pelo menos, 5 kg que
foi homogeneizado por trituragao.
A homogeneizacao por trituragao
significa que toda a amostra global
foi moida e a farinha passou por um
crivo de T mm. Depois da moenda, o
moinho foi limpo para evitar conta-
minacoes cruzadas. As analises das
micotoxinas realizaram-se em trés
porcdes (repeti¢cdes) de 509 retiradas
aleatoriamente da farinha completa-
mente homogeneizada.

Nas colheitas de 2018, 2019 e 2020 e
num conjunto significativo de amostras
representativas das exploracdes do
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Figura 3: Total de fumonisinas =

(FB1+FB2) no milho recolhido 3 750
em oito ensaios conduzidos em

M - 500
exploragdes da regido do Vale

do Tejo (A, B, C) recolhidas na 250

maturidade fisiolégica (1° data),
apos dez dias (2° data) a apos 0
20 dias (3% data).

Figura 2: Espigas de milho que
revelam sintomatologia de
contaminacdo com Fusariume
cuja totalidade do grao moido
e homogeneizado conduziu a
amostras com totais de
fumonisinas >4000 pg/kg.

Vale do Tejo, foram realizadas andlises
para despistar todas as micotoxinas
validadas. Em todas as amostras
analisadas, apenas foram detetadas
fumonisinas em niveis varidveis e
abaixo dos limites legais, sendo a FB1
a micotoxina predominante.

Na colheita de 2019 e em oito ensaios
com diferentes tratamentos realizados
em trés exploragdes do Vale do Tejo,
as micotoxinas foram monitorizadas
numa amostragem de 25 espigas
recolhidas diretamente no campo e
em trés periodos que antecederam a
colheita. As espigas foram recolhidas
na maturidade fisioldgica, dez e 20 dias
apods a primeira colheita e os valores
mais altos de fumonisinas (>1000 pg/
kg) foram obtidos nas 27 e 37 datas
para o ensaio que nao foi tratado (ver
Figura 3). O grdo proveniente do ensaio
em que foi aplicado azoto foi aquele
que revelou os valores mais baixos
de fumonisinas. Os maiores niveis de
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fumonisinas foram obtidos no grao
proveniente da 3% data e esses resul-
tados evidenciam que ha um maior
risco de contaminagao em colheitas
tardias.

As fumonisinas foram identificadas
como sendo as micotoxinas com
origem no campo mais relevantes
no milho recolhido nas exploragdes
do Vale do Tejo e esses resultados
orientaram o plano de agao para a
caraterizagdo das diferentes espécies
de Fusarium.

Outra atividade do QUALIMILHO foi a
avaliagao da evolucao do grao arma-
zenado, tanto ao nivel das espécies
de Fusarium presentes como da
quantificagdo das micotoxinas. As

Al-Inseticida-200 mL/ha
A2-Sem tratamento
A3-Azoto -30-200 kg/ha
A4-Potdassio-200 kg/ha
B1-Adubo foliar

B2-Sem tratamento

B3- Tratamento solo
Cl-sem tratamento

e - -
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avaliagdes realizaram-se durante seis
meses de armazenamento do grdo em
barricas monitorizadas com sondas
de temperatura, humidade relativa
e CO,. O Fusarium verticillioides foi
a espécie predominante em trés
periodos de monitorizagcao, foram
identificadas apenas fumonisinas
com maior incidéncia da FB1 (4:1). Os
niveis de fumonisinas aumentaram
durante o periodo de armazenamento
em cerca de 20 a 40% (ver Figura 4). Fum (B1+B2) Fum (B1+B2) Fum (B1+B2)
A par do aumento de fumonisinas L2 1C3 JC4

também aumentaram os valores de
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Figura 4: Total de fumonisinas no
CONCLUSéES Do QUALI M I LHO milho proveniente de trés ensaios
e de duas exploragdes do Vale do
Tejo determinadas na altura da
" Sensores para monitorizar humidade, . . .
temperatura e CO, sdo ferramentas Uteis colheita, apods quatro e seis meses
para alertar o incremento da atividade de armazenamento em barricas.

fungica e acumulagdo de micotoxinas
durante o armazenamento
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