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Resumo — O amido é uma importante fonte de energia para o milho, sendo
o carboidrato mais comum na alimentacdo humana. A presenca de amido
favorece a infecgdo por fungos, entre eles, os produtores de fumonisinas,
um metabolito téoxico a humanos e animais. O milho € um componente
importantes em sistemas produtivos diversificados, como aqueles em que
a soja e braquiarias fazem parte. Entretanto, existem duvidas se o teor de
amido pode ser afetado pelos sistemas de produgédo e se ha relagdo com
as concentragdes de fumonisinas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a relagao do teor de amido com a concentragdo de fumonisinas em
milho cultivado em trés sistemas de produgéo: a) Sucessao milho no verao/
pousio, correspondendo a uma condi¢do de monocultura. b) Sucessao soja
no verao/pousio/milho no verdo. c) Soja + braquiaria no verao/braquiaria na
entressafra/milho + braquiaria no verdo. Foram analisados os teores de amido
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e de fumonisinas totais nos graos de milho. Houve diferenca significativa
entre os sistemas de cultivo de milho para o teor de fumonisinas totais e
de amido. Sistemas de cultivo menos intensificados (milho monocultura e
sucessao soja/milho) apresentaram teores maiores de amido e menores de
fumonisinas que o sistema rotagdo soja/braquiaria/milho/braquiaria. O teor
de amido teve relagdo com a concentragdo de fumonisinas e foi afetado pela
composi¢ao de plantas no sistema de produgéo.

Termos para indexagdo: fumonisinas, amido, sistemas de producgao de
milho.
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Relationship Between Starch Content and
Total Fumonisin Concentration in Maize
Grown in Three Production Systems

Abstract — Starch is an important source of energy for maize and is the
most common carbohydrate in human food. The presence of starch allows
infection by fungi, including those that produce fumonisins, a metabolite
that is toxic to humans and animals. Maize is an important component in
diversified growing systems, such as those in which soybean and brachiaria
are components. However, there are doubts as to whether starch content
can be affected by growing systems and whether there is a relationship with
fumonisin concentrations. The aim of this study was to assess the relationship
between starch content and fumonisin concentration in maize grown in three
production systems: a) Summer maize succession/fallow, corresponding to a
monoculture condition.b) Summer soybean succession/fallow/Summer maize.
¢) Summer soybean + brachiaria/brachiaria at off-season/Summer maize +
brachiaria. The starch content and total fumonisins in the maize grains were
analyzed. There was a significant difference between the maize growing
systems in terms of total fumonisins and starch content. Less intensified
cultivation systems (monoculture maize and soybean/maize succession)
had higher starch and lower fumonisin contents than the soybean/brachiaria/
maize/brachiaria rotation system. The starch content was related to the
concentration of fumonisins and it was affected by the composition of plants
in the growing system.

Index terms: fumonisins, starch, maize farming systems.
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Introducao

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, superado apenas
pelos Estados Unidos e pela China, sendo o milho a segunda cultura em
valor econémico para o nosso Pais, atras apenas da soja. A Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab) prevé uma produgdo acima de 127
milhdes de toneladas nas trés safras brasileiras, para o periodo 2022/2023
(Acompanhamento da Safra Brasileira de Gréos, 2023).

Um dos principais problemas para a cultura do milho é a contaminagéo
de gréos por patégenos, especialmente os fungos. Por ser rico em nutrientes
e tendo como componente principal 0 amido, os graos de milho se tornam
um substrato perfeito para os fungos (Marin et al., 1998; Bankole; Adebanjo,
2003; Marques et al., 2009). A colonizagdo de graos por fungos altera a
qualidade nutricional e afeta a produgdo por causa da redugdo no peso, o
que causa prejuizos para a economia brasileira. Além disso, varios fungos
que contaminam os graos sao produtores de micotoxinas, metabdlitos toxicos
a humanos e animais, produzidos em pré e pos-colheita (Hermanns et al.,
2006; Berthiller et al., 2007; Silva et al., 2015). No Brasil, as fumonisinas
s&0 as mais comuns entre as micotoxinas do milho, sendo o fungo Fusarium
verticillioides seu principal produtor, detectado em mais de 90% das amostras
(Lanza et al., 2014). Nos Estados Unidos, no Brasil, na Italia, na China e no
continente africano, o consumo de milho com fumonisinas foi associado a
cancer de esbéfago e/ou hepatico. Outra micotoxina importante é a zearalenona
(ZEA), produzida por Fusarium graminearum (Bennett; Klich, 2003). Analogo
ao estrogeno, a ZEA afeta a reprodugéo, causando hiperestrogenismo em
suinos, afeta a producgdo de leite, altera a tireoide e as glandulas mamarias,
reduz o peso dos testiculos e a producédo de testosterona nesses animais.
Para os humanos, essa micotoxina é carcinogénica (lamanaka et al., 2010;
Peraica et al., 2014).

As micotoxinas sao repassadas na cadeia alimentar por meio da carne, dos
ovos, do leite e derivados, das ragdes e outros, mesmo apds o processamento,
levando a problemas cronicos de saude (Ferreira et al., 2013; Alim et al., 2018;
Oueslati et al., 2018). A Organizacdo das Nag¢des Unidas para a Alimentacao
e a Agricultura (FAQO) estima que, no mundo, cerca de 25% dos alimentos
estejam contaminados com micotoxinas (Pereira et al., 2014). Ja no Brasil,
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Scussel (2002) relata cerca de 45% do milho contaminado com micotoxinas.
Esses dados justificam a preocupagédo com a contaminag¢ao do milho no Pais.

Em relagdo a contaminagdo por micotoxinas, fatores bidticos e
abidticos podem resultar em aumento ou redugéo delas. Entre eles, estao
a suscetibilidade dos hibridos aos fungos toxigénicos, fatores climaticos
(temperatura, umidade, estresse hidrico, injurias por insetos e passaros) e o
manejo da cultura (data de plantio, de colheita, praticas de cultivo, fertilizagao,
rotagdo de culturas, irrigagédo) (Bhuiyan et al., 2010; Borras-Vallverdu et al.,
2022). Esses fatores podem afetar a composi¢cao dos grdos, com aumento
ou redugao deles. Entre os principais componentes dos grdos, o amido, um
polissacarideo, destaca-se por sua fungdo de reserva de energia para as
plantas, sendo estratégico para o desenvolvimento de fungos (Stelato et
al., 2010). Faltam informagbes sobre quais componentes do milho podem
afetar a produgéo de padrdes de fumonisinas, portanto, Lazzaro et al. (2013)
avaliaram o papel da farinha de milho e do amido de milho como Unicas fontes
de nutricdo na dindmica de produgéo de fumonisinas por diferentes isolados
de Fusarium verticillioides e de Fusarium proliferatum. Foi observado que a
producao de fumonisinas foi mais elevada no meio a base de farinha de milho
do que no meio a base de amido em ambas as espécies de Fusarium.

Apesar de haver estudos que associem teores de amido a sintese de
micotoxinas, faltam informagdes sobre a influéncia dos sistemas de produgao
em que o milho esta inserido no aumento ou na redugdo de amido e as
consequéncias em concentragdes de micotoxinas. Dessa forma, como o teor
de amido nos graos pode ser afetado pelos sistemas produtivos de graos e
pode influenciar a sintese de micotoxinas, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito de sistemas de cultivo no teor de amido e de fumonisinas em graos
de milho.

Material e Métodos

Experimento de campo

O experimento foi conduzido a partir da safra 2014/2015, na Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG (latitude 19° 28’ 36" S, longitude 44° 171’
53" W, e altitude 732 m). As avaliagbes relacionadas a micotoxinas foram
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realizadas nos graos colhidos na safra 2018/2019. A regido possui clima tipo
Cwa segundo, segundo Képpen (1948), em que prevalecem inverno seco e
verao quente, com temperatura média anual de 21,8 °C e precipitagdo média
anual de 1.345 mm (Simao, 2020).

O solo da area é classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico muito
argiloso (660 g kg de argila). Anteriormente, o solo foi cultivado em sistema
de semeadura direta com cultivos anteriores alternados entre milho e soja,
com pousio na entressafra.

Antes do inicio do experimento no ano agricola 2014/2015, o solo
foi corrigido escarificado a cerca de 25 cm de profundidade, seguido da
aplicagéo de calcario dolomitico (4,0 t ha) incorporado com arado de aiveca
e grade aradora. Em seguida, foram aplicados gesso agricola (3,0 t ha™),
superfosfato simples (1,0 t ha), cloreto de potassio (300 kg ha') e FTE (90
kg ha), incorporados com grade niveladora a 10 cm de profundidade. Esses
procedimentos visaram a corregéo da acidez e constru¢do da fertilidade no
perfil do solo, para entéo se reiniciar 0 manejo em semeadura direta. Tais
operagdes foram definidas com base nas indicagbes de manejo propostas
por Sousa e Lobato (2004) para solos de Cerrado (Simao, 2020) e pela
analise de amostras de solo coletadas previamente a implantagdo da area
experimental.

Aarea do experimento foi de 1,8 hectare, dividida em trés tratamentos, com
dezrepeticdes, representadas por pontos fixos previamente georreferenciados
aleatoriamente em cada tratamento, onde foram realizadas as avaliagdes
de produtividade das culturas em trés linhas de 3 m de comprimento. Os
tratamentos foram constituidos de modalidades de cultivo envolvendo milho
em rotagcdo com soja, com ou sem inser¢ao de braquiaria em consorcio com o
milho, sendo eles: a) Sucessao milho no verao/pousio, correspondendo a uma
condi¢do de monocultura (Tratamento 1). b) Sucessao soja no verao/pousio/
milho no veréo (Tratamento 2). ¢) Soja + braquiaria no verao/braquiaria na
entressafra/milho + braquiaria no verdo (Tratamento 3). Os cultivos de soja
foram conduzidos com espagamento de 0,5 m entre linhas; os de milho, com
espagamento de 0,7 m. A semeadura da braquiaria (Urochloa ruziziensis)
foi feita misturando-se as sementes do capim junto ao adubo distribuido no
sulco de semeadura do milho. Ja no caso da soja, a braquiaria foi semeada
a lango quando a soja se encontrava no estadio fenolégico R,. Em todos os
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anos, para as culturas da soja e do milho, as praticas culturais seguiram os
principios das boas praticas agricolas e as recomendacdes de aplicagcbes
de defensivos, conforme as recomendagdes indicadas na bula, apds
levantamento de informagbes em campo para indicagdo da necessidade de
intervencdes agronémicas.

As avaliagbes de produtividade foram realizadas em cada ponto
georreferenciado, totalizando dez repeticdes dentro de cada um dos
tratamentos. Os grdos de milho utilizados para as avaliagdes qualitativas
(micotoxinas) foram coletados por ocasido da colheita, apés a maturidade
fisioldgica, na safra 2018/2019. Assim, as analises dos graos foram realizadas
apos 4 anos agricolas de implantagéo do experimento, para que, nos casos
dos tratamentos 2 e 3, estivessem sob o cultivo de milho verdo, seguindo os
esquemas de rotagéo de culturas previstos inicialmente.

O experimento procurou reproduzir ambientes de lavouras comerciais,
requerendo parcelas de grandes dimensdes para melhor expressao do efeito
de diferentes condigdes derivadas dos sistemas/tratamentos. Isso exigiu o
uso de maquinario de grande porte, impondo limitagdes que ndo permitiram a
utilizacao de delineamento experimental classico, com repeti¢cdes estatisticas
verdadeiras. Assim, os dados de avaliagdes dos cultivos foram obtidos como
pseudorrepeticdes (Simao, 2020), por meio de amostras independentes em
dez pontos aleatérios, previamente georreferenciados dentro da area de
cada sistema.

Analise de teor de amido nos graos

Apos a colheita, amostras dos graos de cada parcela foram separadas e
enviadas para laboratério privado para analise do teor de amido pelo método
enzimatico.

Analise de micotoxinas

Para as analises de fumonisinas, amostras de 500 g de gréos de cada
parcela foram enviados para o laboratério de Seguranga Alimentar da
Embrapa Milho e Sorgo.
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A determinacao do teor de fumonisinas B1 (FB1) + Fumonisina B2 (FB2)
nas amostras de milho foi realizada pelo método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), com utilizagao de colunas de imunoafinidade para
separacao da micotoxina de interesse e posterior detecgdo em detector de
fluorescéncia (FLN) acoplado ao cromatégrafo. As etapas envolvidas no
processo foram homogeneizagdo e moagem das amostras, extragao por
solvente com posterior purificagéo, e, por fim, quantificagdo no CLAE.

Para a analise dos teores de Fumonisinas B1 e B2 e total, 10 g de
amostra moida foram extraidos com 50 mL de solugdo de extragao
agua:metanol:acetonitrila (50:25:25 v/v), e levados para agitagdo a 200 rpm
por 40 min. Logo apds, os extratos foram centrifugados a 3.000 rpm por 10
min, € 5 mL do sobrenadante foram retirados e diluidos em 20 mL de solugéo
PBS (tampao fosfato). A solugéo foi filtrada em filtro de microfibra de vidro,
e 10 mL e foram transferidos para coluna de imunoafinidade Fumonitest. A
coluna foi lavada com 10 mL de solugdo tampao PBS e, em seguida, 2,5
mL de metanol (grau HPLC) foram eluidos pela coluna. As amostras foram
coletadas e levadas para secagem a 50 °C sob fluxo de ar comprimido seco.
Posteriormente, elas foram ressuspendidas em solu¢do acetonitrila:agua
(1:1, v/v). A uma aliquota de 50 pL dessa ultima solugéo, adicionaram-se 50
WL da solucao de O-ftaldialdeido com 2-mercaptoetanol (OPA).

A quantificagao dos teores de fumonisina foi realizada injetando a amostra
em HPLC, acoplado com uma coluna de fase reversa C18 de 150 mm x 4,6
mm com (5 pym) e detector de fluorescéncia (FLR) com 335 nm excitagéo e
440 nm emissao. A eluicao foi realizada com fase mével em gradiente de
solugdo de MEOH:NaH2PO4 0,1M (77:23, v/v), com vazao de 1,0 mL min™. O
tempo de retengéao foi de 4 min, e de 9 min para FB1 e FB2, respectivamente.
A quantificagdo dos teores foi realizada utilizando uma curva analitica com
referéncia de fumonisinas marca Trilogy Analytical Laboratory, com teor de
fumonisinas totais de 4,3 mg kg™.

Analise de dados

Os teores de amido e de fumonisinas totais foram submetidos a analise de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia, no software Sisvar (Ferreira, 2011). Analises de regressao
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e correlagédo foram usadas para avaliar a relagdo entre o teor de amido e a
ocorréncia de fumonisinas.

Resultados e Discussao

Houve diferencga significativa entre os sistemas de cultivo de milho para o
teor de fumonisinas totais (P-valor=0,000; F=11,15; CV=28,17%) e de amido
(P-valor=0,005, F=75,02; CV=2,5%) (Figura 1). As médias de amido foram
de 68,88%; 71,43% e 74,22% para a rotagado soja/capim/milho/capim, para
milho monocultura e para a sucesséo soja/milho, respectivamente (Figura
1A). As médias de fumonisinas totais foram de 247,69 ug kg™; 304,07 ug kg’
e 1.682,37 ug kg' para milho monocultura, sucesséo soja/milho e rotagdo
soja/capim/milho/capim, respectivamente (Figura 1B).

Sistemas de cultivo menos intensificados como o milho monocultura
e sucessao soja/milho apresentaram teores de amido maiores e diferiram
do sistema mais diversificado, rotagdo soja/braquiaria/milho/braquiaria. De
forma inversa, o teor de fumonisinas totais foi maior no sistema intensificado,
diferindo dos outros dois (Figura 1, Ae B).
A 75
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Milho monocultura Sucessao soja/milho Rotagao
soja/braqui.milho/braq.

Continua...
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Figura 1. Teores médios de amido (A) e de fumonisinas totais (B) em trés sistemas de
produgao de milho. Letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

A anélise de regressao foi significativa a 5% de probabilidade (P-valor =
0,002, F=15,75). A correlagao entre o amido dos graos e as fumonisinas totais
foi alta e inversa (r=- 0,74), ou seja, com a redugéo no teor de amido houve
aumento de fumonisinas totais. (Figura 2).
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Figura 2. Relacao dos teores de amido na concentracéo de fumonisina total em milho.



Relacéo Entre o Teor de Amido e a Concentragao de Fumonisinas Totais em Milho Cultivado... 15

Nos trés sistemas produtivos avaliados, o teor de fumonisinas totais ficou
abaixo dos limites maximos tolerados no Brasil, que é de 5.000 ug kg’ para
graos de milho nao processados, conforme a Resolugdo RDC n° 7, de 18 de
fevereiro de 2011 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2023).

Suwarno et al. (2019) avaliaram a correlagdo entre o milho enriquecido
com provitamina A e o teor de aflatoxinas, verificando que grdos com maior
concentracao de beta caroteno, beta cryptoxantina e maior provitamina
A total tiveram menor contaminacdo com aflatoxinas. Trabalhos sobre a
composi¢cao dos grédos de milho mostram que predominam carboidratos
(amido), proteinas e lipideos, sendo que o uso adequado do grdo depende
de sua composigao quimica (Stelato et al., 2017). A producdo de micotoxina
e o grau de contaminacé&o de alimentos s&o regulados por fatores ambientais,
composicao, textura do substrato, umidade e temperatura (Minami et al.,
2004). Os carboidratos sao estratégicos para o crescimento de fungos, pois
propiciam pressao osmotica elevada, que inibe o crescimento bacteriano
(Stelato et al., 2010). A producao de FB1 é afetada pelo conteudo de agua,
amilase e amido nos graos, situagdes que variam do comego ao final do
ciclo da cultura, com a maturacdo (Oldenburg et al., 2017). Apesar de F.
verticillioides, principal fungo produtor de fumonisinas, ser encontrado em
graos sem amido, a amilopectina foi descrita como desencadeante na sintese
de micotoxinas, com pico na fase de grao dentado (Picot et al., 2011; Lazzaro
etal., 2013).

Uma mudanga marcante durante o desenvolvimento de espigas € o rapido
acumulo de amido em espigas maduras, sendo o endosperma, nessa fase,
rico em amido e associado a niveis maiores de fumonisinas produzidas por
F. verticillioides (Bluhm; Woloshuk, 2005). O resultado deste trabalho foi
inverso e mostra que, apesar de haver relagao entre o teor de amido e a
concentracao de fumonisinas em milho, é necessario aprimorar as pesquisas
sobre o tema. No presente estudo, o milho produzido em sistema de rotagao
com soja e intensificado pela inclusao da braquiaria ruziziensis apresentou
menor teor de amido e presencga de nivel mais elevado de fumonisinas nos
graos, comparativamente a rotagdo simples com soja ou a monocultura de
milho. Os efeitos de sistemas produtivos na composicao quimica de graos e a
consequéncia na sanidade de gréos e predisposi¢ao a sintese de micotoxinas
podem ser mais aprofundados e gerar recomendacdes técnicas de manejo
visando a redugao de micotoxinas em gréos. Uma das aplicagdes deste
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conhecimento € que o teor de amido pode ser uma alternativa de predigao a
sintese de fumonisinas e outras micotoxinas por equipes de melhoramento
genético de milho, visando ao desenvolvimento de cultivares mais resistentes.

Conclusoes

O teor de amido nos graos pode ser uma alternativa de predigcéo a sintese
de fumonisinas e outras micotoxinas por equipes de melhoramento.

O sistema de produgao tem relagdo direta com o teor de amido e a
concentracao de fumonisinas em graos. Sistemas intensificados apresentaram
menor concentragdo de amido e teores mais elevados de fumonisinas em
milho.
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