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RESUMO

O milho é uma cultura suscetivel ao atague e desenvolvimento de fungos, entre eles
aqueles que acometem o gréo tanto antes quanto apos a colheita. A utilizacdo de cobre
como fungicida na agricultura tem sido documentada ha mais de um século. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os aspectos sanitarios e microbioldgicos em hibridos de milho
submetidos ao tratamento de sementes (TS) com nanoparticulas de Cu. Analisou-se 5
tipos de hibridos de semente milho (citar quais) tratados com nanoparticulas de Cu na
dose de 900 mg.L-! em relagdo a inspecdo visual(grdos avariados) para separacgéo de
categorias e detecgdo dos fungos. Os hibridos HB 05: 20A20 TOP2® e HB 02: 20A30
VIPTERA3® destacam-se por apresentar menor porcentagem 4,06% e 5,55%,
respectivamente, quanto gréos avariados, quebrados, com matérias estranhas e impurezas.
O hibrido HB 03: 20A80 TOP2® apresentou maior quantidade (10,08%) de grdos
sintomaticos. Os menores valores de FBtotal foram de 1,18 e 1,55 pg/kg nos HB 05
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(20A20 TOP2®) e HB 02 (20A30 VIPTERA3®), respectivamente e o hibrido HB 01 (HB
01: 22518 TOP2®) foi 0 que apresentou maior valor (4,09 pg/kg), estando de acordo com
a legislacdo.

Palavras chave: Hibridos de milho, nanoparticulas de cobre, qualidade sanitaria.

ABSTRACT

Corn is a crop susceptible to attack and development of fungi, including those that affect
the grain both before and after harvest. The use of copper as a fungicide in agriculture has
been documented for more than a century. The objective of this work was to evaluate the
sanitary and microbiological aspects in corn hybrids submitted to seed treatment (TS)
with Cu nanoparticles. We analyzed 5 types of corn seed hybrids (mention which ones)
treated with Cu nanoparticles at a dose of 900 mg.L-1 in relation to visual inspection
(damaged grains) to separate categories and detect fungi. The hybrids HB 05: 20A20
TOP2® and HB 02: 20A30 VIPTERAS3® stand out for presenting a lower percentage of
4.06% and 5.55%, respectively, in terms of damaged, broken grains, with foreign matter
and impurities. The hybrid HB 03: 20A80 TOP2® showed the highest amount (10.08%)
of symptomatic grains. The lowest FBtotal values were 1.18 and 1.55 pg / kg in HB 05
(20A20 TOP2®) and HB 02 (20A30 VIPTERA3®), respectively and the hybrid HB 01
(HB 01: 22518 TOP2®) was the which presented the highest value (4.09 pg / kg), being
in accordance with the legislation.

Keywords: Corn hybrids, copper nanoparticles, sanitary quality

1 INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos por fungos produtores de micotoxinas pode ocorrer
no campo, nas diversas fases de producdo, durante o processamento dos produtos e no
armazenamento (KUIPER-GOODMAN, 2004). A toxicidade das micotoxinas esta
relacionada principalmente as propriedades genotoxicas, carcinogénicas, imunotdxicas e
nefrotoxicas (BRERA et al., 2008).

A realizacdo de estudos mais completos com relacdo a contaminacéo de cereais €
de extrema importancia, pois além de ser uma ferramenta de vigilancia sanitaria
(verificacdo da adequacdo dos niveis de contaminacdo a legislacdo vigente), informacdes
ja solicitadas por comités internacionais (FAO, 2011).

Para Jandrey (2014), as sementes de milho hibrido carregam um dos mais
modernos pacotes tecnoldgicos da agricultura moderna. Isso tem provocado
investimentos cada vez maiores em qualidade e protecdo, pois com a introducdo de
eventos que incorporam caracteristicas como resisténcia a doencas, insetos e herbicidas,

ocorreu um aumento do custo inicial de implantacdo da lavoura, aumentando o valor
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agregado da semente. Além das tecnologias, 0 melhoramento genético tem propiciado
materiais adaptados aos mais diferentes ambientes.

Na busca pela elevagdo dos niveis atuais de rendimento e redugdo nos custos de
producgéo do milho no Brasil, novas tecnologias vém sendo incorporadas aos sistemas de
producédo. Dentre essas, destaca-se a utilizacdo de nanoparticulas de nutrientes aplicadas
via tratamento de sementes (TS), a qual é considerada uma estratégia agronémica
promissora, pois garante 0 sucesso no estabelecimento da respectiva cultura,
possibilitando as plantas maior capacidade em resistir aos estresses bi6ticos (ocasionados
por pragas e doencas) ou abidticos (em funcdo das condi¢cBes ambientais e nutricao)
durante as fases de definicdo dos componentes de rendimento. A nanotecnologia envolve
muitas pesquisas, estd em expansdo e envolve muitas linhas de aperfeicoamento tanto da
industria como de outros setores e aplicagcbes. No campo cientifico estdo sendo
reconhecidas como forte potencial de varias aplicacdes e produtos. Especificamente as
nanoparticulas de 6xido de cobre possuem maior capacidade de promover alteracfes
metabolicas nas células, indicando a dependéncia do tamanho da nanoparticula no seu
desempenho como material que destr6i microbios ou mesmo impedem seu
desenvolvimento, o Oxido de cobre possui maiores niveis de citotoxicidade quando
comparadas com nanoparticulas de outros 6xidos metalicos, como o 6xido de ferro,
dioxido de titanio e oxido de zinco (MARTINS et al., 2012).

Indiscutivelmente, a nanotecnologia apresenta um largo espectro de
oportunidades e possibilidades, embora seja amplamente empregada em diversas areas
do conhecimento, ainda é pouca utilizada em estudos agronémicos, nutricionais e de
tecnologia de alimentos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectos
sanitarios e microbioldgicos em hibridos de milho submetidos ao TS com nanoparticulas
de Cu.

2 MATERIAL E METODOS

Os hibridos de milho utilizados neste estudo foram: H1: 22518 TOP2®; H2:
20A30 VIPTERA®; H3: 20A80 TOP2®; H4: 22518 TOP3® e H5: 20A20 TOP2®, Estas
sementes foram tratadas com 900 mg.L* nanoparticulas de Cu, com base em estudo
prévio obtido por Carlesso et al. (2020), onde com esta dose o milho apresentou melhor
qualidade fisioldgica.

Os grdos foram avaliados em armazenamento sob condi¢cdes de umidade e

temperatura controlada.
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Para avaliar a qualidade sanitéria, as amostras de grdos de milho foram quarteadas
em 250 g, sendo os grdos submetidos a inspecdo visual para separacdo de categorias. A
incidéncia dos grdos avariados foi determinada conforme critério estabelecido na
Instrucdo Normativa Ministério da Agricultura Pecuéaria e abastecimento n°
60/2011(MAPA, 2011), como demonstra a Tabela 1.
Tabela 1 — Limites maximos de tolerancia de incidéncia dos graos avariados de acordo com a Instrucédo
Normativa n° 60/2011 (MAPA, 2011)
Grios Matérias
Graos avariados estranhas e Carunchados
Enquadramento quebrados impurezas
Ardidos Total (%)
........ (Y%0)--------
Tipo 1 1,00 6,00 3,00 1,00 2,00
Tipo 2 2,00 10,00 4,00 1,50 3,00
Tipo 3 3,00 15,00 5,00 2,00 4,00
Fora do tipo 5,00 20,00 >5,00 > 2,00 8,00

Fonte: MAPA (2011).

Em cada amostra foi realizada a separacdo manual dos gréos sintomaticos
(ardidos, fermentados e mofados) dos gréos sadios. Os gréos sintomaticos foram pesados
e 0 peso obtido transformado em incidéncia de gréos avariados. Os grdos ardidos tém
definicdo de gréos ou pedacos de graos que apresentam escurecimento total, causado por
calor, umidade ou fermentacdo avancada. Para os fermentados, consiste em graos ou
pedacos de grdos que apresentam escurecimento parcial do germe ou endosperma
causado por calor ou processo fermentativo. Para os mofados, sdo grdos ou pedacos de
grdos que apresentam contaminacdo fangica visivel a olho nu ou coloracédo
esverdeada/azulada no germe (MAPA, 2011).

A deteccdo dos fungos foi realizada de acordo com Ribeiro et al. (2013).

As micotoxinas (Aflatoxinas totais e fumonisina) foram determinadas nos grdos dos
hibridos tratados com 900 mg.L"* nanoparticulas de Cu.

Os dados coletados foram submetidos a anélise estatistica descritiva, conforme
Piana, Machado e Selau (2009); tais dados foram interpretados por intermédio da
elaboracdo de graficos e de tabelas com base nas Normas de Apresentacdo Tabular do

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (1993).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 GRAOS AVARIADOS, QUEBRADOS, COM MATERIAS ESTRANHAS E
IMPUREZA

Conforme a separacdo manual dos graos sintomaéticos (ardidos, fermentados e
mofados) dos gréos sadios (MAPA, 2011) foi possivel categorizar os hibridos de milho
submetidos ao TS na dose de 900 mg.L* de nanoparticulas de Cu (Tabela 2).

Tabela 2 — Enquadramento dos hibridos submetidos ao TS com 900 mg.L? de nanoparticulas de Cu

Gréos Matérias
Gréos avariados estranhas/ Carunchados

quebrados .

Hibridos IMpUrezas Tipo
(%)

HB 05: 20A20 TOP2® 4,06 0,36 0,19 0,00 1
HB 02: 20A30 VIPTERA3® 555 0.24 013 0,00 1
HB 04: 22518 TOP3® 6.07 0,28 0,18 0,00 2
HB 01: 22518 TOP2® 8,74 0.28 0,17 0,00 2
HB 03: 20A80 TOP2® 10,08 0,49 0,30 0,00 3

Fonte: elaborada pela autora.

A partir dos dados obtidos dos diferentes hibridos observou-se que a qualidade
sanitaria (danos de graos/impurezas/carunchados) apresentaram varia¢fes. Os hibridos
HB 05: 20A20 TOP2® e HB 02: 20A30 VIPTERA3® destacam-se positivamente, pois
apresentam menores porcentagens (4,06% e 5,55%) quanto aos grdos avariados. No
entanto, o hibrido HB 02: 20A30 VIPTERA3® se destacou por apresentar menor
percentual de gréos quebrados, com matérias estranhas e impurezas. Relaciona-se tal
resultado pelas espigas dos hibridos serem completamente empalhadas, com palhas mais
alongadas e unidas na ponta, protegendo completamente o terco superior da espiga.

Em contrapartida, o hibrido HB 03: 20A80 TOP2® apresentou o pior
empalhamento (VERDI, 2020), correlacionando-se assim a elevada percentagem
(10,08%) de gréos sintomaticos. Deve-se ressaltar que, ambos hibridos HB 05: 20A20
TOP2® e HB 02: 20A30 VIPTERA3® apresentam nas suas caracteristicas morfoldgicas o
quesito empalhamento bom e excelente. Logo este fator, representa um carater importante
para reduzir as perdas no milho. Fonseca (2005) afirma que, o bom empalhamento da
espiga, que ocorre quando as bracteas que a revestem cobrem completamente a
extremidade da inflorescéncia feminina, impede que os grdos da ponta da espiga fiqguem
expostos a condicdes ambientais desfavoraveis, principalmente acimulo de umidade.

Segundo Costa et al. (2012), em trabalho realizado avaliando 13 linhagens elite na
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Embrapa Milho e Sorgo, estas diferencas foram relacionadas a algumas caracteristicas de
espiga, como o nivel de empalhamento e a decumbéncia.

Os hibridos que possuem espigas mal empalhadas, com palhas frouxas e ndo
totalmente cobertas, sdo mais predispostos a infeccdo por fungos, devido ao maior acesso
desses organismos aos grdos. Espigas mal empalhadas podem favorecer a maior
incidéncia de gréos ardidos, conforme reportado por Costa et al. (2012). Desta forma, a
presenca de espigas bem empalhadas e decumbentes ap6s a maturacéo fisiologica pode
ser uma ferramenta importante para diminuir a ocorréncia de fungos que infectam as
espigas.

Quanto aos tipos de gréos contra as alteragdes nos hibridos, a maioria dos graos
foram classificados como tipo 1 e 2 (Tabela 2). O Tipo 2 é classificado de acordo com a
quantidade de gréos e danos fermentados. O foco principal da analise de graos danificados
foi correlaciona-las com os resultados do estudo em curso sobre fungos (isolados). Além
disso, para correlacionar a sua qualidade através da observacdo da presenca de
organismos vivos (insetos/fungos) e de grdos alterados (fungos e bactérias de
fermentacdo). De acordo com a norma vigente que estabelece o Regulamento Técnico do
milho, da Instrucdo Normativa n° 60/2011(MAPA, 2011), em relacéo a percentagem de
gréos ardidos toleraveis, os grdos oriundos do experimento apresentaram > 2% de ardidos,
0 que acarretaria em uma desclassificacdo do produto, sendo designado como gréos Fora
de Tipo, sendo que os mesmos poderdo ser comercializados como se apresenta, desde que
identificado como Fora de Tipo, ou podera ser beneficiado novamente, desdobrado ou
recomposto para efeito de enquadramento em tipo.

Assim, a interferéncia das nanoparticulas de Cu na categorizacdo dos graos
ardidos e sadios conforme a Tabela 2, também deve ser levada em consideracdo. Na
planta, o0 cobre esta presente em varias proteinas e participa de inUmeras enzimas,
atuando, devido a esta participacdo, em praticamente todas as vias metabdlicas do vegetal,
especialmente no metabolismo de carboidratos, do nitrogénio e na sintese de lignina
(BROADLEY et al., 2012). A dose 900 mg.L™* de nanoparticulas de Cu aplicada neste
estudo, pode ter contribuido como um fator nutricional e protetivo quanto a
metabolizacdo e recuperacdo de nutrientes escassos.A mobilidade do Cu depende do seu
teor no tecido. Em plantas bem nutridas, transloca-se com facilidade até os graos,
enguanto nas deficientes tal movimento é mais dificil. De um modo geral, os 6rgdos mais
novos sdo 0s primeiros a apresentar sintomas de deficiéncia de Cu (MARSCHNER,

2012). Segundo Tisdale et al. (1993), tanto a aplicagcdo de Cu via solo ou via foliar séo
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efetivas, porém, é mais comum a aplicacdo via solo, com quantidades que variam de 0,67
a 22 kg de Cu/ha. No estudo de plantas submetidas ao tratamento com nanoparticulas de
prata sugere que as nanoparticulas foram capazes de penetrar as sementes e de se
translocar até as folhas das plantas de soja.

No estudo com plantas de abdbora, cultivadas em um meio aquoso contendo
nanoparticulas de 6xido de ferro, Zhu et al. (2008) provaram que as plantas foram capazes
de absorver, translocar e acumular as nanoparticulas nos tecidos vegetais. Cerca de 0,6 %
das nanoparticulas fornecidas foram acumuladas nas folhas e 45,4 % destas foram
detectadas nas raizes.

3.2 UNIDADE FORMADORA DE COLONIAS (UFC), ISOLAMENTO DE FUNGOS
GENEROS E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Na Tabela 3 séo apresentadas as contagens de fungos Aspergillus fumigatus e
outros géneros, e deteccdo de micotoxinas (aflatoxinas totais e fumonisina) nos hibridos
de milho submetidos ao TS na dose de 900 mg.L™* de nanoparticulas de Cu.

No que diz respeito a carga fungica, os 5 hibridos apresentaram crescimento, nas
condicdes dtimas (25 °C), permitindo quantificar a extensdo da carga de fungos do milho,
0 minimo detectado foi de 1.0 x 10* e 0 maximo de 8,4 x 10* UFC.g™. Percebe-se que 0
HB 05 (20A20 TOP2®) apresentou o0 menor crescimento flngico (contagem de outros
fungos) em relacdo aos demais hibridos. Estes resultados podem estar relacionados aos
indicadores de rendimentos, doencas sintomaticas foliares e radiculares, demonstrando
os HB 05 (20A20 TOP2®) e HB 02 (20A30 VIPTERA3®) serem os mais resistentes e
produtivos (VERDI,2020).

No Brasil, a legislacdo ndo prevé limites maximos toleraveis (LMT) para fungos

para grdo de milho seco, apenas para a farinha de milho, <1x 10% UFC/g.

Tabela 3 — Contagem de Aspergillus fumigatus e detec¢do de micotoxinas (aflatoxinas totais e fumonisina)
dos hibridos tratados com 900 mg.L™ de nanoparticulas de Cu

o . Contagem  de Contagem de Deteccéo de micotoxinas
Hibridos selecionados com

- Aspergillus outros fungos ] ) .

900 mg de nanoparticulas de fumigatus Aflatoxinas totais Fumonisina
Cu.L?

(UFC/g) Hg/Kg (ppb) mg/Kg (ppm)
HB 05: 20A20 TOP2® 1,0 x 10r1 2,1 x 10" 6,5 1,18
HB 02: 20A30 VIPTERA3® 1,0 x 107 5,2 x 103 6,4 1,55
HB 04: 22518 TOP3® 1,0 x 1071 6,8 x 10" 50 1,35
HB 01: 22518 TOP2® 1,0 x 107 5,0 x 103 <4 4,09
HB 03: 20A80 TOP2® 1,0 x 10r1 8,4 x 104 7,2 1,94

Fonte: Mercolab (2019).
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Esse cereal pode estar sujeito a contaminagdo por uma microbiota fangica diversa
durante a formagdo dos gréos, na colheita, no transporte e no armazenamento, com
reducdo da qualidade sanitéria, fisica e nutricional dos gréos e seus derivados e perdas do
produto. Vérias espécies desses fungos, em condi¢Bes favoraveis, podem produzir
metabolitos toxicos, as micotoxinas, ocasionando problemas de satde publica e animal
(CRUZ, 2010).

Em relagdo aos niveis de Fumonisina (FB1, FB2 e FB3) o total de FBs (FBtotal)
detectados nos hibridos pesquisados, todas as amostras apresentaram contaminacao por
ambas as toxinas. No entanto, nenhuma das amostras estavam acima do limite de
quantificacdo. Os niveis detectados variaram entre 1,18 e 4,09 ug/kg.

Os valores de FBtotal menos expressivas foram de 1,18 e 1,55 pg.kg™ nos HB 05
(20A20 TOP2®) e HB 02 (20A30 VIPTERA3®), respectivamente, e HB 01 (HB 01:
22518 TOP2®), com maior valor (4,09 pg/kg) mesmo assim, estando abaixo do LMT
brasileiro (FBtotal: 5.000 pg/kg), inclusive abaixo do valor preconizado pelo Food and
Drug Administration - FDA (US - 4000 pg/kg) (BRASIL, 2011, 2013; FDA, 2001).

Cruz (2010) avaliou FBs em milho para a producdo de alimentos destinados a
animais em Pirassununga (SP) , e detectou 431 a 6.495 pg/kg. Estes valores foram
superiores aos encontrados no presente estudo.

A contaminacgdo de produtos agricolas por fungos de campo e FBs depende de
diferentes fatores, além da regido geografica (onde séo cultivadas) e as estacdes de plantio
/ colheita, também as condicGes climaticas (temperatura, precipitacdo de chuva e umidade
relativa - UR). Como grdos no Brasil sdo cultivadas principalmente em regibes
subtropicais, foram relatados como propensos a contaminacgéo de FBs (LAZZARI, 1993).

Asevedo et al. (1994), pesquisaram a microbiota fungica e espécies produtoras
de aflatoxinas em 90 amostras de milho estocados em diferentes regides do Brasil,
também isolaram os seguintes géneros de fungos filamentosos apresentados em ordem
decrescente de ocorréncia: Aspergillus (72,2%), Penicillium (67,7%), Fusarium (62,2%).
Adebajo et al. (1994) investigando a microbiota fungica de milho e produtos a base de
milho, também verificaram que os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium eram
predominantes. Ja Castro et al. (1995), estudando a microbiota em milho coletado em
diferentes localidades do Estado de Sdo Paulo, verificaram que os géneros predominantes
eram Fusarium e Penicillium, e o género Aspergillus foi o de menor frequéncia.

Os fungos do género Aspergillus s&o os indicadores de deterioracdo em sementes
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e gréos causando danos no germe, descoloracdo, alteracfes nutricionais, perda da matéria
seca e 0s primeiros estagios da deterioracdo microbioldgica (ALVES et al., 2012). No
ambito internacional, o Codex Alimentarius estabelece limites para AFs em amendoim,
améndoa, aveld, castanha do Brasil, figos secos e pistache (10-15 pg/kg) e para OTA em
trigo cru, cevada e centeio (5 pg/kg) (BROADLEY et al., 2012). Em 2014, o Comité de
Contaminantes do Codex aprovou limites para fumonisinas (FB1+FB2) em grdos de
cereais crus (4000 pg/kg) e em fuba e farinha de milho (2000 pg/kg). O estabelecimento
de limites para DON (cereais crus, produtos processados e cereais para alimentacao
infantil) e AFs em arroz, milho, sorgo e trigo ainda esta em discussdo (CODEX,2014).

A dificuldade de controlar o crescimento de fungos ndo provém somente das
condigBes ambientais desfavordveis no campo, mas também do desenvolvimento da
resisténcia dos fungos frente a fungicidas convencionalmente utilizados. Para suprir a
necessidade de reduzir e/ou inibir o desenvolvimento de fungos, é essencial os estudos de
novos agentes anti-fungicos que possam auxiliar nas estratégias atuais de controle. Estes
agentes devem causar danos para as membranas fungicas, entretanto, precisam manter a
integridade dos gréos. Os agrotoxicos tradicionalmente utilizados como fungicidas tem
varias desvantagens, incluindo toxicidade em altas concentracfes e permanéncia de
residuos nos alimentos (FAO, 2014).

Alguns estudos tem demonstrado atividade antimicrobiana preventiva de varias
nanoparticulas, incluindo a prata (CHOI et al., 2008) cobre (CIOFFI et al., 2005) e éxido
de zinco (LIU et al., 2009). A atividade anti-fungica de NPs de Oxido de zinco ja foi
evidenciada, inibindo o crescimento de Botrytis cinerea e Penicillium expansum (HE et
al., 2011). Abreu et al. (2007) afirmam que o cobre (Cu) é cofator de muitas reacdes
bioquimicas e fisioldgicas nas plantas, participando dos processos de fotossintese e
respiracdo, e diretamente sobre os complexos reprodutivos. Além disso, o ion Cobre
participa nos processos de inducdo de resisténcia e nos efeitos de protecéo,
proporcionando efeitos danosos do ion no interior dos microrganismos nocivos.

O Cu também desempenha papel no metabolismo de defesa das plantas. As
enzimas polifenoloxidase, ascorbato oxidase e diamino oxidase contém Cu e ocorrem nas
paredes celulares desempenhando papel nas vias biossintéticas, desde fenol via quinona,

até substancias melanoticas e lignina explicam Kirkby e Romheld (2007).
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4 CONSIDERAQOES FINAIS

Constata-se que a atividade antimicrobiana do cobre, sobretudo na forma de
nanoparticulas, ocorre neste estudo como em outros relatados de forma preventiva.
Ocorre ainda que a lignina, e compostos ativos como a fitoalexina, presentes em
quantidades significativas e diferenciadas em cada hibrido, agem como barreiras
mecanicas contra a entrada de microrganismos. A deficiéncia de Cu reduz a atividade
destes compostos ativos, diminuindo a presenca de lignina, consequentemente, reduzindo

a capacidade defensoria da planta.
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