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RESUMO

BARBOSA, C. B. Micoflora e ocorréncia de micotoxinas em gréos de trigo recém-
colhidos e armazenados. 2014. 138 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.

O presente trabalho objetivou avaliar mensalmente, por um periodo de sete meses, a
microbiota fungica e a ocorréncia de micotoxinas (deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA)
e alternariol (AOH)) em amostras de trigo recém-colhidas e armazenadas, provenientes de
duas regides produtoras localizadas no Sudoeste do Estado de Sao Paulo, Brasil, Capéo
Bonito e Avaré. A avaliacdo dos fatores abioticos, atividade de agua e fatores climatoldgicos
das regibes de cultivo, também constituiu objetivo do estudo. O isolamento dos fungos foi
realizado pela técnica da semeadura direta, utilizando meio de cultura DRBC (Agar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol) e DG 18 (Agar Dicloran Glicerol). Os fungos foram
identificados em nivel de género, entretanto, aqueles pertencentes aos géneros Fusarium e
Alternaria foram identificados até espécie, utilizando métodos morfoldgicos classicos (macro
e micromorfoldgicos) e moleculares (sequenciamento parcial do gene TEF-1a ¢ gene Alt a 1,
respectivamente). As analises micotoxicologicas foram realizadas utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS),
coluna de fase reversa C-8, ionizacdo por eletrospray em modo positivo e elui¢cdo por
gradiente. Os resultados revelaram a predominancia do género Alternaria nas amostras de
todas as coletas, seguido de Epicoccum (12,6%), Fusarium (8,3%) e mais 16 outros géneros
de fungos filamentosos: Phoma (6,3%), Cladosporium (4,9%), Drechslera
(3,7%), Nigrospora (1,5%), Aspergillus (1,4%), Bipolaris (1,2%), Penicillium (1,0%),
Acremonium (0,27%), Pyrenophora (0,22%), Mucor (0,13%), Curvularia (0,1%),
Helminthosporium (0,09%), Monographella (0,05%), Rhizopus (0,04%), Phomopsis (0,03%)
e Chaetomonium (0,02%). A atividade de 4gua média nas amostras variou de 0,75 a 0,53 e,
assim como o crescimento fungico, diminuiram com o tempo de armazenamento. F.
graminearum e A. alternata foram as espécies mais frequentes dentre 0s respectivos géneros.
Das 70 amostras de Capao Bonito, 69 (98,6%) estavam contaminadas com DON (210-2910
ug/kg) e 3 (4,3%) amostras com ZEA (20-30,1 pg/kg). Quanto ao AOH, as amostras nao
apresentaram qualquer contaminacdo. As amostras de Avaré ndo apresentaram contaminacao
pelas toxinas de Fusarium spp. e Alternaria spp. em estudo, o que pode ser justificado pelo
prévio processo de beneficiamento ao qual foram submetidas. O nivel de contaminacdo por
DON séo inferiores aos limites estabelecidos recentemente pela legislacdo brasileira (3000
Hg/kg), porém superam os limites legais definidos pela Comunidade Européia (1750 pg/kg), o
que demonstra a necessidade de maior controle e fiscaliza¢do dos alimentos, visando conhecer
a extensdo dessa contaminacdo e fornecer informacgdes importantes, escassas em nosso pais,
para os diversos segmentos envolvidos com a producéo, utilizacdo e comercializacdo de trigo
bem como para fiscalizacdo e pesquisa, a fim de garantir ao consumidor final produtos de
melhor qualidade.

Palavras-chave: Fusarium spp. Alternaria spp. Micobiota. Trigo. Deoxinivalenol.
Zearalenona. Alternariol. LC-MS/MS.



ABSTRACT

BARBOSA, C. B. Mycoflora and occurrence of mycotoxins in grains of wheat freshly
harvested and stored. 2014. 138 p. Masters thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.

The present study aimed to evaluated the mycoflora and occurrence of mycotoxins
(deoxynivalenol (DON), zearalenone (ZEA) and alternariol (AOH)) in freshly harvested and
stored wheat samples from two producing regions in the southwest of the state of S&o Paulo,
Brazil, Capédo Bonito e Avaré. The samples were examined monthly over a period of seven
months. Abiotic factors , water activity and climatological growing regions also constituted
the study objective.The isolation of fungi was performed by direct plating technique using
agar medium DRBC (dicholoran Rose Bengal Chloramphenicol) and DG 18 (dicholoran
Glycerol) . The fungi were identified at genus , however, the genera Fusarium and Alternaria
were identified to species using classics morphological methods (macro and
micromorphological) and molecular (partial sequencing of the gene TEF-1a gene and the Alt
a 1, respectively). Mycotoxicological analyzes were performed using high performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), reverse phase column
C-8, electrospray ionization in the positive mode and gradient elution. The results showed the
predominance of Alternaria in all samples , followed by Epicoccum (12.6 %), Fusarium
(8.3%) and over 16 other genera of filamentous fungi: Phoma (6.3%), Cladosporium (4.9%),
Drechslera (3.7%), Nigrospora (1.5%), Aspergillus (1.4%), Bipolaris (1.2%), Penicillium
(1.0%), Acremonium (0.27%), Pyrenophora (0.22 %), Mucor (0.13 %), Curvularia (0.1%),
Helminthosporium (0.09 %), Monographella (0.05%), Rhizopus (0.04 %), Phomopsis (0.03%)
and Chaetomonium (0.02 %). The average water activity in the samples ranged from 0.75 to
0.53 and as well as fungal growth, decreased with storage time. F. graminearum and A.
alternata were the most frequentspecies from the respective genus. Of the 70 samples from
Capéo Bonito region, 69 (98.6%) were contaminated with DON (210 to 2910 ug/kg) and 3
(4.3%) samples with ZEA (20 to 30.1 ug/kg). Regarding AOH, samples showed no
contamination. Due to prior beneficiation process, samples from Avaré were not contaminated
by any of the studied Fusarium spp. and Alternaria spp. toxins. DON levels were lower than
the established limitof Brazilian legislation (3000 pg /kg), but exceed the legal limits set by
the European Community (1750 ug / kg), which demonstrates the need for greater control and
supervision, in order to determine the extent of contamination and provide important
information, scarce in our country, for wheat production and marketing segments as well as
for monitoring and research, to ensure better quality products for consumers.

Keywords: Fusarium spp. Alternaria spp. Mycoflora. Wheat. Deoxynivalenol. Zearalenone.
Alternariol. LC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRIGO

O trigo é o segundo cereal mais produzido no mundo, com significativo peso na
economia agricola global e na alimentagdo humana, pela qualidade nutritiva e versatilidade no
uso (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2011b). O grio ¢é
consumido na forma de pdo, massa alimenticia, bolo e biscoitos, farinha, entre outros.
Também pode ser usado como racdo animal, quando ndo atinge a qualidade exigida para
consumo humano (BRASIL, 2011a).

O trigo fornece cerca de 20% das calorias provenientes de alimentos consumidos pelo
homem. Possui o glaten, uma proteina ndo encontrada em outros graos, o que faz do trigo
componente indispensavel para muitos alimentos. O trigo é Gtil ao homem através de seus
derivados imediatos, farinhas (branca e integral) e triguilho. Farelo de trigo (subproduto da
obtencdo da farinha branca) ou trigo integral adicionado diariamente a mingaus, sopas e
outros alimentos proporcionam bom funcionamento do aparelho digestivo do homem
prevenindo doencas do colon e reto, apendicites, problemas cardiacos, entre outros. O farelo
de trigo é usado em arragcoamento de bovinos, suinos e aves (SECRETARIA DE
AGRICULTURA, PECUARIA, IRRIGAQAO, REFORMA AGRARIA, PESCA E
AQUICULTURA, 2012).

E o produto de origem vegetal de maior diversidade industrial para o consumo
humano e uma das culturas mais produtivas do mundo (AGRONET, 2013). A producéo de
trigo representa cerca de 30% da produgdo mundial de cereais e ocupa 20% da area cultivada
no mundo (SEAGRI, 2012). O cultivo do trigo é tdo disseminado pelo mundo inteiro que em
qualquer més do ano ele é colhido em alguma parte de nosso planeta (BRASIL, 2013b).

Sua producéo estad em torno de 500 milhGes de toneladas/ano tendo como principais
produtores mundiais a Russia, Estados Unidos da América, China, india e Franca (SEAGRI,
2012).

Em 2010, a produgdo mundial chegou a 684 milhdes de toneladas (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2011). De acordo com o Conselho Internacional de
Gréos (IGC, 2013), a producdo mundial de trigo 2013/2014, chegara a 690 milhdes de
toneladas e em 4 anos, 2017/2018 alcangard producdo de 731 milhdes de toneladas, mesmo

valor previsto para consumo.
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No Brasil, o trigo € uma cultura de grande importancia sécio-econémica, destacando-
se o fato de que o consumo brasileiro do produto, nos ultimos 3 anos, foi em torno de 10
milhGes de toneladas, sendo 5-6 milhdes de producdo nacional (BRASIL, 2011a). Paises
como Argentina, Paraguai, Ururguai, Estados Unidos e Canada figuram na lista dos principais
exportadores de trigo para o Brasil (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
2013b).

As regides Sul, Centro-Oeste e Sudeste sdo as principais regides produtoras no pais,
sendo que Parand e Rio Grande do Sul totalizam mais de 90% da producdo. Contudo, 0s
estados de Goiés, Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina também séo responsaveis pelo
fornecimento de trigo (BRASIL, 2013c).

A producdo nacional de trigo para o exercicio 2013/14 devera atingir 5.609,8 mil
toneladas, representando um incremento de 28,1% em relacdo a safra passada. A area
plantada de trigo na safra 2013/14 devera apresentar um incremento de 10,3% em relagdo a
safra anterior, atingindo 2.089,7 mil hectares, contra 1.895,4 na safra 2012/13 (CONAB,
2013a). Estimativas do ministério preveem uma taxa de aumento de consumo do trigo de
1,31% ao ano (BRASIL, 2011b).

No entanto, gracas ao trabalho das instituicdes de pesquisa brasileiras, em especial da
Embrapa, h4 uma expectativa de que o Brasil, por apresentar area e condicdes suficientes,
possa se tornar auto-suficiente na producdo de trigo nos proximos dez anos, tanto pelo
aumento da producdo nas regides tradicionais, quanto pela incorporagdo de novas areas, como
os cerrados (AGRONET, 2013).

Devido a importancia do trigo e seus derivados na alimentacdo do homem, visando
amenizar a deficiéncia de vitaminas e minerais nos alimentos consumidos pela populagéo, o
Governo Federal determinou, em 2002, a obrigatoriedade da adicéo de ferro e acido félico na
farinha de trigo, processo conhecido como biofortificacio (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2002). As farinhas de trigo, pelo seu largo consumo, foram
identificadas como veiculos adequados para a estratégia de fortificacdo alimentar o que, mais

uma vez, evidencia os beneficios deste alimento a populacéo.
1.2 HISTORIA E CULTURA DO TRIGO
O trigo, pertencente a familia das gramineas e ao género Triticum €, desde a pré-

historia, 0 mais importante dos cereais, sendo provavelmente, a mais antiga planta cultivada.

Serviu de sustento as civilizagdes da Mesopotamia e do Nilo, e conquistou a Europa
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(CARVALHO; NAKAGAWA, 1988). Devido a sua adaptagdo a muitos tipos de solo e
climas, sua faixa de cultivo estende-se entre 30 a 60° da latitude Norte e 20 a 40° da latitude
Sul. Em condicBes particulares encontra-se também no equador e no circulo polar
(QUAGLIA, 1991).

A origem do trigo é bastante remota. O homem cultiva o Triticum vulgare, pelo
menos, ha seis mil anos, no inicio, triturando-o entre pedras rusticas para aproveitar a farinha.
Foram encontrados gréos de trigo nos jazigos de mumias do Egito, nas ruinas das habitacdes
lacustres da Suica e nos tijolos da piramide de Dashur, cuja construcdo data de mais de trés
mil anos a.C. (BRASIL, 2011d).

No Brasil, ha relatos que o cultivo do trigo tenha se iniciado em 1534, na antiga
Capitania de S8o Vicente. A partir de 1940, a cultura comeca a se expandir comercialmente
no Rio Grande do Sul. Nessa época, colonos do Sul do Parana plantavam sementes de trigo
trazidas da Europa em solos relativamente pobres, onde as cultivares de porte alto
apresentavam melhor adaptacdo. A partir de 1969/70, o trigo expandiu- se para as areas de
solos mais férteis do norte/oeste do Parand e, em 1979, o Estado assumiu a lideranga na
producdo de trigo no Brasil (BRASIL, 2011e).

1.3 CARACTERISTICAS DA PLANTA

Embora o trigo represente uma fonte de alimento completa em termos nutricionais, a
propor¢do das vérias substancias que compdem o grdo (amido, minerais, vitaminas e
proteinas) oscila conforme a variedade. (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA
DO TRIGO, 2011).

Os cereais assim como o0s demais membros da familia Apoaceae (antiga
nomenclatura Gramineae), chamados cariopses ou grdos, produzem frutos secos. No grao,
identificam-se duas partes distintas: o pericarpo e a semente. A parte mais externa é o
pericarpo, que recobre toda a semente e é composto por 6 camadas (epiderme, hipoderme,
remanescentes da parede celular ou células finas, células intermediarias, células cruzadas e
células tubulares). A semente é formada pelo endoesperma e o0 germe, que sao recobertos por
3 camadas: testa (onde estdo os pigmentos que d&o cor ao grdo), camada hialina e aleurona
(HOSENEY, 1986).

Do ponto de vista tecnoldgico, o grdo de trigo pode ser dividido em trés partes
distintas: endosperma (83%), farelo (14%) e germe (3%). Cada parte compreende dois ou

mais tecidos anatomicamente diferentes (BUSHUK, 1986).


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do74_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do74_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/aunidade/histori.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/aunidade/histori.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do74_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do74_b.htm
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Figura 1 - Sec¢bes Longitudinal e Transversal de um Gréo de Trigo.

1 - Pélos (barba) B
2 - Epiderme a

3 - Hipoderme s ——
4 - Células Cruzadas ¢

5 - Células Tubulares ’

6 - Testa : .
7 - Hialina 9
8 - Aleurcna
9 - Casca 10
10 - Endosperma
11 - Germe

11

Fonte: SM ALIMENTQOS, 2013

Os constituintes quimicos nao se distribuem uniformemente pelo gréo.
O pericarpo (cerca de 5% do peso do grdo) € rico em pentosanas, celulose, cinzas e proteina.
A aleurona (7%) é uma camada rica em cinza (fosforo, fitato), proteina, lipidios, vitaminas
(niacina, tiamina, riboflavina) e enzimas. O endosperma (82%) é composto basicamente de
amido, mas sua parte mais externa (subaleurona) contém mais proteina que a porcdo
interna. O germe (3%) tem alto contetdo de proteina, lipidios, aclcares redutores e cinzas.
(SM ALIMENTOS, 2013).

A planta pode atingir de 0,5 a 1,5 m de altura, tem raizes em forma de cabeleira, caule
oco e reto (colmo), 6 a 9 folhas estreitas e compridas, flores em grupo de 3 a 5 formam
espiguetas que se agrupam em numero de 15 a 20, formando espigas. O fruto, uma cariopse
(ou grédo), é seco, pequeno e conclui desenvolvimento 30 dias ap6s fecundacdo da flor
(SEAGRI, 2012).

O trigo esta entre as plantas mais cultivadas no mundo. Existem cerca de 30 tipos de
trigo, geneticamente diferenciados, dos quais metade € cultivada; o restante cresce de forma
silvestre. Em sua maioria, classifica-se em 3 espécies: a Triticum aestivum L., predominante
na produgdo mundial; a Triticum compactum Host. e a Triticum durum Dest, os quais
representam mais de 90% do trigo cultivado no mundo. Cada uma delas é mais adequada a

um tipo de alimento:


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do74_b.htm
http://www.seagri.ba.gov.br/Trigo.htm
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Triticum aestivum - Chamado de trigo comum, é o mais cultivado, respondendo por
mais de 4/5 da producdo mundial e o mais utilizado na fabricacdo do p&o. A variedade mais
consumida no Brasil, Triticum aestivum L., tem um teor de proteina em torno de 15%.

Triticum compactum - Conhecido também como tipo clube, tem um teor de proteinas
da ordem de 8%, produzindo menor teor de glaten, substancia que estd por trds do
crescimento e da textura dos produtos feitos com farinha. E utilizado para a fabricacio de
biscoitos e bolos mais macios e menos crocantes.

Triticum durum - Indicado para massas (macarrdo), essa espécie forma um gluten
mais resistente, permitindo uma textura firme apds o cozimento. O grdo duro néo é cultivado
no Brasil (ABITRIGO, 2011).

Figura 2 - Imagens das trés principais espécies de trigo.

! 1 §
Triticum aestivum Triticuyompactum Triticum\durum

Fonte: ABITRIGO, 2011

A semente do trigo é o principal e mais eficiente veiculo de transmissdo e
disseminacdo de patdgenos o que implica tanto na introducdo de patégenos em areas ainda
livres ou de racas mais virulentas, ainda ndo existentes, quanto na ocorréncia de infeccdo, nos
estadios iniciais de desenvolvimento da planta, com aumento da incidéncia de doencas ja
existentes (MACHADO, 1982; TANAKA; MACHADO, 1985). Muitas doencgas que ocorrem
no Brasil foram introduzidas por meio de sementes que carregavam, interna ou externamente,
organismos patogénicos (TANAKA, 1982).

As patogenicidades associadas a sementes incluem podridao radicular, tombamento de
mudas, manchas necroticas em folhas e caules, deformagfes como subdesenvolvimento,

descoloracdo de tecidos e infecgdes latentes e morte (NEERGAARD, 1979).


http://www.abitrigo.com.br/index.php?mpg=02.00.00

1.4 O CULTIVAR IAC 381 (KUARA)

Pertence a espécie Triticum aestivum L.

Figura 3 - Dados informativos do cultivar IAC 381.

Ano de langamento 2009 (N°. referéneia RNC 23300)
Procedéncia Instituto Agrendmico de Campinas
Origem Cruzamenio: CMH.75*66/SERVI/BHT 146/AAS WIN'S”
Tipo de culturs Sequeiro e irfigado
Ciclo 130 & 135¢as (nlemedidiofardio)
Espigamento B0 a 70 dias apds a emergéncia
Epoca de plantio 1 e abril & 31 de maio (de acordo com a regido e a ingagao)
Espacamento entrelinhas 0,17a020m
Gasto de sementes 140 & 150 kg/ha
Estande 300 & 350 plantasim’
Porte: intermediddio
Caracteristicas da planta Altura da planta 0,85 20,90 m
Cor da auricula: auséncia de antodianing
Forma: oblonga
Caracteristicas da espiga Cor na maturacio: clara
Arista: normal
Tipo de grio Duro (pdo)
Produtividade média 3.000 a 5.000 kg/a
Resistente: ferrugem-da-folha, oidio.
Moderadamente resislente: brusone. Epigas com moderada
Resisténcia 2 doengas resisténcia a Gibereda & mancha-da-gluma.

Moderadaments suscatival: manchas loliares causadas por
Bipolaris sorokiniana e Drechslera tritici-repantis.
Suscatived: Giberafa,

Regides triticolas do Estado de Sio Paul: Zonas A, A1, B &

Regides indicadas para plantio  C, sequeiro & imigado. Nas demais Zonas Triticokas (Zonas D,
E, F, G & H) cultivar somente com ingacio por aspersio.

¢ Destaca-se pela rusticidace.

* Resisléncia a0 acamamentor boa.

* Ressiente & debulha natural & & garminacdo na
Observagoes i

*  Tolerancia méda a0 sluminio ldxico no solo.

*  Exigénca média em fertilidade do solo.

¢ Qualidade industrial: irigo pdo.

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), 2012.
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150 CULTIVO DO TRIGO

Figura 4 - Estadios fenoldgicos do trigo.
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Estadio

Afilhamento

1

Plantas recém-emergidas, com uma ou mais folhas.

2 Inicio do afilhamento.
3 Afilhos formados. Folhas enroladas em espiral. Algumas cultivares
pode apresentar habito prostrado.
4 Inicio do aparecimento do pseudocaule. Bainhas foliares comecam a
alongar-se.
5 Pseudocaule (formado por bainhas foliares) fotemente desenvolvido.
Estadio Alongamento do colmo
6 Primeiro nd do calmo visivel.
7 Segundo nd do colmo ja formado.
8 Folha bandeira visivel, mas ainda enrolada. Inicio do periodo de
emborrachamento.
9 Ligula da folha bandeira ja visivel.
10 Bainha da folha bandeira completamente desenvolvida, mas as
espigas ainda ndo s3o visiveis.
Estadio Espigamento
10.1  Prnmeiras espigas recém-visivels.
10.2  Um quarto do processo de espigamento completo.
10.3  Metade do processo de espigamento completo.
10.4  Trés quartos do processo de espigamento completo.
10.5  Todas as espigas fora das bainhas.
Estadio Florescimento
10.5.1  Inicio do florescimento.
1052 Florescimento completo na parte apical da espiga.
1053 Florescimento completo na parte basal da espiga.
10.5.4 Final do florescimento, graos no estagio aquoso.
Estadio Maturacgao
1 Graos no estadio leitoso a maturacdo.
111 Gries no estadio leitoso.
11.2  Grios no estadio de massa (conteddo macio e seco).
11.3  Grios duros (dificeis de serem rompidos com a unha do polegar).
11.4 Maturacio de colheita. Palhas secas.

Fonte: Large; Feeks, 1954.
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O rendimento de gréos e as caracteristicas de qualidade tecnoldgica séo fortemente
influenciados pelas condicfes climéticas e meteoroldgicas durante a safra. Excesso de chuva
apos a maturacao fisiologica, periodo de colheita, geadas e déficit hidrico no florescimento,
que comumente ocorrem nas regides subtropicais; umidade e temperatura do ar elevadas
durante o periodo de florescimento e enchimento de graos, caracteristicos de regides tropicais,
sdo as principais causas da perda de rendimento fisico e padrdo de qualidade tecnoldgica dos
gréos (BRASIL, 2011c).

Na regido Sudeste, o Estado de S&o Paulo, terceiro em producdo de trigo no pais,
possui clima subtropical e os invernos coincidem com a época de floracdo e formacgdo do
grdo, justamente quando a semente estd mais suscetivel a contamina¢do (FURLONG, 1992).
O plantio do cereal aparece como uma boa alternativa para o periodo de inverno, em funcéo
das baixas temperaturas coincidirem com o desenvolvimento vegetativo (CONAB, 2013c).

Quando hé& infec¢do precoce (inicio das fases de florescimento e enchimento de gréo),
0s grados, se houver, apresentam-se deformados, pequenos e com baixo peso especifico, e a
maioria € eliminada nos processos de colheita e beneficiamento (BRASIL, 2013a).

O beneficiamento é importante e necessario para se produzir um produto limpo e
padronizado, em condigdes de ser embalado e comercializado. Com o beneficiamento tem-se
por objetivo remover ndo apenas as impurezas como também os grdos que ndo apresentem as
caracteristicas desejaveis, afim de que o produto adquira as qualidades fisicas, fisiologicas e
sanitarias de padrboes comerciais (BRASIL, 2012b).

1.6 MICOBIOTA FUNGICA

Segundo Machado (1988), dentre os agentes patogénicos, os fungos sdo 0s mais
ativos, apresentando maior habilidade em penetrar diretamente nos tecidos vegetais e se
alojarem mais facilmente. Alguns fungos penetram diretamente no hospedeiro e outros
através de aberturas naturais ou ferimentos. Os esporos sdo propagados pelo ar, agua e
animais (KOKALIS-BURELLE et al., 1997).

Os alimentos, independentemente de sua origem, apresentam uma micobiota natural
extremamente varidvel, concentrada principalmente na regido superficial. Os fungos e as
bactérias sdo 0s microrganismos de maior destaque, tanto como agentes potenciais de
deterioracdo do produto, ou como eventuais patdgenos do homem. Porém, nas diferentes
etapas de processamento, os alimentos estdo sujeitos a contaminagdo por diversos outros

microrganismos que ndo fazem parte desta micobiota natural (LEITAO, 1988). Crescem em
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uma grande variedade de substratos, principalmente nos grdos, prejudicando assim a
qualidade do produto (SANTOS et al., 2001).

Assim, os grdos em geral, sdo constantemente expostos, no campo, a uma ampla
variedade de microrganismos, provenientes da poeira, agua, plantas doentes, insetos,
fertilizantes e material organico de animais. Seus esporos ou fragmentos de micélio dardo
inicio a contaminacdo e desenvolvimento do fungo na planta, particularmente em sementes
imaturas. A quantidade e os tipos destes microrganismos dependem da resisténcia dos
mesmos, do tipo de solo, da presenca de roedores e especialmente de condi¢des climaticas
presentes (SILLIKER; ELLIOTT, 1980), além do estagio de desenvolvimento e maturagdo do
grio (LACEY, 1975).

A colonizacdo dos grdos por microorganismos se inicia na emergéncia da espiga e
permanece até o armazenamento. No entanto, a colheita marca uma profunda mudanca nos
fatores ecoldgicos afetando o crescimento de microorganismos e resultando em uma mudanca
marcante na micobiota. A colonizacdo por fungos filamentosos aumenta apds a colheita
(LACEY; MAGAN, 1991).

O desenvolvimento destes microrganismos ndo ocorre somente no campo, mas
também durante o processo de formacdo das sementes, na colheita, nas fases de secagem,
beneficiamento e armazenamento (ROSSETTO; SILVA; ARAUJO, 2005); e também no
manuseio e transporte até o consumidor (SANTOS et al., 2001).

Em geral, os fungos podem ser divididos em dois grupos, de acordo com 0 momento
da contaminacao, e sdo chamados fungos de campo e fungos de armazenamento. (COUNCIL
FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003). Os fungos de campo sdo
aqueles que invadem os tecidos da planta durante o crescimento no campo, necessitando para
seu desenvolvimento, uma elevada umidade relativa do ar (cerca de 80%) e altos teores de
agua nos graos (20 a 21%). Abaixo de 21% de umidade, quando nenhuma agua livre esta
disponivel no interior dos grdos, os fungos de campo aparentemente morrem e os fungos de
armazenamento aparecem, necessitando teores de umidade mais baixos, entre 13 e 18%. No
campo, sdo comuns fungos do género Fusarium, Alternaria, Cladosporium e
Helminthosporium (CHRISTENSEN; SAUER, 1982).

Segundo Thiel et al. (1991), as regides tropical e subtropical sdo as mais favoraveis
para a contaminacdo fungica. Deste modo, o Brasil apresenta condi¢des ideais para o
desenvolvimento destes microrganismos em cereais e graos.

A disponibilidade de agua livre (atividade de agua), o pH, a temperatura no processo e

na estocagem, a atmosfera de armazenamento, a consisténcia do alimento, as caracteristicas
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nutricionais e os efeitos de conservantes sdo os principais fatores que afetam o crescimento
dos fungos em alimentos (PITT; HOCKING, 2009).

Os efeitos da invasdo fungica nos grdos podem levar a diminuicdo do poder de
germinacdo, crescimento fungico, descoloracdo, odor desagradavel, perda de matéria seca,
aquecimento, cozimento, mudancas quimicas e nutricionais como perda de carboidratos,
proteinas e vitaminas, e producdo de micotoxinas, 0 que 0s torna improprios para consumo,
resultando em significativa perda da qualidade do produto e grandes perdas econdmicas
(POMERANZ, 1982).

A biodegradacdo de matérias-primas e de alimentos é um dos principais efeitos
deletérios associados a contaminagdo flngica, € 0 conhecimento das caracteristicas
morfologicas e fisiologicas de certas espécies fungicas, permite o desenvolvimento de
medidas preventivas contra o seu desenvolvimento em diferentes substratos (SANTOS,
2011).

1.6.1 Fusarium spp.

A caracteristica que define o género Fusarium é a producédo de conidios septados, de
forma fusiforme, denominados macroconidios, que podem ser produzidos em pustulas,
chamados esporoddquios, ou em massas viscosas, conhecidas como fidlides. Muitas espécies
de Fusarium também produzem conidios menores, microconidios, de varias formas.
Clamidoconidios, terminais ou intercalantes, sdo caracteristicos de algumas espécies também.
Coldnias de Fusarium spp. sdo geralmente de crescimento rapido e consistem de micélio claro
ou brilhantemente colorido em tons de rosa, vermelho, violeta ou marrom. Alguma espécies
tém teleomorfos, ndo produzidos em cultura (PITT; HOCKING, 2009).

E uma das principais causas de apodrecimento de frutas e vegetais armazenados e s&o
comumente associados com cereais e leguminosas, invadindo-os antes da colheita (PITT,;
HOCKING, 2009).

Fusarium é um dos trés principais géneros fangicos produtores de toxinas. Os mais
difundidos sdo os tricotecenos, sendo o mais importante o deoxinivalenol, produzido por F.
graminearum, F. culmorum e espécies relacionadas. Zearalenona € outra micotoxina,
produzida pelas mesmas especies (PITT; HOCKING, 2009).

Espécies do género Fusarium, importantes fitopatégenos do trigo, necessitam para seu
crescimento de Aa minima de 0,87 e temperatura entre 0 e 39 °C, com 6timo em 25 °C
(LACEY; MAGAN, 1991).
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Mundialmente, a principal espécie associada aos grdos de trigo é F. graminearum
(ALVAREZ et al., 2011; ASTOLFI et al., 2012; BRANCAO et al., 2008; PANISSON; REIS;
BOLLER, 2003), mas F. culmorum, F. boothii, F. cortaderiae, F. brasilicum, F. avenacum e
F. meridionale também sdo encontrados (BOUTIGNY et al., 2011; LACEY; MAGAN, 1991;
SCOZ et al., 2009).

As infecgOes causadas por este patdgeno podem afetar tanto aspectos fisicos quanto
fisioldgicos da semente, incluindo o seu tamanho, peso, composi¢do e qualidade (BECHTEL
et al. 1985), permitindo que ocorram severas perdas no rendimento, as quais podem ser

superiores a 50%, além de afetar a qualidade dos graos susceptiveis (SNIJDERS, 1990).

1.6.2 Fusarium graminearum

Fusarium graminearum é um ascomiceto que produz esporos sexuais (ascosporos) em
um saco conhecido como asca. A fase assexual do fungo produz esporos denominados de
macroconidios, derivados de células produtoras de conidios, as fidlides. Fidlides sdo massas
agrupadas em formato de almofadas conhecidas como esporodoquios. Os macroconidios sdo
hialinos, em formato de canoa, normalmente com cinco ou mais septos (Figura 5)
(AMERICAN PHYTOPATHOLOGICAL SOCIETY, 2012).

Figura 5 - Macroconidios (seta acima), fidlides (seta no centro) e esporodoquio (seta abaixo)

de Fusarium graminearum.

10

Fonte:APSnet
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Tabela 1 - Caracteristicas morfologicas de conidios das espécies isoladas pertencentes ao complexo Fusarium graminearum.

Largura média do Eixo ; - Metade superior e
o o o Bico apical ) _ Maior regido Morfologia dos
Espécies conidio com 5 longitudinal inferior dos o o
o estreito o do conidio conidios (25 pm)
septos (um) dos conidios conidios
. - . . ——rrr_——
F. austroamericanum <45 Tipicamente reta +/- Assimetrica Meio ‘f;_‘,::f— ey
. Gradualmente Principalmente ) —— s
F. meridionale <45 + o Meio ——Tr
curvada simétrica — =
§ Gradualmente Principalmente ) e i
F. boothii <45 + o Meio —_—
curvada simétrica == ==
) Gradualmente o ) ) e e e =Y
F. graminearum 45-5 - Assimétrica Acima do meio e
— =
curvada
Reta ou )
. . Abaixo do P e Y
F. cortaderiae 45-5 gradualmente + Assimétrica ) P
meio —_—_

curvada

Fonte: O’Donnell et al., 2004.
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O anamorfo (estdgio assexual) do fungo é Fusarium graminearum enquanto o
teleomorfo (estagio sexual) do fungo é Gibberella zeae. O género Gibberella pertence a
familia Hypocreaceae, caracterizada por apresentar peritécios de coloracdo brilhante e que
frequentemente se formam em um estroma (estruturas somaéticas onde os corpos de
frutificacdo se desenvolvem). Os ascdsporos (esporos sexuais) se formam dentro de sacos
conhecidos como ascas, e sdo forcadamente liberados do peritécio atraveés de uma pequena
abertura conhecida como ostiolo (Figura 6). Os ascosporos variam de hialinos a coloracdo
castanha, levemente curvados e arredondados nas extremidades (Figura 6). A maioria dos
isolados de F. graminearum sdo homotalicos, o que significa que eles sdo capazes de se
reproduzir sem um parceiro (APSnet, 2012).

Figura 6 - (a) Secdo transversal de um peritécio de Gibberella zeae apresentando ostiolo (seta
acima) e ascas com ascOsporos (seta abaixo). (b) Ascosporos de Gibberella zeae séo

levemente curvados e com as extremidades arredondadas.

Fonte: APSnet

As condicdes climéticas das regides produtoras de trigo, principalmente o sul do pais,
de clima subtropical imido, e a ado¢édo de plantio extensivo direto favorecem o aparecimento
de doencas importantes desta cultura, dentre elas a fusariose ou giberela (FHB), causada
principalmente pelo fungo Fusarium graminearum Schwabe. (ANGELOTTI et al., 2006;
CALORI-DOMINGUES et al., 2007), embora espécies como Fusarium culmorum e
Fusarium avenaceum sejam importantes em algumas regides (BOTTALICO; PERRONE,
2002; MCMULLEN; JONES; GALLEMBERG, 1997). Na regido sul, FHB tem sido
associada a duas espécies do complexo de Fg: Fusarium graminearum sensu stricto e
Fusarium meridionale; cada uma possuindo um genotipo de tricotecenos distinto (ASTOLFI
etal. 2011, 2012; SCOZ et al., 2009).


http://www.apsnet.org/
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De importancia mundial, a giberela é uma doenca de dificil controle, sendo quase
sempre devastadora (BRASIL, 2011f). A doenca ataca as espigas, causando despigmentacgao
das espiguetas afetadas; e chocho, enrugamento e coloracdo branco-rosada a pardo-clara nos
grdos (LIMA, 2002). Atinge ndo somente a producdo de trigo como outros graos de cereais
(MCMULLEN; JONES; GALLEMBERG, 1997; WINDELS, 2000) e resulta em producéo de
grdos e qualidade reduzidas, além da producdo de micotoxinas (DESJARDINS, 2006;
MORGAVI; RILEY, 2007).

1.6.3 Alternaria spp.

Os fungos do género Alternaria sdo 0s microrganismos mais comumente encontrados
no ambiente agricola (GRABARKIEWICZ-SZCZENA; CHELKOWSKI; ZAJKOWSKI
1989) sendo responsavel pelo menos por cerca de 20% da deterioracdo dos produtos. Existem
cerca de 299 espécies pertencentes a este género (KIRK et al., 2008), a maioria das quais sdo
patdgenos de plantas (STRANDBERG, 1992) e inclui também espécies saprofiticas.

As especies do género Alternaria estdo amplamente distribuidas na natureza e
invadem cereais, oleaginosas e outras culturas, durante a maturacdo e a colheita. Muitos
estudos tém reportado que Alternaria spp. € um dos principais, sendo o principal componente
da micobiota de trigo (AZCARATE et al., 2008; LI; YOSHIZAWA, 2000).

A espécie Alternaria alternata frequentemente ocorre em gréos de cereais. E a mais
comum em graos de trigo, podendo ser detectada em cerca de 100% dos grdos no momento da
colheita (BENSASSI et al., 2009; HILL; LACEY, 1983; MAGAN; LACEY, 1984,
PERELLO; MORENO; SISTERNA, 2008). Infeccbes por Alternaria alternata levam a
descoloracdo preta ou marrom dos graos resultando em diminuicdo da qualidade, rendimento
viabilidade e o valor econdmico e nutricional das colheitas (MAGAN; LACEY 1984;
RODRIGUEZ-HERRERA; WANISKA; ROONEY, 1999).

Alternaria alternata, a espécie mais toxigénica do género, é um fungo pertencente a
familia Dematiaceae com fase sexuada ainda ndo descrita. Morfologicamente, a superficie das
suas colonias é rugosa e os bordos sdo irregulares de coloracdo acinzentada a preta, variavel
de acordo com o substrato no qual se desenvolveram. Suas hifas sdo pigmentadas (escuras),
retas ou flexuosas. Produz grandes conidios castanhos, formados em cadeia, com septos
longitudinais e transversais com um distinto estreitamento cénico ou bico na extremidade
apical (Figura7) (PITT; HOCKING, 2009).


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Trigo/CultivodeTrigo/glossario.htm#giberela
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Figura 7 - Conidios de Alternaria alternata.

O género Alternaria é também conhecido pela sua periculosidade para humanos e
animais pois algumas espécies apresentam elevado potencial toxigénico e capacidade de
produzirem compostos toxicos como as micotoxinas (LOGRIECO et al., 2003; WOODY;
CHU, 1992). Pelo menos 20 espécies de Alternaria sp. sdo conhecidamente produtoras de
cerca de 30 metabolitos toxicos. A habilidade de A. alternata em produzir muitas micotoxinas
diferentes pode explicar o grande interesse pela espécie (BARKAI-GOLAN; PASTER, 2013).

1.7 MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos filamentosos com propriedades
toxicas que induzem varios efeitos nocivos e cancerigenos quando alimento contaminado com
estes componentes é ingerido. As micotoxinas sdo produzidas por varias espécies de fungos e
sdo conhecidas por sua mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade, podendo afetar
a salde de humanos e animais, com efeito cumulativo (PESTKA, 2010). Sdo moléculas de
peso molecular reduzido e sdo especificas, geneticamente, de um grupo de espécies dentro de
cada género fungico (SANTOS, 2011).

Atualmente cerca de 400 tipos de micotoxinas sdo conhecidas, no entanto, apenas 30
foram detalhadamente estudadas (ETZEL, 2002). Algumas das micotoxinas mais conhecidas
sdo: aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, fumonisinas, zearalenona, alternariol e patulina.

As micotoxinas sdo de ocorréncia universal, porém predominam em climas tropicais e
subtropicais, nos quais o desenvolvimento fangico é favorecido pelas condi¢fes ambientais
(MALLMANN; DILKIN, 2007).

A ocorréncia de micotoxinas em agricultura depende das condi¢Ges sob as quais uma
safra em particular cresceu, foi colhida ou armazenada. As micotoxinas sdo estaveis na
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maioria das condi¢cbes de processamento e apresentam alta estabilidade durante o
armazenamento e processamento do alimento (WIDESTRAND; PETTERSSON, 2001) e
desta forma, persistem até o produto final, resistindo inclusive a tratamentos culinarios
(SOBROVA et al., 2010).

A producdo de micotoxinas depende do crescimento fungico, portanto pode ocorrer
em qualquer época de cultivo, colheita ou estocagem dos alimentos, podendo permanecer no
grdo mesmo depois que os fungos responsaveis pela producdo ndo estejam mais presentes
(TANIWAKI; SILVA, 2001). As micotoxinas podem formar-se no final da fase exponencial
ou no inicio da fase estacionaria do crescimento do bolor (GIMENO, 2010).

O desenvolvimento de fungos toxigénicos, com consequente producdo de micotoxinas,
depende de uma série de fatores, tais quais: (a) susceptibilidade do substrato a colonizagédo do
fungo produtor; (b) fatores fisicos adequados como temperatura, umidade do substrato,
umidade relativa do ar durante o armazenamento, aeragdo, danos mecéanicos e tempo de
armazenamento; (c) fatores biolgicos como capacidade genética do fungo na producdo de
micotoxinas, quantidade de esporos viaveis, interacdo de diferentes fungos no mesmo
substrato, interacdo de micotoxinas e presenca de insetos nos grdos armazenados (CIEGLER,
1978; CRUZ; MANSILLA; TADEO, 2010; MALLMANN; DILKIN, 2007). Dentre estes
desencadeadores, o tipo de substrato, os indices de umidade e de temperatura sdo 0s que mais
influenciam a produco de micotoxinas (CORREA, 2000).

A importancia do estudo das micotoxinas deve-se aos problemas gerados tanto a salude
publica quanto a economia. Entre as consequéncias da contaminacdo micotoxicologica de
alimentos e bebidas estdo: as perdas diretas dos produtos agricolas, a reducdo do valor
nutricional dos produtos, as patologias animais, os danos a salde humana e o

comprometimento das relacdes comerciais entre paises (DAMBROS, 2013).

1.7.1 Deoxinivalenol

Os tricotecenos (12,13-epoxytrichothe-cenos) sdo um grupo de mais de 180
micotoxinas (MALEKINEJAD et al., 2007) que sdo estruturalmente relacionados com uma
estrutura sesquiterpeno. Sao constituidos por um nucleo triciclico e normalmente contém um
epoxido no C-12 ou C-13, que é essencial a sua toxicidade. A sua estrutura quimica € variavel
de acordo com o numero, posicdo e complexidade das esterificagbes, assim como pelo
namero de hidroxilagdes (MARQUES, 2007).
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Os tricotecenos sdo micotoxinas fortemente citotdxicos para as células eucariéticas
(MARQUES, 2007), com potente ac¢do inibidora na sintese de RNA (&cido ribonucleico) e
DNA (acido desoxiribonucleico) nas paredes celulares (SANTOS, 2011). Dentre 0s
tricotecenos esta o deoxinilvalenol (DON ou vomitoxina) cuja presenca serve como indicio de
contaminacgéo por outras micotoxinas (SOBROVA et al., 2010).

A foérmula empirica do DON é C;5H200s, Sendo 0 seu nome quimico 12,13-epoxy-
3a,7a,15-trihydroxytrichothec-9-en-8-on (NAGY et al., 2005). O DON é muito estavel a altas
temperaturas, entre 170 e 350 °C, sendo esta uma das suas propriedades fisico-quimicas mais
importantes, aumentando muito o risco da sua permanéncia em alimentos. Temperaturas abaixo
de 21 °C e chuva intensa séo dois fatores que favorecem a contaminagéo das colheitas. (HUGHES et
al., 1999). A Figura 8 esquematiza a estrutura do DON.

DON é um metabdlito fungico tdxico produzido por espécies do género Fusarium
como F. graminearum e F. culmorum (PLACINTA; D’MELLO; MACDONALD, 1999). E
uma substancia comprovadamente teratogénica, neurotdxica, embriotoxico e de efeitos
imunossupressores (PESTKA; SMOLINSKI, 2005; PESTKA, 2007). Estudos in vivo
mostraram que, em doses baixas, causa dores abdominais, tonturas, dor de cabeca, nauseas,
vomitos, diarréia e gastroenterite enquanto doses mais elevadas podem danificar gravemente
linfoide e as células epiteliais da mucosa gastrointestinal, resultando em hemorragia e
endotoxemia (PESTKA et al., 2004).

Como todos os tricotecenos, DON ¢ inibidor da sintese de proteinas (FEINBERG;
MACLAUGHLIN, 1989) e é especialmente tdxico para os porcos provocando vomitos,
recusa alimentar e perda de devido a efeitos neurotoxicos (PITT; HOCKING, 2009).

Fusarium spp., fungo produtor de DON, pode crescer e produzir toxinas ndo s6 no
campo, mas também apds a colheita em condicBes desfavordveis de armazenamento
(MULLER et al., 1998). Durante o armazenamento, Birzele, Prange e Kramer (2000)
encontraram um aumento nas concentragdes de DON em amostras de trigo que foram

cultivadas sob condic¢des normais de cultivo.
1.7.2 Zearalenona
Zearalenona (ZEA) é uma micotoxina também produzida principalmente por espécies

do género Fusarium (MANOVA; MLADENOVA, 2009), durante periodos prolongados de
frio, elevada humidade e em épocas de colheita (ZINEDINE et al., 2007).
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ZEA ¢é uma micotoxina estrogénica ndo esteroide (VEKIRU et al., 2010) cuja férmula
empirica € CygH»,0s , correspondendo ao 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-p- acido
resorcilico lactona, peso molecular 318,147. E estavel e ndo se degrada a altas temperaturas.
A representacdo da sua estrutura encontra-se na Figura 8.

Os efeitos toxicos da ZEA derivam de suas propriedades estrogénicas, em humanos e
animais através da sua ligacdo ao receptor de estrogénio natural (D’MELLO; PLACINTA,
MACDONALD, 1999; ZINEDINE et al., 2007). E um disruptor endécrino e um substituto
para as enzimas, resultando na sintese e inativacdo de hormonios (FINK-GREMMELS;
MALEKINEJAD, 2007), podendo causar o desenvolvimento de cancer, mutagdes genéticas,
nascimento defeituosos (JOSEPHS; SCHUHMACHER; KRSKA, 2001), alteracdo da
morfologia do Utero e infertilidade (ZINEDINE et al., 2007).

ZEA € uma das cinco melhor estudadas e das mais significativas micotoxinas
(MILLER, 1995). Nao é altamente toxica e ndo foi associada a qualquer doenca fatal nos
animais ou seres humanos. No entanto, tem causado sindromes estrogénicas em suinos, e
talvez em adolescentes humanos também. Porcos sdo especialmente sensiveis, demonstrando
sinais de hiperestrogenismo na dieta com niveis > 1000 ppb, podendo ocorrer inclusive em
niveis inferiores. Em leitoas pré-puberes, os sinais clinicos incluem inchaco wvulvar,

alargamento do utero e desenvolvimento mamario (HAGLER et al.,2001).

Figura 8 - Estrutura quimica das micotoxinas deoxinivalenol (a esquerda) e zearalenona (a
direita).

H3C OH O CH3

HO 0

Fonte: Sigmaaldrich, 2012

As toxinas ZEA e DON ja foram encontradas em diversos paises, em diferentes
cereais como: trigo, milho, arroz, aveia, cevada, soja, girassol, alfafa, sorgo (SOLEIMANY;
JINAP; ABAS, 2012; AYALEW et al.,, 2006; MARQUES et al., 2008) e, como sdo
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produzidas pelo mesmo género fangico, Fusarium spp., elas freqlientemente co-ocorrem em
gréos (BRENN-STRUCKHOFOVA et al., 2009).

1.7.3 Alternariol
Alternariol (AOH) é dibenzopyrone derivados (3,7,9-tri-hidroxi-1-metil-6H-benzo [c]
cromen-6-ona) e foi primeiramente descrito em 1953 por Raistrick, Stickings e Thomas a

partir de Alternaria tenuis.

Figura 97 - Estrutura quimica do alternariol.

Fonte: Sigmaaldrich, 2012

AOH € produzido por A. tenuissima, A. brassicae, A. capsici-annui, A. citri, A.
cucumerina, A. dauci, A. kikuchiana, A. longipes, A. porri, A. solani e A. tomato (BARKAI-
GOLAN; PASTER, 2013).

Segundo alguns autores, em condi¢cdes favoraveis de temperatura e umidade,
Alternaria spp. pode produzir até 71 micotoxinas (CHULZE et al., 1995; MONTEMURRO;
VISCONTI, 1992). Em alimentos, a espécie A. alternata é potencialmente produtora de sete
toxinas, destacando-se o alternariol (AOH), o alternariol monometil éter (AME), altenueno
(ALT) e o é&cido tenuazbdnico (TA) como as mais estudadas (GRECO et al., 2012; LlI;
YOSHIZAWA, 2000; PATRIARCA et al., 2007).

A toxina foi encontrada em uma variedade de commodities agricolas como centeio,
trigo, mirtilo, milho, macds e tomates, em diferentes paises (AZCARATE et al., 2008;
GRABARKIEWICZ-SZCZENA; CHELKOWSKI; ZAJKOWSKI, 1989, GRECO et al.,,
2012; MONBALIU et al., 2010; SCOTT, 2001) e, apesar de ndo ser muito toxica, quando
associada com outras micotoxinas, apresenta efeitos sinérgicos e os efeitos toxicos sdo agudos
(MOTTA; SOARES, 2000).
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As micotoxinas produzidas por Alternaria spp. contaminam muitos produtos agricolas
e sdo consideradas como causa potencial de cancer, complicacbes no sistema digestivo e
dificuldades respiratérias (CHU, 1991; POHLAND, 1993; DONG et al., 1987; ZUREIK et
al, 2002).

AOH, AME e ALT sdo substancias citotoxicas, teratogénicas, mutagénicas,
clastogénicas, oncogénica, estrogénicas em sistemas de células microbianas e de mamiferos,
tumorigénicas e inibidoras da proliferacdo de células em ratos (BRUGGER et al., 2006;
LEHMANN; WAGNER; METZLER, 2006; LIU et al., 1992; LOGRIECO; MORETTI;
SOLFRI1ZZO 2009; TIEMANN et al., 2009).

Estudos recentes tém chamado a atencéo para o efeito cronico e subagudo do AOH.
Marko (2007) e Fehr et al. (2009) caracterizaram a atuacdo desta micotoxina como um
veneno a topoisomerase, induzindo a quebra das cadeias de DNA. Nos estudos in vitro
revelou-se que o AOH inibe a sintese de progesterona afetando o desempenho reprodutivo
(TIEMANN et al., 2009). Apresenta fetotoxicidade em ratos e hamsters (VISCONTI;
SIBILIA, 1994)

Apesar do género Alternaria ser um importante patdgeno de plantas, um dos principais
fungos encontrados em graos e capaz de produzir toxinas, os registros na literatura dos niveis,
da frequéncia de contaminacdo e da co-ocorréncia das micotoxinas de Alternaria em cereais
em todo o mundo ainda tém sido muito limitados, principalmente no Brasil.

A caréncia de estudos envolvendo micotoxinas de Alternaria spp.em trigo e as novas
descobertas toxicologicas, motivaram o estudo de AOH na presente investigacao.

Além disso, processos de antagonismo, competicdo ou coexisténcia entre diferentes
fungos ja foram descritos (JUNIOR; VECHIATO; MENTEN, 2008; LACEY et al., 1991;
MULLER et al, 2012;. SINGH LAKHESAR; BACKHOUSE; KRISTIANSEN, 2010; XU;
NICHOLSON, 2009), nos quais se identificou a co-ocorréncia de alguns fungos como
Alternaria spp. e Fusarium spp. Portanto, a co-ocorréncia de micotoxinas por estes
produzidas pode ser esperada, causando efeitos antagdnicos, sinérgicos ou aditivos e um risco
de agravar os efeitos tdxicos ja que os compostos atuam no mesmo local e com 0 mesmo
mecanismo de a¢do (COPPOCK; CHRISTIAN, 2007).

Geralmente, pode concluir-se que a exposicao a varias classes de micotoxinas resulta
em um efeito aditivo (MONBALIU et al., 2010). A possibilidade de co-ocorréncia de
micotoxinas em alimentos suscita preocupagdes acrescidas, uma vez que é ainda muito

limitado o estudo dos efeitos das interacfes entre estes compostos. (SANTOS, 2011).
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Portanto, o estudo das toxinas em conjunto é de grande importancia tendo em vista a
obtencdo de uma melhor avaliacdo da co-ocorréncia natural de varias micotoxinas. Os dados
de frequéncia e quantidade de micotoxinas em cereais sdo requisitos fundamentais para a

estimativa dos riscos toxicoldgicos e para o controle por parte das agéncias fiscalizadoras.

1.8 OCORRENCIA EM TRIGO E DERIVADOS

Segundo o Conselho de Ciéncia Agricola e Tecnologia (CAST, 2003), colheitas de
todos os tipos sdo frequentemente contaminadas com micotoxinas, sendo que 25% da
alimentacdo mundial apresentam-se contaminadas com estes metabdlitos secundarios.

A Tabela 2 mostra alguns estudos sobre ocorréncias de DON, ZEA e AOH em trigo e
derivados realizado em varios paises.

No Brasil, até o presente momento, foram relatados quatro estudos envolvendo DON e
ZEA. Em 1992, Furlong , analisando amostras de trigo, provenientes de Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul, constatou a apresenca de DON e ZEA em 55% e 15% das amostras
analisadas, respectivamente. A presenca simultdnea de outras micotoxinas também foi
observada.

Furlong et al. (1995), verificaram contaminagdo de amostras de trigo, 20% com DON
(470-590 ppb) e 15% com ZEA (40-210 ppb).

Estudo realizado por Oliveira et al. (2002) sobre a incidéncia de DON em produtos de
panificacdo, farinha e farelo de trigo de Minas Gerais, detectou a toxina em 32 (68%) das 47
amostras analisadas (40 a 1205 ppb).

Posteriormente, em 2007, Calori-Domingues et al., realizando estudo comparativo
entre o trigo brasileiro e argentino, constatou a presenca de DON em 94% (47/50) das

amostras de trigo produzidos no Brasil, com niveis médios de 332 ppb.
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Tabela 2 - Levantamento sobre algumas ocorréncias de DON, ZEA e AOH em trigo e derivados realizado em varios paises.

N ) Ndmero de Amostras ] o
Regiao Toxina Amostra _ Nivel (ppb) Referéncia
amostras contaminadas
DON 23 17,4% 50-110 Ayalew et al.,
Etidpia Trigo
ZEA 16 0 0 2006
DON 68% 105-303 Muothomi et al.,
Quenia Trigo 82
ZEA 57% 1-96 2008
DON 63% 74-9528
Monbaliu et al.,
Europa ZEA Trigo e milho 82 14% 58-387
2010
AOH 4% 17-25
DON 69,6% 100-20000 Gonzalez-Osnaya; Farrésa
México Trigo 30
ZEA 45,7% 73-1000 2011
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» ) Numero de Amostras ] o
Regido Toxina Amostra _ Nivel (ppb) Referéncia
amostras contaminadas
DON 50% 22,8-112,5 Soleimany, Jinap e Abas,
Malésia Trigo 20
ZEA 30% 1,42-12,74 2012
DON 89,5% 50-3306 Stankovic et al.,
Sérvia Trigo 103
ZEA 91,6% 10-201 2012
Scott et al.,
Canada AOH Derivados 83 84,3% 0,4-63
2012
AOH Li; Yoshizawa,
Japéo Trigo 22 90,9% 116-731
2000
AOH Azcarate et al.,
Argentina Trigo 64 6% 645-1388
2008
Alemanha AOH Trigo 1064 8,1% 10-831,7 Miller; Korn, 2013
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» ) Numero de Amostras ] o
Regido Toxina Amostra _ Nivel (ppb) Referéncia
amostras contaminadas
DON 55% 470-580 Furlong,
Brasil Trigo 38
ZEA 15% 40-210 1992
DON 20% 470-590 Furlong et al.,
Brasil Trigo 20
ZEA 15% 40-210 1995
_ DON Farinha de trigo, 47 68% 40-1205 Oliveiraet al.,
Brasil 3
ZEA farelo e péo 24 4.2% 85 2002
Brasil Calori-Domingues et al.,
DON Trigo 50 94% 90-4573

2007
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1.9 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL

Muitos métodos analiticos tém sido desenvolvidos e aplicados em todo 0 mundo a fim
de controlar a incidéncia de micotoxinas e/ou minimizar a exposi¢do de homens e animais aos
efeitos toxicos aos quais poderiam estar submetidos.

O fato de que a maioria das micotoxinas sao tdxicas em concentra¢cdes muito baixas, torna
necessario dispor de metodos sensiveis e confidveis para a sua deteccdo (CRUZ; MANSILLA,;
TADEO, 2010). A determinacdo das toxinas pode ser realizada atraves de cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta (UV), por fluorescéncia (FLD), ou arranjo
de diodo (DAD). Porém a detecgdo por espectrdmetro de massas (MS), por ser mais sensivel e
mais eficiente na andlise de tragos, é a técnica mais adequada para essa finalidade.

Como diferentes micotoxinas podem estar presentes na mesma matriz, métodos
analiticos para a determinacdo simultanea de diferentes micotoxinas tém sido desenvolvidos
recentemente em cereais, inclusive em trigo (SOLEIMANY; JINAP; ABAS, 2012,
MONBALIU et al., 2010).

A determinacdo de contaminantes em matrizes complexas, como alimentos,
geralmente requer extensiva e morosa preparacdo e extracdo da amostra antes da andlise
propriamente dita. A quantidade de preparo de amostra necessaria € dependente das
propriedades quimicas da matriz e do analito, do nivel a ser detectado e da metodologia
analitica utilizada para analise (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). A
maioria dos procedimentos analiticos para a determinacdo de micotoxinas tém as seguintes
etapas em comum: amostragem, homogeneizacdo, extracdo e purificacdo que pode incluir
concentracdo da amostra.

O estudo e a determinacdo de contaminantes em alimentos que podem causar impactos
a salude humana tém encontrado na espectrometria de massas uma grande ferramenta de
aplicacdo (CARERI; BIANCHI; CORRADINI, 2002).

Atualmente, a espectrometria de massa (MS — Mass Spectrometry) € uma das mais
importantes ferramentas analiticas disponiveis, utilizada para obter informagdo sobre: a
composicdo elementar de amostras; peso e estrutura molecular; a composicdo qualitativa e
quantitativa de misturas complexas, analises quantitativas de substancias a nivel traco e as

proporcdes isotdpicas de atomos em amostras (AGILENT, 2001).
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A cromatografia liquida acoplada a detectores de massas resulta em uma poderosa
ferramenta em andlise alimentar devido a capacidade de separacdo da cromatografia
combinadas a alta sensibilidade e seletividade do espectrometro de massas. A especificidade
resulta da capacidade do espectrometro medir a massa do composto. Ja a sensibilidade deste
instrumento resulta da eficiéncia do detector em detectar a chegada de um simples ion
(GRANDE; NETO, 1990).

Na espectrometria de massa, alguma forma de energia é transferida a amostra para

causar a sua ionizacao, através da formacéo de ions livres em fase gasosa.

Figura 10 - llustracdo do fundamento da Espectrometria de Massas.
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Sdo trés os componentes principais de um espectrdmetro de massas: uma fonte de
ions, o analisador ou filtro de massas (na realidade m/z) e o detector. A fonte de ions tem a
finalidade de gerar os ions a serem analisados na fase gasosa a partir das amostras de interesse. O
analisador de massas emprega combinagdes entre campos elétricos e magnéticos para separar 0S
ions gerados na fonte de ionizacdo de acordo com as suas razGes massa/carga (m/z). O detector
tem a finalidade de quantificar os ions provenientes do analisador de massas e converté-los em
sinais eletrénicos (MARTINS JUNIOR, 2005).

1.9.1 lonizacgao: Electrospray (ESI)

E um método de ionizacao sensivel e altamente acoplavel a técnicas de cromatografia
liquida, Gtil para a maioria das classes de compostos.

Electrospray € uma técnica de ionizacdo a pressdo atmosférica em que uma pequena
quantidade de energia € transferida para as moleculas da substancia a ser analisada,

permitindo a geracdo de espécies carregadas do analito com pequena ou nenhuma



47

fragmentacdo da molécula ionizada (MARTINS JUNIOR, 2005) Gera-se um aerossol
diminuto através do acumulo de carga eletrostatica. O fluxo de fase mdvel, vindo do
cromatografo, passa em uma camara onde existe um fluxo de gas aquecido, por um capilar de
pequeno diametro alimentado por uma diferenca de potencial de poucos kV, gerando um
campo eletrostatico. O campo elétrico criado induz o acimulo de carga na superficie do
liguido no final do capilar, formando goticulas carregadas. O gés aquecido auxilia na
evaporacdo do solvente. O solvente evapora da goticula carregada tornando-a instavel pelo
acumulo de carga. Quando o acumulo de carga torna-se maior que a tensdo superficial da
gota, ocorre um fenémeno chamado explosdo de Coulomb. A molécula do analito retém a
carga da goticula tornando-se um ion apés a vaporizacdo do solvente (CROTTI, 2006). O
spray inicia com a aplicacdo de uma voltagem dependente da tensdo superficial de cada
solvente.

A ionizagédo pode ser feita em modo positivo ou negativo. Para a ionizagdo em modo
positivo, ocorre o fornecimento de elétrons para a molécula neutra (oxidacdo), enquanto que
no modo negativo (potencial negativo) os elétrons séo retirados da molécula (reducéo):

M—->M +¢ (oxidagao)
M'+e > M (reducio)

Durante a fissdo a goticula perde uma pequena porcentagem de sua massa juntamente

com uma porcentagem relativamente alta de sua carga. As goticulas menores seguem o ciclo

de evaporacéo do solvente e fissdo, resultando no ion livre final (KLITZKE, 2013).

1.9.2 Analisador de Massas: Quadrupolo

E um dos analisadores mais utilizados em espectrometria de massas, responsavel por
filtrar os ions com base na relacdo m/z. Os ions sdo separados com base na estabilidade de
suas trajetérias em um campo elétrico sendo este criado por oscilacdes elétricas apliacadas
nos quatro cilindros metalicos dispostos entre si em forma de cruz. Os ions produzidos séo
focalizados ao centro, entre os cilindros, e atravessam o quadrupolo axialmente, alternando a
posicdo entre os pblos (dois positivos e dois negativos). Apenas ions de uma particular m/z
terdo trajetorias estaveis e chegardo ao detector e isto é definido pelo potencial aplicado.
Idealmente o analisador deveria ser capaz de distinguir diferencas de massa minimas (alta
resolucéo) (AGILENT, 2001).
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Figura 118 - Esquema ilustrativo do funcionamento de um espectrdmetro de massas.
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Envolve a geracdo de ions produtos, formados a partir da fragmentacdo de um ion
precursor, previamente selecionado, apés este sofrer aplicacdo de uma energia de colisdo. O
processo de fragmentacdo de um ion de m/z especifica requer o isolamento deste ion e dos
fons produtos, realizado por quadrupolos analisadores de massas (DAMBROS, 2013).

Em um sistema triploquadrupolo, trés quadrupolos sdo dispostos sequencialmente

(espectrometria de massas sequencial). O primeiro quadrupolo opera selecionando
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determinado ion (chamado ion precursor) gerado na fonte de ioniza¢do do instrumento. O
segundo quadrupolo opera como uma cela de fragmentagdo do ion selecionado no primeiro
quadrupolo (ions produto), gerando ions fragmento caracteristicos, similar a uma impressao
digital. No terceiro quadrupolo, ocorre novamente uma sele¢do dos ions gerados na cela de
fragmentacéo baseado na relagdo m/z (AGILENT, 2001; APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

O espectro de massas corresponde a distribuicdo de sinais consecutivos que
correspondem a populacéo de ions com diferentes cargas obtidas por protonacdo [M+H]" ou
desprotonacao [M+H]".

Dessa forma, na fonte de ions, os componentes de uma amostra sdo convertidos em
ions (positivos ou negativos), pela acdo de um agente ionizante, que sdo imediatamente
acelerados em direcdo ao analisador de massa. A funcdo do analisador de massa é separar tais
ions de acordo com a sua relacdo massa-carga (m/z). Finalmente um detector recebe os ions
que foram separados pelo analisador, transformando a corrente de ions em sinais elétricos que
séo processados e armazenados.

O espectrometro de massas deve ser ajustado e calibrado, garantindo a melhor resposta
para a amostra e os analitos abordados no estudo e sdo operacgdes realizadas periodicamente
utilizando uma solucdo padrdo de calibragdo com massas conhecida com o objetivo de
detectar os ions alvos 0 mais exato possivel, com base na sua relacdo massa/carga, dentro de
uma variacgdo aceitavel. Assim que o pico exato é identificado, ocorre o ajuste da resolucao,
para adquirir a melhor largura e forma do pico. Dessa forma, o desempenho do instrumento é
maximizado e os parametros encontrados sdo utilizados por todos os experimentos realizados
no instrumento (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

A otimizagdo do instrumento foca em sensibilidade para o analito de interesse,
realizada quando se quer maximizar a resposta para determinado analito. A otimizacdo é
realizada ajustando os parametros dependentes da fonte (source-dependent parameters) e 0s
parametros dependentes do composto (compound-dependent parameters), que ndo dependem
das condi¢bes cromatograficas e irdo guiar o ion dentro do espectrémetro de massas
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

Para realizacdo da otimizagdo dos pardmetros composto-dependentes pode-se utilizar
0 método de infusdo que consiste na introducdo do analito na fonte de ionizacdo, de modo
continuo utilizando uma bomba programada. Esta abordagem é geralmente utilizada quando
se tem grandes quantidades de analito, usualmente um padrdo analitico. Os parametros

composto-dependentes que necessitam ser otimizados séo:
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Gas de colisdo (CAD): este parametro controla a pressdao do gas de colisdo na cela de
colisdo. Em varredura MS/MS o gas de colisdo atua realizando a fragmentacao do ion
precursor. Quando os ions precursores colidem com o gas de colisdo eles geram
fragmentos (os ions produto) que serdo selecionados no terceiro quadrupolo.
Declustering Potential (DP): o parametro DP controla a voltagem aplicada no orificio
de entrada do espectrébmetro de massas. Esta voltagem € utilizada para minimizar a
formacéo de clusters de moléculas de solvente que podem permanecer apods a entrada
na regido do vacuo ou para realizar a fragmentacdo dos ions antes de entrarem no
espectrometro de massas.

Potencial de entrada (EP do inglés, entrance potential): esta voltagem controla a
entrada e focalizacdo dos ions para dentro do quadrupolo.

Potencial de saida da cela de colisdo (CXP do inglés, collision cell exit potential): esta
voltagem controla a saida e focalizagcdo dos ions para fora da cela de colisdo em

direcdo ao quadrupolo seguinte.

Para realizacdo da otimizacdo dos parametros dependentes da fonte utiliza-se a anélise

por injecdo em fluxo (FIA do inglés, flow injection analysis). Neste método, sucessivas

injecBes de uma pequena quantidade de analito sdo realizadas enquanto os parametros da
fonte sdo variados (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005). Os parametros variam de acordo com a

fonte utilizada. Para uma fonte electrospray otimiza-se:

Gas 1 (GS1): o parametro GS1 controla o gas de nebulizacdo, o qual auxilia na
geracgdo de pequenas gotas a partir do fluxo do cromatografo, afetando a estabilidade e
sensibilidade dos ions no spray.

Gas 2 (GS2): o parametro GS2 controla o géas auxiliar na fonte de electrospray, o qual
auxilia a evaporacédo das gotas no spray prevenindo que solvente entre no instrumento.
Temperatura (TEM): o pardmetro TEM controla a temperatura do géas auxiliar no fonte
electrospray, auxiliando a evaporacdo do solvente para produzir uma fase gasosa da
amostra.

Curtain Gas (CUR): este parametro controla o fluxo de gas na saida do orificio de
entrada do espectrometro de massas. A “cortina de gas” previne que moléculas de
solvente entrem e contaminem o espectrémetro de massas. Deve ser mantido 0 mais

alto possivel sem que ocorra perda de sensibilidade.
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e lonspray voltage (IS): este pardmetro controla a voltagem aplicada na agulha que
ioniza a amostra na fonte. Ele depende da polaridade utilizada e afeta a estabilidade e

sensibilidade dos ions no spray.

CLAE-MS/MS tornou-se a ferramenta analitica mais adequado para a determinacao de
micotoxinas e seus metabolitos. As vantagens deste instrumento incluem baixo limite de
deteccdo, capacidade de gerar informacéo estrutural das substancias analisadas, exigéncia de
tratamento minimo da amostra, a capacidade de abranger uma grande variedade de analitos
que diferem nas suas polaridades e sdo detectores bastante gerais que ndo sdo tdo dependentes
de caracteristicas quimicas como fluorescéncia e absor¢do no UV.

Para evitar perdas dos analitos de interesse e redugédo subsequente de recuperacdo, a
maioria dos métodos que envolvem espectrometria de massas utilizam procedimentos simples
na preparacdo de amostra, eliminando etapas especificas de purificacdo, o que, além da
facilidade do procedimento, apresenta economia de tempo, trabalho, residuo, gastos e alta
aplicabilidade para andlises de rotina.

1.10 FATORES ABIOTICOS

Os gréos de trigo colhidos podem se contaminar significativamente durante 0s estagios
pos-colheita. Os fatores bidticos influenciam no crescimento fungico e na producdo de
micotoxinas nos grdos como tipo de grdo, maturacdo e espécie fungica (MAGAN et al.,
2010). Dentre os fatores abioticos que irdo influenciar no nivel de contaminacdo, destacam-se
a quantidade de agua livre disponivel, expressa em atividade de agua (Aa) e a temperatura,
sendo evidente a importancia de avaliar o comportamento dos diferentes microrganismos
frente a estes fatores (ALMEIDA et al., 2002).

A atividade de agua (Aa) influencia significativamente o tempo de estocagem de um
alimento e até mesmo sua utilizacdo. A agua é talvez o fator limitante mais importante para a
colonizacdo de grdos, determinando quais microrganismos sdo capazes de se desenvolver, a
possibilidade de germinagdo do esporo fangico, o metabolismo, a atividade respiratoria e a
taxa de crescimento. Os fungos sdo 0s microorganismos mais resistentes a baixa atividade de
agua e causam perda de matéria seca, perda de qualidade, diminuic¢do no valor nutricional e na
digestibilidade e producdo de micotoxinas. Assim, a Aa é um fator intrinseco de grande
importdncia na manutencdo ou degradacdo de alimentos (PITT; HOCKING, 2009;
TROLLER; BERNARD; SCOTT, 1984).
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A atividade de &gua de um alimento é a quantidade de agua livre disponivel, ndo
comprometida com ligagdesquimicas, dissolucdo de solutos e outros (TANIWAKI; SILVA,
2001). A Aa é um conceito quimico definido como a relacao entre a pressao de vapor de dgua
de um determinado substrato e a pressdo de vapor de &gua pura, nas mesmas condicdes
(TROLLER; BERNARD; SCOTT, 1984), sendo expresso como na Equagéo 1:

Aa=p/p0 @

onde p € a pressdo de vapor da solucéo, e p0 € a pressao de vapor do soluto

Os valores de Aa oscilam entre 0 e 1, sendo 1 o valor encontrado na &gua pura. Todos
os fungos toxigénicos apresentam valores minimo, 6timo e maximo de Aa e temperatura para
seu crescimento (JAY, 1994); Em geral, o desenvolvimento 6timo dos fungos ocorre em
temperaturas entre 25 e 30 °C (CARLILE; WATKINSON, 1994) e em uma atividade de adgua
de 0,85 (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Em geral, as espécies de Fusarium requerem uma elevada Aa para colonizar gréo,
geralmente acima de 0,90 (LACEY; MAGAN, 1991). F. graminearum é favorecido pela
umidade continua (minimo de 24 horas) e temperaturas de 20-30 °C (DIEKMANN; PUTTER
1995).

A faixa de crescimento de Alternaria spp. varia de 6,5 °C a 36 °C, sendo a temperatura
6tima proxima de 25 °C (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1980; HASIJA et al., 1970;). A
atividade de agua minima para seu crescimento é 0,88 (HOCKING, 1994).

A infeccdo com fungos e a producdo de micotoxinas esta relacionada principalmente
com as condi¢Bes ambientais no campo. A toxina uma vez produzida permanece no grao apos
a colheita, podendo ocorrer um aumento nos niveis de contaminacdo dependendo das
condicdes de armazenamento (ALMEIDA, 2006). As condicBes 6timas para a producdo de
micotoxinas em graos infectados sdo dependentes do substrato, espécies e isolado, e é
dependente principalmente de limites bem definidos de temperatura e atividade de agua
(DOOHAN; BRENNAN; COOKE, 2003).

Ramirez, Chulze e Magan (2006) relataram que a producgdo de DON, produzido por
isolados de F. graminearum, em trigo variou consideravelmente dependendo da interacéo
entre atividade de 4gua e temperatura, sendo que a atividade de agua Otima para o crescimento
estava entre 0,95 e 0,99 e temperatura 6tima 25 °C.

Sanchis e Magan (2004) relataram que a Aa limitante para a producdo de micotoxinas
(ALT, AME e AOH) por A. alternata em grdos de trigo varia entre 0,88 e 0,89. A maior
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producdo de toxinas ocorre a 25 °C e Aa maiores que 0,97. Magan e Lacey (1984) relataram
que a reducdo da Aa de 0,98 para 0,95, reduziu em 40% a producdo de micotoxinas reduziu
40%. As toxinas foram produzidas mesmo a 5 °C com Aa 0,98-0,95, e a 30 °C com Aa 0,98 a
0,90.

Frequentemente as concentragdes de zearalenona sdo baixas em grdos contaminados
no campo, mas pode aumentar durante o armazenamento se a umidade for superior a 34%
(WILSON; ABRAMSON, 1992).

Em 2000, Homdork, Fehrmann e Beck demonstraram que o conteddo de DON nas
amostras contaminadas por Fusarium spp. aumentou em amostras com nivel de infeccdo
ligeira (4%) ou moderada (15%) quando a semente foi armazenada sob condi¢Ges quentes e

Umidas.

1.11 LEGISLACAO

A gestdo da contaminacdo de grdos por micotoxinas é fundamental na qualidade e
seguranca do cereal. Devido a sua ocorréncia freqliente e as conseqiéncias para a saude
humana, varios paises tém estabelecido limites para a concentracdo de micotoxinas em
cereais. Produtos contaminados com altos niveis de toxinas ndo podem ser utilizados na
producdo de alimentos nem serem consumidos.

A Comissdo Europeéia estabeleceu um limite legal de 1250 pg/kg de cereais nédo
transformados comercializados para a indUstria alimentar, com uma excecao para o trigo duro,
para o qual o limite legal é 1750 pg/kg (CE, 2007).

No Brasil, recentemente a ANVISA publicou uma Resolugdo (RDC n° 7) que dispde
sobre os limites maximos toleraveis (LMT) de micotoxinas em alimentos. A legislacdo
abrange limites maximos inclusive para os derivados do trigo como trigo integral, farinha de
trigo e farelo de trigo, com aplicacdo imediata.

Os limites estabelecidos apresentados na Tabela 3 séo para aplicacdo em 2014 e vao se
tornar gradualmente mais rigidos, garantindo que o mercado brasileiro se adeque a legislacédo
e proporcionando produtos de maior qualidade e controle micotoxicolégico. O LMT para
DON em trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de trigo passara para
1000 pg/kg em 2016. Da mesma forma, o LMT para farinha de trigo, massas, crackers,

biscoitos de &gua e sal e produtos de panificacdo serd de 750 pg/kg em 2016.
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Tabela 3- Limites maximos de DON e ZEA em trigo e derivados no Brasil.

Micotoxina Alimento LMT (ug/kg)

Trigo em grédos para posterior processamento 3000

Trigo integral, trigo para kibe, farinha de trigo

Deoxinivalenol 1500
integral, farelo de trigo
(DON)
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 1250
agua e sal, e produtos de panificacdo

Trigo em gréos para posterior processamento 400
Zearalenona Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo 400

(ZEA) de trigo.
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos 200

de panificacdo

Fonte: ANVISA. RDC n? 7, 2011.

Com relacdo a ZEA, em 2016, o LMT para farinha de trigo, massas, crackers e
produtos de panificacdo sera de 100 pg/kg e para trigo integral, farinha de trigo integral e
farelo de trigo sera de 200 pg/kg.

Embora o risco potencial para a saude do consumidor e a ocorréncia em alimentos das
micotoxinas de Alternaria tenham sido demonstrados, até o presente momento nao existem

regulamentos especificos para estas toxinas em nenhum tipo de alimento, em nenhum pais.
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A falta de regulamentacdo é em parte devido & falta de informagdes sobre a
ocorréncia da toxina, 0 que é um pré-requisito para a mitigacdo eficaz. Devido a toxicidade
desta toxina, é de grande importancia estudos que demostrem a necessidade de inclui-la em
legislacGes brasileiras e internacionais.

No entanto, as legislacdes apresentam valores méximos recomendados tendo em conta
as micotoxinas como presenca Unica nos alimentos, sem considerar a co-ocorréncia, que
podem levar a efeitos aditivos.

Os niveis maximos admitidos de micotoxinas em alimentos dependem muito da
condigdo geografica, econémica e politica, assim como, do nivel de industrializacdo e
caracteristicas agronomicas de cada pais. Os paises sem producdo prépria de determinado
alimento tém, geralmente, uma exigéncia mais elevada relativamente a paises onde o0s
produtos sao produzidos (SANTOS, 2011).

O monitoramento de micotoxinas em alimentos, exigidos com mais rigidez
recentemente no pais, necessita da utilizacdo de métodos confidveis para a obtencdo de
informacdes sobre o consumo destas toxinas por parte dos consumidores.

Né&o é possivel, pelo menos atualmente, impedir ou eliminar totalmente a proliferacao
de fungos, sendo a presenca de micotoxinas em alimentos um perigo real. Para exercer
controle sobre esse perigo, é necessario estabelecer limites tdo baixos quanto possiveis,
devendo ser aplicadas as melhores préaticas e tecnologias na producdo, manipulacéo,
armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um alimento
contaminado seja comercializado ou consumido.

Assim, conhecer a extensdo dessas contaminagdes, inclusive posteriormente a colheita,
fornecera informacgdes importantes, escassas em nosso pais, para 0s diversos segmentos
envolvidos com a producao, utilizacdo e comercializacdo de trigo bem como para fiscalizacédo

e pesquisa, sempre visando garantir ao consumidor final produtos de melhor qualidade.
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2 PROPOSICAO E OBJETIVOS

A deterioracdo dos graos de cereais por fungos toxigénicos constitui um assunto de
grande importancia, destacando a constante influéncia de fatores intrinsecos (atividade de
agua) e extrinsecos (temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo pluvial).

O trigo € considerado muito importante na economia da agricultura mundial e isso
resulta cada vez mais no aumento da producéo e na melhoria da qualidade das sementes. No
entanto, os graos estdo constantemente sujeitos a acdo de fungos durante todo seu processo de
cultivo, desde o campo até os processos de armazenamento e transporte. Além disso, a
producdo de micotoxinas pelos fungos prejudicam a qualidade do produto acarretando assim,
perdas econémicas e sérios prejuizos a satide humana e animal.

Em 1988, o DON foi responsavel por uma toxicose humana em larga escala, no Vale
do Kashimir, na india. A toxicose foi reportada também na China, Japdo e Korea, entre outros
paises (BEARDALL; MILLER, 1994; KUIPER-GOODMAN, 1994). Do ponto de vista
econbmico, o prejuizo causado pela contaminacdo de alimentos com micotoxinas sdo
inestimaveis. Estudos realizados nos Estados Unidos apontam prejuizo anual de 637 milhoes
de ddlares, causado pela contaminacéo de alimentos com DON (CAST, 2003).

Em todo o mundo, estudos tém reportado a necessidade e urgéncia de mais
investigacdes a respeito de micotoxinas em alimentos. Contudo, os trabalhos publicados ainda
sdo incipientes e deixam a desejar quando se trata de analisar a problematica da frequéncia de
contaminacdo flangica e de seus metabdlitos téxicos, envolvendo o acompanhamento do
produto durante o0 armazenamento.

Instituticdes e organizacdes do mundo todo vém tentando integrar acdes e estratégias
gue minimizem a ocorréncia de micotoxinas e os efeitos danosos a salde humana, mas
passados mais de 20 anos, o problema ainda persiste.

Estes fatos, associados a caréncia de estudos no Brasil sobre o assunto e & necessidade
dos 6rgdos governamentais conhecerem a problematica da contaminagéo do trigo por fungos e

micotoxinas, motivaram esta pesquisa, que teve como objetivos:

1-) efetuar o monitoramento do trigo recém-colhido e armazenado, quanto a contaminagdo por
fungos e por micotoxinas, especificamente deoxinivalenol, zearalenona e alternariol;
2-) Correlacionar os resultados obtidos com os niveis de atividade de agua das amostras e com

os fatores climatoldgicos das regides.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS UNIDADES EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos em duas localidades do Estado de Séo Paulo de
maior importdncia no cultivo de trigo: Avaré (latitude 23°5'56” Sul, longitude
48° 55' 33" Oeste, e altitude de 766 m), de clima tropical de altitude e latossolo vermelho
amarelo fase arenosa; e Capdo Bonito (latitude 24°00°21” Sul, longitude 48°20°58” Oeste, e
altitude de 705 m), regido localizada na zona fisiografica do Paranapiacaba, de clima
temperado e Latossolo vermelho escuro distréfico (Figura 12).

Figura 92 - Mapa do Estado de S&o Paulo, identificando os municipios onde foram realizados

0S experimentos.

Fonte: Modificado de wikipedia.org

3.2 AMOSTRAGEM

O cultivar utilizado foi o IAC-381 (KUARA), lancado em 2008, caracterizado pelo
bom potencial de rendimento de grdos nas condig¢des de cultivo de sequeiro e irrigacdo por

aspersao.


http://www.wikipedia.org/
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Figura 103 - Imagem do cultivar IAC-381.

Fonte: Instituto Agronémico de Campinas

3.2.1 Amostragem de Gréaos do Trigo

Para a amostragem dos grdos de trigo recém-colhido, foram coletadas 10 amostras de
cada regido de plantio, em pontos diferentes, escolhidos ao acaso. N&o foi observado qualquer
sintoma de infeccdes fitopatogénicas nos graos em nenhuma das coletas.

O armazenamento foi realizado na mesma regido do cultivo em “bags” contendo 1
tonelada de grdos, totalizando 6 ‘bags’ por regido. Mensalmente, durante 6 meses de
armazenamento, foram colhidas 10 amostras, em pontos diversos de cada ‘bag’, até
completar uma amostra de 1 kg (FONSECA, 1991). As amostras recém-colhidas (10 de cada
regido) juntamente com as amostras armazenadas (60 de cada regido) totalizaram 140

amostras.

Figura 114 - “Bags” onde foram armazenados os graos de trigo.




59

As amostras de Capdo Bonito foram colhidas em Agosto de 2011 e armazenadas até
Fevereiro de 2012. Os grédos foram beneficiados na quarta coleta (Novembro de 2011). As
amostras de Avaré foram colhidas em Setembro de 2011 e armazenadas até Marcgo de 2012 e

estavam beneficiadas desde a primeira coleta.

3.3 AVALIACOES LABORATORIAIS

3.3.1 Determinacéo de Atividade de Agua (Aa)

As atividades de dgua das amostras de trigo foram determinadas por meio do aparelho
AQUALAB CX-2 (Decagon Devices Inc.).

3.3.2 Técnica da Semeadura Direta para o Isolamento da Micobiota Fungica dos Gréaos de
Trigo (BERJAK, 1984)

De cada uma das sub-amostras (1 kg) de gréos de trigo, previamente homogeneizadas,
foram retiradas aproximadamente 60 g para desinfeccdo em solucdo de hipoclorito de sodio
0,4% por 3 minutos, seguida de lavagens vigorosas com agua destilada esterilizada para
eliminacdo dos contaminantes externos. Apds a desinfeccdo, 66 grdos foram selecionados ao
acaso e semeados diretamente em 6 placas de Petri, 3 contendo 4gar DRBC (Agar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol - OXOID) e 3 placas de Petri contendo &4gar DG 18 (Agar
Dicloran Glicerol — OXOID). Cada placa contendo 11 grdos foi incubada a 25 °C por 5 dias e
0s resultados expressos em porcentagem do total de grdos semeados.

As colénias de diferentes tipos morfoldgicos foram isoladas em Agar Batata (PDA) e
submetidas a identificacdo através da técnica de microcultivo (RIDELL, 1950). Os fungos
foram classificados em nivel de género, entretanto, aqueles pertencentes ao género Fusarium
e Alternaria foram classificados até espécie, de acordo com o0s seguintes compéndios:
LESLIE; SUMMERELL, 2006; NELSON; TOUSON; MARASAS, 1983; NELSON, 1992;
O’DONNELL et al., 2004; PITT; HOCKING, 2009.
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Figura 125 - Semeadura direta para o isolamento da micobiota fungica nos gréos de trigo em
meio DRBC (acima) e em meio DG 18 (abaixo).

3.3.3 Identificacdo dos Isolados de Fusarium spp. e Alternaria spp.

A identificacdo morfoldgica dos isolados de Fusarium spp. foi confirmada através do
sequenciamento parcial do gene do fator de elongagdo 1-a, utilizando os primers forward e
reverse, ef-1/ef-2 (~650 pb), como descrito por GEISER et al., 2004.

Os isolados de Alternaria spp. foram identificados através do sequenciamento parcial
do gene Alta 1, concebido com base nas regides conservadas de A. alternata e A. brassicicola
(HONG et al., 2005), utilizando os primers forward e reverse, Alt-for/Alt-rev, (534 bp).

3.3.3.1 Obtengéo de Massa Fungica e Extracdo de DNA

Para a obtencdo da biomassa fingica, as cepas foram semeadas em placa de Petri
contendo agar YES (Yeast Extract Sucrose) e incubadas por trés dias a 25°C e o DNA
gendmico foi extraido conforme o manual de instrugdes do kit Easy-DNA ® (Invitrogen).

O micélio obtido foi macerado em gral e pistilo previamente esterilizados e transferido
para microtubo de 1,5 mL. Foram adicionados 350 puL da solugcdo A, as amostras foram entéo

homogeneizadas em vortex e o conteudo incubado a 65 °C por 15 minutos. Foram
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adicionados 150 pL da solucgéo B e as amostras novamente homogeneizadas. Em seguida, 500
uL de cloroférmio foram adicionados e homogeneizou-se em vortex. As amostras foram
centrifugadas a 1400 rpm por 20 minutos e, posteriormente, a fase superior foi transferida
para um novo microtubo de 1,5 mL. As amostras, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto (-20
°C) e estas foram armazenadas em freezer (-20 °C) por 1 hora. ApoOs esse periodo, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo (1400 rpm/15 minutos) e os microtubos foram
vertidos para remocéao do etanol. Foram feitas duas lavagens com 500 pL de etanol 80% (-20
°C). Ap6s mais uma centrifugacao, o excesso de etanol é removido das amostras e em seguida
sdo mantidas 5 minutos a temperatura ambiente.

O residuo de DNA das amostras foi ressuspendido em 100 uL de tampéo de eluicdo
(TE) e 2 pL de RNAse (2 mg/mL), e incubado a 37 °C por 30 minutos. O DNA total obtido

foi mantido a -20 °C até a utilizacao.

3.3.3.2 Quantificagdo do DNA de Fusarium spp. e Alternaria spp.

O DNA total extraido foi quantificado em NanoDrop 2000 C (Thermo Scientific) em
comprimento de onda de 260 nm e em 280 nm para verificar a pureza do DNA através da
razdo entre as absorbancias (D0O260/D0280) que devera estar entre 1,8 e 2,0. Valores abaixo
de 1,8 indicam grande quantidade de contaminantes e proteinas. A concentragdo foi dada em
ng/uL. As amostras que apresentaram elevadas concentracfes de DNA foram diluidas com

agua Milli Q a fim de se obter valores entre 30 e 50 ng/ uL de DNA.

3.3.3.3 Amplificacdo do fragmento parcial do gene TEF-1a

O protocolo padrdo de PCR foi usado para amplificar o fragmento de
aproximadamente 650 pb da regido entre os nucleotideos 75 a 978 do gene TEF-1a. O DNA
foi amplificado em termociclador Applied Biosystems Thermocycler GeneAmp® 9700,
utilizando na reacdo os iniciadores forward e reverse, , EF-1 (forward primer; 5'-
ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3") e EF-2 (reverse primer; 5-
GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3") (O'DONNELL et al., 1998; GEISER et al.,
2004). O volume total da reacéo foi de 25 pL, utilizando-se buffer 3,0 uL, 2,0 uL. a 50 mM de
MgCl,, 0,8 uL ANTP a 25 mM, 1,8 puL de cada iniciador a 10 uM, 0,5 uL. de Taq DNA
polimerase a 0,04 U/uL e 4 pL do DNA diluido. Os pardmetros da amplificagdo foram: 94 °C
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a 5 minutos para a desnaturacdo inicial, 35 ciclos a 94 °C (1 minuto), 57 °C (1 minuto), 72 °C
(30 segundos) e um ciclo adicional de 72 °C por 7 minutos (extensdo final).

3.3.3.4 Amplificacao do fragmento parcial do gene Alta 1

O DNA foi amplificado em termociclador Applied Biosystems Thermocycler
GeneAmp® 9700, utilizando na reacdo os iniciadores forward e reverse, , Alt-for (5’
ATGCAGTTCACCACCATC-3’) e Alt-rev (5-ACGAGGGTGAYGTAGGCG-3’) (HONG
et al., 2005). O volume total da reacdo foi de 25 pL, utilizando-se buffer 3,0 uL, 2,0 uL a 50
mM de MgCl,, 0,8 uL ANTP a 25 mM, 1,5 uL de cada iniciador a 10 uM, 0,5 uL de Taq
DNA polimerase a 0,04 U/uL e 4 uL do DNA diluido. Os parametros da amplificacdo foram:
94 °C a 5 minutos para a desnaturacao inicial, 35 ciclos a 94 °C (30 segundos), 62 °C (30

segundos), 72 °C (1 minuto) e um ciclo adicional de 72 °C por 10 minutos (extensao final).

3.3.3.5 Eletroforese

Os produtos das reagdes foram visualizados por eletroforese em gel de agarose (1,2%)
com TBE 0,5x e corados com safe DNA (Invitrogen). O marcador de peso molecular utilizado
foi de 1000 Pb DNA ladder (Invitrogen). A presenca das bandas foi visualizada pela
exposicao dos geéis a luz UV e fotografados por fotodocumentador Doc Print Vilber Lourmat

Biosystems.

3.3.3.6 Purificacdo do DNA

O fragmento gerado foi purificado utilizando o kit para purificacdo ExoSAP-IT (GE
Healthcare). 5 uL do fragmento de DNA (20 a 40 ng) e 2 puL de ExoSAP-IT foram
adicionados a um microtubo de 0,2 mL e colocados em termociclador Applied Biosystems
Thermocycler GeneAmpR 9700 com as seguintes condic¢des: 37 °C por 15 minutos e 80 °C

por 15minutos.

3.3.3.7 Reacdo de Sequenciamento do Produto de PCR

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador Applied Biosystems

Thermocycler GeneAmp PCR System 9700, utilizando 2 pL do BigDye Terminator v3.3.
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(Applied Biosystems), 2 pL do tampéo para BigDye, 1 pL do iniciador (4 uM), 4 uL de dgua
Milli Q esterilizada e 1 uL do DNA da amostra (10 a 20 ng). As condigOes das reacdes foram:
95 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 96 °C por 20 segundos, 55 °C por 30 segundos e
60 °C por 4 minutos.

3.3.3.8 Precipitagdo do DNA

As reacdes, foram adicionados 40 pL de solucdo alcool isopropilico PA 60%. As
amostras foram agitadas e mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, por 15
minutos. Apods centrifugacdo a 3000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e 150
uL de etanol 65% foram adicionados. O material foi novamente centrifugado por 10 minutos
a 3000 rpm e o sobrenadante foi descartado. Este ultimo passo foi repetido mais uma vez e,
em seguida, o tubo foi seco em Concentrator (Eppendorf) durante 30 minutos.

As amostras foram ressuspendidas em 10 ul de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems), desnaturadas a 95 °C por 2 minutos e incubadas em gelo por 1 minuto. Em
sequida, foram aplicadas as colunas capilares contendo o polimero POP6 no sequenciador

automatico Abi Prism® Genetic Analyser (Applied Biosystems).

3.3.3.9 Anélise das Sequéncias do Gene TEF-1a das Amostras de Fusarium spp. e do gene

Alt a 1 das amostras de Alternaria sp.

As sequéncias dos genes TEF-lo dos isolados de Fusarium spp., assim como as
sequéncias dos genes Alt a 1 dos isolados de Alternaria spp., foram editadas utilizando-se o
software BioEdit v7.0.9.0 e posteriormente alinhadas com o Blast dos bancos de dados do
GeneBank (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION).

3.3.4 Determinagdo de Micotoxinas nas Amostras de Trigo

A &gua utilizada no preparo das solugdes foi purificada através do sistema Milli-Q
Gradient A10 da Millipore (EUA).

Os padroes de DON, ZEA e AOH, utilizados foram todos provenientes da Sigma-
Aldrich (Alemanha). A partir dos padrdes liofilizados foram preparadas trés solucdes estoque,
as quais foram utilizadas na preparagdo dos padrdes intermediarios para o preparo da curva de

calibracdo e fortificagdo de amostras. As solugOes estoque de AOH foram preparadas em
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metanol, enquanto as solucbes estoque de DON e ZEA foram preparadas em acetonitrila,

todas com concentragdo de com concentragdo de 100 pg/mL.

3.3.4.1 Extracdo das micotoxinas das amostras de trigo

Foram transferidos para um tubo falcon, 3 g de cada amostra previamente triturada e
homogeneizada, e adicionados 24 mL de metanol — agua (70:30, v/v). Apds agitacdo por 20
minutos em agitador mecanico horizontal, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante filtrado em papel de filtro (Whatman n° 4, 12 cm). Foram pipetados
40 pL do filtrado em vials e o residuo foi evaporado até secura com ar comprimido e mantido

a-20 °C até a analise cromatogréfica.

3.3.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (CLAE-MS/MS)

O residuo foi ressuspendido em 1000 pL de eluente da fase movel, solucdo A (agua :
acetato de amonio (995:5, v/v )) : solucdo B (agua:metanol:acetato de aménio (95:900:5,
vIviv)), (1:1 viv). A solugdo foi agitada por 30 segundos e 20 pL foram injetados no
cromatografo liquido (Agilent Technologies, Série 1200, EUA), que consiste em uma bomba
binaria, um degaseificador, um forno de coluna, e um amostrador automatico. A andlise foi
feita com coluna de fase reversa Eclipse XDB - C8 (150 x 4,6 mm, Agilent Technologies) e a
temperatura da coluna foi mantida a 25 °C. Os analitos foram ionizados por uma fonte
electrospray em modo positivo e detectadas em espectrometro de massas triploquadrupolo
(Applied Biosystems modelo AP1 5500 Q Trap).

O espectrémetro de massas foi apropriadamente ajustado e calibrado utilizando uma
solugédo padréo de calibragdo com massas conhecidas. Com o desempenho do instrumento
maximizado, os parametros encontrados foram utilizados por todos 0s experimentos
realizados no instrumento.

Primeiramente, infundiu-se uma solucdo padrdo de cada uma das micotoxinas
separadamente para encontrar 0s espectros referentes a cada um dos compostos, atraves de
experimentos de varredura em modo MS. Os experimentos de varredura foram realizados a
partir da ionizacdo por electrospray (ESI).

Apos definidos a fonte e 0 modo de ionizacdo, os parametros de massas referentes ao

analito (declustering potential (DP), collision energy (CE), collision cell exit potential (CXP)
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e entrance potential (EP)) foram otimizados também pela infusdo de solucdes padrdo de cada
micotoxina diretamente no espectrometro de massas.

A partir de um experimento product ion foram selecionados 0s possiveis ions produtos
da fragmentacdo da molécula de cada toxina. Para confirmar a origem destes ions foi
realizado um experimento precursor ion, onde o instrumento busca possiveis precursores a
partir da informacdo de produtos gerados. Os ions precursor de cada micotoxina e os ions
produto gerados pela fragmentacdo da massa molecular inicial estdo apresentados na Tabela
3. A escolha dos ions a serem monitorados para quantificacdo e qualificacdo foi feita através
de experimentos de varredura em modo MS/MS.

Os paréametros dependentes da fonte de ionizagéo (collision gas (CAD), curtain gas
(CUR), ion source gas 1 (GS1), ion source gas 2 (GS2), temperature (TEM) e ion spray
voltage (IS)) foram otimizados através de analise por injecdo em fluxo (FIA), utilizando
solugdes padrdo de AOH, DON, ZEA e padrdes internos (Pl) (deepoxy-DON (DOM-1) e
zearalanol (ZLANOL), a partir da otimizacdo automatica realizada pelo software, na qual
diversas combinac6es de valores dos parametros foram testadas, a fim de definir a melhor
combinacéo para a detec¢do dos analitos.

Apos otimizacdo dos pardmetros realizada de modo automatico pelo instrumento, cada
parametro foi verificado de maneira manual através da programacdo do instrumento para este
fim. Para cada parametro foi criada um rampa com valores crescentes, sendo escolhido o
valor que apresentasse a maior intensidade para o ion precursor. Os valores otimizados dos
parametros composto-dependentes e fonte dependentes estdo representados na Tabela 4.

Para a obtencdo de cromatogramas bem definidos, com melhor relacéo sinal/ruido, em
um curto intervalo de tempo, optou-se por usar diferentes propor¢des de fase mével. Assim, a
cromatografia foi iniciada com maior proporcdo de solvente aquoso, para eluicdo das
micotoxinas mais polares, com aumento gradual de solvente organico, para posterior elui¢éo
das micotoxinas mais apolares. As micotoxinas sdo substancias com uma ampla faixa de
polaridade, portanto, uma fase mével com grau varidvel de hidrofobicidade é necessaria,
principalmente quando se quer detectar mais de um analito na mesma corrida.

A fase mdvel utilizada em gradiente era composta por uma solugdo aquosa de
agua:acetato de amonio (fase mével A) e uma solucéo orgénica de metanol:agua:acetato de

amonio (fase mdvel B), conforme mostrado na Tabela 5.



Tabela 4 - Tons precursores, ions produtos e pardmetros fonte-dependentes e composto-dependentes otimizados.
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Tempo de Ton Tons Condicdes da Fonte
Analito Retencao Precursor Produtos
(min.) (m/z) (m/z) DP CE CxP EP CUR CAD TEM IS GS1 GS2

137,8 -65  -26 -9 -10 10 Meédio 730 -3600 50 50

DON 7,5 295,011
246,8 -65  -18 -5 -10 10 Meédio 730 -3600 50 50
174,9 -80 -34  -13 -10 10 Médio 730 -3600 50 50

ZEA 12,5 317,058
131,0 -80 -42 -7 -10 10 Médio 730 -3600 50 50
2128 -85 -30  -17 -10 15 Médio 650 -4500 50 50

AOH 7,3 256,924
2148 -85 -34  -27 -10 15 Médio 650 -4500 50 50

DP (declustering potential): potencial de desaglomeramento (kV)

CE (collision energy): energia de colisdo (eV)

CXP (collision cell exit potential): potencial de saida na cela de colisdo (kV)
EP (enhance potential): potencial de entrada (kV)

CAD (collision gas): gas de colisao (psi)

CUR (curtain gas): cortina de gas (psi)

GS1 (ion source gas 1): gas 1da fonte de ions (psi)

GS2 (ion source gas 1): gas 2 da fonte de ions (psi)

IS (ion spray voltage): voltagem no vaporizador (V)

TEM (temperature): temperatura do gas na fonte (°C)
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Tabela 5 - Pardmetros da eluicdo por gradiente.

DON e ZEA AOH

Tempo Solvente A Solvente B Tempo Solvente A Solvente B
(min.) (%) (%) (min.) (%) (%)
0,00 920 10 0,00 60 40
1,01 90 10 2,00 60 40
2,00 50 50 3,00 50 50
7,00 10 90 5,50 0 100
8,00 20 80 8,00 0 100
8,01 0 100 8,01 60 40
13,00 0 100 10,00 60 40
13,01 90 10 - - -
17,00 90 10 - - -
23,00 90 10 - - -

O gradiente de eluicdo da fase movel mais eficiente para a separacdo de DON e ZEA
foi realizado com vazdo de 500 pL min™. No primeiro minuto, a fase mével era composta por
90% de fase aquosa e 10% de fase organica. A partir de 1,01 minutos, a composi¢éo foi
mudando gradualmente, até que as porcentagens de fases aquosa e organica se igualassem em
50% em 2 minutos. De 2 a 7 minutos, a porcentagem de fase orgéanica foi aumentando até
90%. Entre 7 e 8 minutos a fase organica diminui em 10% até 80%, intervalo de tempo em
que o DON ¢ detectado. A partir de 8,01 minutos, a porcentagem de fase organica alcanca 0s
100%, a qual se manteve durante 5 minutos. E nesse intervalo de tempo em que a ZEA é
detectada. Aos 13,01 minutos, a composi¢do da fase movel voltou as condicBes iniciais de
equilibrio. O tempo total da analise cromatografica foi de 23 minutos (Tabela 5).

A andlise de AOH foi feita em corrida separada de DON e ZEA, mas o método
estabelecido para deteccdo desta toxina também utilizou eluicéo por gradiente. O gradiente de
eluicdo da fase movel mais eficiente para a separacdo do AOH foi realizado com vazdo de
1000 puL/min. Nos primeiros 2 minutos, a fase movel era composta por 60% de fase aquosa e
40% de fase orgénica. A partir de 2 minutos, a composic¢do foi mudando gradualmente, até
que as porcentagens de fases aquosa e organica se igualassem em 50% em 3 minutos. De 3 a

5,5 minutos, a porcentagem de fase organica foi aumentando até 100%, a qual se manteve
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durante 2,5 minutos, quando a composi¢do da fase mdvel voltou as condigdes iniciais de
equilibrio. O tempo total da analise cromatografica foi de 10 minutos (Tabela 5).

3.3.4.3 Preparo da curva analitica

Para a maioria das técnicas cromatograficas, observa-se uma relacdo linear entre a
resposta instrumental medida (eixo y, variavel dependente) e a concentracdo do analito (eixo
X, variavel independente). Essa relacdo produz uma equacao de regressdo linear y = ax + b,
que relaciona as duas variaveis x e y e gera os coeficientes de regressdo a (inclinacdo da
curva) e b (intersec¢do da curva analitica com o eixo y, quando x = 0) (RIBANI et al., 2004).

As curvas analiticas foram preparadas diariamente através da diluicdo de volumes
adequados de uma solucdo intermediaria. Foram injetados diferentes concentracdes de padrédo
para DON: 1, 2, 3, 5, 10, 20 e 40 ppb; ZEA: 0,1,0,5, 1, 2, 4, 5 e 10 ppb; e AOH: 6, 10, 20, 30,
40 e 80 ppb.

As micotoxinas DON e ZEA foram quantificadas utilizando-se o método de
padronizacdo externa. As curvas analiticas foram obtidas injetando um nivel subsequente ao
outro, em ordem crescente do nivel de concentracdo, obtendo-se as areas e o0 tempo de
retencdo de cada toxina. Plotando-se os valores de concentragdo no eixo das abscissas (X) e 0s
valores das &reas no eixo das ordenadas (y) foram construidas as curvas analiticas e obtidos a

equacdo da reta e o coeficiente de determinagéo (r°).

3.3.4.4 Recuperagéo e Precisao

O teste de recuperacdo é um dos processos mais utilizados para avaliacdo da exatidao
do método. A recuperacdo (ou fator de recuperacdo), R, é definida como a proporcdo da
quantidade de analito, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada (THOMPSON; ELLISON; WOOD 2002). A

recuperacdo é calculada pela Equacao 2:

R(%) = (concentracdo medida/concentracao adicionada) x 100 2
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Tabela 6 — Niveis de fortificacdo utilizados no teste de recuperagéo para cada toxina.

Analito Nivel de Fortificacdo (ng/kg)

200
DON 500
1000
20
ZEA 200
600
10

AOH 300
1000

Foram escolhidos trés niveis de concentracdo para realizagdo das fortificacdes de cada
uma das toxinas e estes estdo apresentados na Tabela 6. Como ndo ha legislacdo especifica
para AOH, os niveis foram escolhidos baseados nas concentracdes médias encontradas em
trabalhos publicados (AZCARATE et al., 2008; MULLER; KORN, 2013; SCOTT et al.,
2012). Os niveis de fortificagdo com DON e ZEA foram definidos baseados no limite de
quantificacdo do método, um valor intermediario e um valor alto de concentra¢do, também
seguindo trabalhos cientificos (JUODEIKIENE et al., 2011; MONBALIU et al., 2010;
SOLEIMANY; JINAP; ABAS, 2012).

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes sob condices definidas. E
expressa atraves da estimativa do desvio padrdo relativo (DPR), calculado pela Equacdo 3
(INMETRO, 2003):

DPR (%) = (s/x) * 100 (3)

em que s € o desvio padrdo e x é a concentracdo média determinada.
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3.3.4.5 Limite de detec¢éo e limite de quantificagdo

Para determinar o limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foi utilizado o0 método
da relacéo sinal-ruido. Para isso foram empregadas solucdes analiticas preparadas no diluente
a partir da solucdo intermediaria e extratos das amostras fortificadas.

Na determinagdo do limite de detecgdo do instrumento foram realizadas sucessivas
diluicdes de padrdes de cada toxina em diluente e estas foram injetadas no sistema até que se
obtivesse uma relacdo 3:1 entre o pico do analito e o ruido da linha base nas proximidades do
tempo de retencdo do pico de cada toxina. Para o limite de quantificacdo fez-se 0 mesmo até
que se obtivesse uma relacdo de 10:1.

O limite de deteccdo e limite de quantificacdo do método foram determinados apos
uma amostra fortificada ser submetida ao procedimento de extracdo proposto e 0s extratos

serem injetados até que se obtivesse a mesma relacdo descrita para os limites instrumentais.

3.4 ANALISE DOS FATORES CLIMATOLOGICOS DAS REGIOES

Durante o periodo de armazenamento, os dados climatologicos referentes a
temperatura (°C), precipitacdo pluvial (mm) foram registrados na regido do experimento.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas deste trabalho foram feitas utilizando-se os softwares R 2.9
pacote Gamlss e SAS 9.1, utilizando andlises de variancia (ANOVA) e modelos de regressdo
linear para determinar a influéncia do tempo de armazenamento na freqiiéncia de isolamento
de Fusarium spp.e Alternaria spp.. O teste de regressdo também foi utilizado para selecionar
as variaveis explicativas (fatores abidticos) mais representativas sobre as variaveis respostas

(freqiiéncia de isolamento fungico e producdo de micotoxinas) (NETER et al., 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminacdo fungica e a consequente producdo de micotoxinas representam um
problema econémico a nivel mundial devido a sua elevada incidéncia em alimentos para

animais e humanos e a dificuldade no seu controle e eliminacéo.

5.1 MICOBIOTA

A escolha do meio de cultura é uma etapa importante no processo de isolamento e
identificacdo de fungos em alimentos. Assim sendo, em nossa pesquisa, 0 isolamento da
micobiota foi realizado utilizando dois meios de cultura: DRBC, indicado para o isolamento
de fungos em alimentos com alta atividade de agua, e DG 18, indicado para alimentos com
baixa umidade. (PITT; HOCKING, 2009). O emprego dos meios permitiu o isolamento de
diferentes géneros fungicos, principalmente os mais importantes do ponto de vista toxigénico
(Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria) (Figura 16).

O Anexo A, a Tabela 7 e os Grafico de 1 a 7 mostram os resultados da pesquisa da

micobiota nas 140 amostras de grdos de trigo, nos diferentes meios de cultura.

Figura 136 - Colbnias de fungos filamentosos isoladas de gréos de trigo, em meios DRBC
(acima) e DG18 (abaixo).
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Constatou-se contaminacdo fungica em 100% das amostras de trigo analisadas com
porcentagem de grdos ndo contaminados (GNC) crescente com o tempo de armazenamento,
variando de 1,2% na primeira coleta a 63,8% na Gltima coleta.

Nossos estudos registraram, nas 140 amostras analisadas, maior frequéncia de
isolamento dos géneros Alternaria (33,22%), Epicoccum (12,6%) e Fusarium (8,3%),
constatando-se maiores percentuais de contaminacdo nas amostras recém-colhidas,
comparativamente as armazenadas (Tabela 7).

Outros 16 géneros de fungos filamentosos foram isolados: Phoma (6,3%),
Cladosporium (4,9%), Drechslera (3,7%), Nigrospora (1,5%), Aspergillus (1,4%), Bipolaris
(1,2%), Penicillium (1,0%), Acremonium (0,27%), Pyrenophora (0,22%), Mucor (0,13%),
Curvularia (0,1%), Helminthosporium (0,09%), Monographella (0,05%), Rhizopus (0,04%),
Phomopsis (0,03%) e Chaetomonium (0,02%). Tais fungos, contaminantes usuais de cereais,
séo encontrados na maioria dos estudos com trigo de todo o mundo (GRABARKIEWICZ-
SZCZENA; CHELKOWSKI; ZAJKOWSKI, 1989; KOBAYASTI; PIRES, 2011; MURRAY;
BRENNAN, 2009). Alguns sdo citados como importantes causadores de manchas em graos, a
saber: Rhizopus stolonifer, Drechslera oryzae, Bipolaris sorokiniana, Pyricularia grizea,
Alternaria padwickii, Phoma spp., Nigrospora spp., Pyrenophora teres,
Epicocum spp., Curvularia lunata, Pyrenophora tritici-repentis (BRASIL, 2012c;
KOBAYASTI; PIRES, 2011; MURRAY; BRENNAN, 2009).

Em nossa pesquisa, a elevada frequéncia de isolamento dos géneros Alternaria,
Epicoccum e Fusarium vem ao encontro dos achados de outros autores que também
evidenciaram elevada freqiiéncia de isolamento destes fungos no Brasil (BRANCAO et al.,
2008; KOBAYASTI; PIRES, 2011) e em diferentes paises (AZCARATE et al., 2008;
GRABARKIEWICZ-SZCZENA; CHELKOWSKI; ZAJKOWSKI, 1989; LI; YOSHIZAWA,
2000; PATRIARCA et al., 2007; WAGACHA et al., 2010). No que diz respeito ao género
Epicoccum, o segundo fungo mais freqiiente, a producdo de micotoxinas é pouco conhecida,
sendo relatada a producdo de compostos toxicos produzidos pela espécie E. sorghi. (PITT,;
HOCKING, 2009; STEYN et al. 1975).

A tendéncia de queda, durante o armazenamento, na freqiiéncia de isolamento de
Fusarium spp., considerado por Christensen e Sauer (1982) como “Fungo de Campo”,
coincide com os resultados obtidos por alguns autores, que realizaram monitoramento de
fungos em gréos de milho e amendoim cultivados no Brasil (NAKAI et al., 2008 ; ZORZETE
etal., 2011).



74

Tabela 7 - Frequéncia média de isolamento de fungos, em grédos de trigo dos municipios de
Capdo Bonito e Avaré, nas 7 coletas.

Patogenos Meédia Capao Bonito Média Avaré  Meédia Geral
GNC 28,45 34,75 31,60
Alternaria spp. 37,68 28,77 33,22
Epicoccum spp. 10,63 14,59 12,61
Phoma spp. 5,02 7,64 6,33
Cladosporium spp. 3,53 6,35 4,94
Nigrospora spp. 1,08 1,84 1,46
Drechslera spp. 2,12 5,26 3,69
Bipolaris spp. 0,99 1,36 1,17
Penicillium spp. 0,97 1,11 1,04
Aspergillus spp. 1,71 1,11 1,41
Fusarium spp. 12,36 4,33 8,35
Acremonium spp. 0,15 0,39 0,27
Mucor spp. 0,04 0,22 0,13
Rhizopus spp. 0,02 0,07 0,04
Pyrenophora spp. 0,19 0,24 0,22
Helminthosporium spp. 0,04 0,13 0,09
Monographella spp. 0,11 0,00 0,05
Chaetomonium spp. 0,04 0,00 0,02
Phomopsis spp. 0,00 0,07 0,03
Curvularia spp. 0,09 0,11 0,10
FNE 0,19 0,15 0,17

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo n&o esporulado;
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Gréfico 1- Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de grdos de trigo

recéem-colhidos em Capéo Bonito e Avaré.
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Graéfico 2 - Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de grdos de trigo

Bonito e Avaré.
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Gréfico 3 - Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de gréos de trigo

Bonito e Avaré.
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Graéfico 4 - Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de grdos de trigo

Bonito e Avaré.
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Gréfico 5 - Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de gréos de trigo

Bonito e Avaré.
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Gréfico 6 - Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de gréos de trigo

Bonito e Avaré.
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Gréfico 7 - Frequéncia relativa (%) de isolamento dos diferentes fungos de gréos de trigo

apos o0 6° més de armazenamento em Capao Bonito e Avaré.
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5.1.1 Identificacdo dos isolados dos géneros Fusarium e Alternaria no trigo recém-colhido e

armazenado

Os isolados de Fusarium spp. e Alternaria spp. identificados em nivel de género
através dos métodos morfoldgicos convencionais macro/micromorfolégicos, foram
submetidos a identificacdo molecular utilizando sequenciamento parcial do gene do fator de
elongacéo 1-a (Fusarium spp.), e sequenciamento parcial do gene Alt a 1 (Alternaria sp.)

Dos 150 isolados de Fusarium spp. 85 (57%) foram da regido de Capédo Bonito e 65
(43%) da regido de Avaré (local de menor contaminacdo fungica). O emprego de técnica
molecular, através da sequéncia parcial do gene do fator de elongacéo-1a,mostrou-se eficiente
na caracterizacdo das espécies de Fusarium, fato constatado anteriormente por GEISER et al.
(2004). Segundo os autores, o referido gene possui elevada utilidade filogenética para
distingdo das espécies de Fusarium, devido ao elevado nivel de polimorfismo, quando
comparado com calmodulina, beta tubulina e histona H3. Dentro do género, a espécie F.
graminerum foi a mais frequente (48,1%), nas amostras recém-colhidas e armazenadas. As

demais espécies isoladas, em ordem decrescente de freqiiéncia, foram: F. meridionale
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(20,2%), F. incarnatum (16,6%), F. verticillioides (6,7%), F. poae (3,1%), F. cortaderiae
(2,6%), F. venenatum (1,6%), F. boothi (0,6%) e F. austroamericanum, (0,5%) (Gréficos 8 e
9).

Dos 100 isolados de Alternaria sp. 60 (60%) foram da regido de Capédo Bonito e 40
(40%) da regido de Avaré (local de menor contaminacdo fungica). O emprego de técnica
molecular, através da sequéncia parcial do gene Alt a 1, também mostrou-se eficiente na
caracterizacdo das espécies de Alternaria. Dentro do género, A. alternata foi a espécie mais
frequente (40,3%), seguido por A. longipes (21,9%), A.tenuissima (17,3%), A. arborescens
(6,0%), A. porri (5,0%), A. brassicae (4,0%), A. solani (2,7%) e A. gaisen (2,1%) (Gréficos
13 e 14).

Diferentemente de algumas regides da Asia, Europa e América do Norte, a
distribuicdo, ocorréncia e diversidade genética do complexo de espécies Fusarium
graminearum em culturas de cereais na América do Sul ndo sdo tdo bem compreendidas
(ALVAREZ et al., 2011). Assim sendo, essas caréncias motivaram o estudo da frequéncia e
da diversidade genética de isolados de Fusarium spp. no presente estudo.

Com base em sequéncias de DNA de 11 genes, O’Donnell et al. (2004), definiram que
o complexo do Fusarium graminearum abrange 9 espécies com diferenciagdes morfoldgicas:
(1) Fusarium graminearum sensu stricto, (2) Fusarium meridionale, (3) Fusarium
austroamericanum, (4) Fusarium boothii, (5) Fusarium cortaderiae, (6) Fusarium acéacia
mearnsii, (7) Fusarium asiaticum, (8) Fusarium brasilicum e (9) Fusarium mesoamericanum.
As espécies de (1) a (5) foram encontradas no presente estudo e sdo normalmente isoladas na
América do Sul, sendo que F. boothii e F. graminearum ndo apresentam distribuicdo
geogréfica definida.

F. graminearum sensu stricto, predominante no trigo, é amplamente distribuida na
Ameérica do Norte, do Sul e na Europa (ALVAREZ et al., 2011; GAGKAEVA; YLI-
MATTILA, 2004, O’DONNELL et al., 2004). No entanto, diversos estudos mostraram que
outras espécies do complexo podem co-ocorrer com F. graminearum nas mesmas areas
geograficas, como F. meridionale e F. cortaderiae (MONDS et al., 2005; SCOZ et al., 2009).

Dentro do género Fusarium, as duas espécies de maior predominancia neste estudo,
Fusarium graminearum sensu stricto e Fusarium meridionale, tém sido associadas a Giberela
na regido Sul do Brasil, cada uma possuindo um gendtipo de tricotecenos distinto (ASTOLFI
etal., 2011, 2012; SCOZ et al., 2009).



Gréfico 8 - Frequéncia relativa (%) de isolamento das diferentes espécies de Fusarium em Capao Bonito.
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Gréfico 9 - Frequéncia relativa (%) de isolamento das diferentes espécies de Fusarium em Avaré.
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A producdo de micotoxinas no complexo F. graminearum nédo é espécie especifica,
mas restrita a um subconjunto de espécies (MONDS et al., 2005). A producéo de tricotecenos
por espécies do complexo de F. graminearum ja foi relatada em muitos estudos ao redor do
mundo (ALVAREZ, et al.,, 2011; O’DONNELL et al., 2004; SAMPIETRO et al., 2010;
SCOZ et al., 2009).

Segundo Goswami e Kistler (2005), F. boothii, F. austroamericanum, F. asiaticum e
F. graminearum sao produtores de DON enquanto F. meridionale, F. acaciae-mearnsii e F.
cortaderiae sdo produtores de nivalenol.

Dentre as espécies isoladas, Fusarium incarnatum, Fusarium verticillioides, Fusarium
poae e Fusarium venenatum ndo fazem parte do complexo F. graminearum. No entanto,
também sdo produtoras de micotoxinas (KOSIAK; TORP; THRANE, 1997; O’DONNELL et
al., 1998; PERKOWSKI et al., 1997; THRANE; HANSEN, 1995; TURNER; JENNINGS,
1997).

As infec¢des causadas por F. graminearum podem afetar tanto aspectos fisicos quanto
fisiolégicos da semente, incluindo o seu tamanho, peso, composi¢éo e qualidade (BECHTEL
et al. 1985), permitindo que ocorram severas perdas no rendimento, as quais podem ser

superiores a 50%, além de afetar a qualidade dos graos susceptiveis (SNIJDERS, 1990).

Graéfico 10 - Frequéncia relativa (%) de isolamento de Fusarium spp. nas regides de estudo.
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Grafico 11 - Frequéncia relativa (%) de isolamento de Fusarium spp. nos diferentes meios de
cultura, nas amostras de Capé&o Bonito.
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Graéfico 12 - Frequéncia relativa (%) de isolamento de Fusarium spp. nos diferentes meios de

cultura, nas amostras de Avaré.
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As espécies de Alternaria sdo associadas com uma vasta gama de doengas em muitas
plantas de elevado valor alimentar. Cancro da haste, mancha foliar e ponto preto sao sintomas
bem conhecidos, como resultado de uma infeccdo de diferentes plantas hospedeiras por
especies de Alternaria (BOTTALICO; LOGRIECO, 1998; LOGRIECO; MORETTI;
SOLFRIZZO, 2009) Alternaria alternata produz doencas nas culturas, como o bolor negro
de tomate, podriddao negra de oliva e frutas citricas e o ponto preto de pequenas cereais
(GIRYN; SZTEKE, 1995; LOGRIECO et al., 2003;. POZZI et al., 2005), além da producéo
de acido tenuazobnico (TEA), alternariol (AOH), alternariol mono-metiléter (EMA) e
altenuene (ALT) em produtos alimenticios (PAVON et al., 2012).

Sdo conhecidas, atualmente, cerca de 300 espécies de Alternaria o que torna sua
classificacdo muito complexa. A identificacdo de Alternaria spp. por métodos morfoldgicos
classicos exige muita experiéncia em morfologia, além de ser um processo tedioso e
demorado (SIMMONS, 2007). Em contraste, os métodos moleculares, baseados
principalmente na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), sdo rapidos e sensiveis e oferecem
abordagens alternativas para a identificacdo de microorganismos deterioradores de alimentos
(PAVON et al., 2012; PAVON et al., 2010).

Um dos marcadores genéticos utilizados para a identificacdo de espécies sdo 0s genes
codificadores de proteinas, como Alta 1 (HONG et al., 2005). Alt a € um gene que codifica o
principal alérgeno produzido por A. alternata, Alta 1 (PAVON et al., 2010).

Alternaria alternata é a espécie mais comum em commodities agricolas, porém outras
espécies também podem ser produtoras de micotoxinas em alimentos, como A. citri, A. solani,
A. longipes e 0 grupo de espécies A. tenuissima, arborescens e A. infectoria (BARKAI-
GOLAN; PASTER, 2013).

Estudos filogenéticos e padrBes de esporulacdo propdem o agrupamento de espécies
de Alternaria em varios grupos (CHOU; WU, 2002; HONG et al., 2005; SIMMONS, 2007):
1) O grupo de espécies A. alternata inclui espécies como A. alternata, A. arborescens, A.
tenuissima, A. gaisen, A. citri, e A. longipes. Estas sdo produtoras de micotoxinas como
alternariol (AOH), éter metil alternariol (AME) e &cido tenuazdnico (TEA) (ANDERSEN;
KROGER; ROBERTS, 2001, 2002) e séo responsaveis pela grande deterioracdo de plantas e
vegetais, resultando em consideraveis perdas econdmicas para 0s produtores e para a industria
de processamento de alimentos. 2) O grupo A. porri inclui espécies como A. solani, A. porri,
A. dauci e A. tomatophila, que sdo responsaveis por pragas foliares de cenouras, cebolas,
batatas, e tomates e produzem micotoxinas como AOH, Altertoxins e altersolanol
(ANDERSEN; DONGO; PRYOR, 2008). 3) O grupo Alternaria radicina é considerado um
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Gréfico 13 - Frequéncia relativa (%) de isolamento das diferentes espécies de Alternaria em Capdo Bonito
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Grafico 14 - Frequéncia relativa (%) de isolamento das diferentes espécies de Alternaria em Avaré.
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dos mais importantes patégenos transmitidos pela semente e as espécies produzem compostos
fitotoxicos como Radicinin e radicinol (KONSTANTINOVA et al., 2002; SOLFRIZZO et al.,
2005; TYLKOWSKA,1992). 4) As espécies do grupo Alternaria infectoria afeta cultura de
cereais no campo e durante o armazenamento, e produzem metabdlitos como infectopyrones e
novae-zelandins que ndo sdo encontrados nos outros grupos (ANDERSEN et al., 2009;
CHRISTENSEN et al., 2005).

O fungo A. brassicae € um importante patdgeno que causa principalmente manchas
e/ou lesOes foliares. Estas manchas sdo circulares, zonadas, com o centro cor de palha e em
geral com um halo clorético (HUMPHERSON-JONES, 1992; MARINGONI, 1997).
Aparentemente, o primeiro registro formal deste fungo foi feito na Coréia, causando manchas
foliares em espécies de brassicas (NAKATA; TAKIMOTO, 1928). No Brasil, este patdgeno
ja foi relatado como causador de manchas foliares em pelo menos 14 espécies de plantas
(MENDES et al., 1998).

Graéfico 15 - Frequéncia relativa (%) de isolamento de Alternaria spp. nas regides de estudo.
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Grafico 16 - Frequéncia relativa (%) de isolamento de Alternaria spp. nos diferentes meios de
cultura, nas amostras de Capé&o Bonito.
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Gréfico 17 - Frequéncia relativa (%) de isolamento de Alternaria spp. nos diferentes meios de

cultura, nas amostras de Avaré.
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5.2 ATIVIDADE DE AGUA E CONDICOES CLIMATICAS

Os dados climatologicos (temperatura e precipitacdo), obtidos junto as estacbes
meteorologicas localizadas na propria regido de estudo, estdo apresentados na Tabela 8.

A atividade de agua e a contaminagdo fungica foram verificadas a cada coleta,
enquanto a temperatura foi obtida pela média mensal da média diaria. O indice pluviométrico
foi obtido pela média mensal, sendo que no caso dos grdos recém-colhidos a média foi
extraida do més pré-colheita.

Todas as varidveis, temperatura, indice pluviométrico, dias com chuva, atividade de
agua e % de contaminacdo dos fungos de interesse, foram normalizadas e simbolizadas por
(*). A normalizacdo é feita através da divisdo da média pelo valor maximo do parametro,
V/Vmax., obtendo-se assim, valores adimensionais que facilitam a visualizacdo, os calculos e
permitem a comparacéo entre eles (Tabela 8).

Através da normalizacdo, verificou-se que a partir do terceiro més de armazenamento
(90 dias), a diminuicdo crescente na Aa implicou em quedas mais bruscas na porcentagem de
contaminacdo de Alternaria spp., e ainda mais acentuada para Fusarium spp., tanto em Capéao
Bonito quanto em Avaré (Graficos 18 e 19).

As regibes produtoras de trigo caracterizam-se por apresentar condi¢des climaticas
favoraveis ao desenvolvimento de doencas de importancia econémica para a cultura
(FORCELINI ; REIS, 1997; LUZ, 1982). Dentre os fatores abioticos que influenciam no
crescimento fungico e na producdo de micotoxinas nos graos, destacam-se a quantidade de
agua livre disponivel, expressa em atividade de agua (Aa) e a temperatura, sendo evidente a
importancia de avaliar o comportamento dos diferentes microrganismos frente a estes fatores
(ALMEIDA et al., 2002).

Em nossa pesquisa, em relacdo a atividade de agua e temperatura, os valores médios
registrados na colheita foram: Capdo Bonito (Aa =0,75 e 16,1 °C) e Avaré (Aa=0,62 e 20,4
°C). Durante o armazenamento, os valores encontrados foram: Capédo Bonito (Aa = 0,67 a
0,53; temperatura 22,7 a 24,8 °C); Avaré (Aa= 0,58 a 0,54; temperatura 20,5 a 24,5 °C). Os
niveis de atividade de adgua situaram-se abaixo dos estabelecidos por Lacey et al. (1991), para
o0 crescimento de F. gramineaum (0,89) e A. alternata (0,88); e para a producdo de DON e
ZEA (0,98) e AOH (0,90) (Tabela 8). Vale frisar que os valores de Aa para a producdo de
micotoxinas sdo, frequentemente, maiores do que aqueles necessarios para o crescimento dos

fungos produtores.(LACEY et al. 1991). No que diz respeito a temperatura, excetuando-se 0s
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valores registrados durante a colheita, os niveis témicos registrados podem ser considerados
6timos (LACEY etal., 1991).

A colonizacdo de grdos por Fusarium spp. requer elevada Aa, geralmente acima de
0,90 (MAGAN et al., 2010; RAMIREZ; CHULZE; MAGAN, 2006). A espécie F.
graminearum é favorecida pela umidade continua e temperaturas de 20-30 °C (DIEKMANN;
PUTTER, 1995). A. alternata, requer temperaturas entre 6-36 °C para se desenvolver, com
6timo proximo a 25 °C (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1980; HASIJA, 1970). A Aa
minima para seu crescimento a 25 °C, é de 0,86 (HOCKING, 1994).

Em nosso estudo, o decrécimo na frequéncia de isolamento de Alternaria spp.e
Fusarium spp. durante o armzenamento,em ambas as regides, pode ser atribuido a diminuicdo
dos niveis de atividade de dgua das amostras, situados entre 0,75 e 0,53 (Tabela 8). Este fato
ja foi constatado por outros autores analisando milho e sorgo cultivados no Brasil (MAGAN
etal., 2010; POZZI et al., 1995; RAMIREZ; CHULZE; MAGAN, 2006; SILVA et al., 2000).

O desenvolvimento fungico em baixa Aa pode ser explicado pela capacidade dos
mesmos em adquirir forma latente quando em condicdes adversas e, apds exposicdo a
condi¢des 6timas durante a analise (meio de cultura, temperatura e umidade), os fungos
voltam a se desenvolver.

E evidente uma queda acentuada na contaminacdo a partir do terceiro més de
armazenamento nas amostras de Capéo Bonito, o que pode ser justificada pelo processo de
beneficiamento ocorrido nesse periodo. A menor incidéncia fangica nas amostras de Avaré
pode ser devido ao mesmo motivo pois as mesmas haviam sido beneficiadas desde a primeira
coleta.

Outros fatores importantes que afetam a distribuicdo de fungos sdo interagOes
fangicas, incluindo competicdo espacial entre os géneros Alternaria e Fusarium. Alternaria
spp. compete espacialmente com outros fungos na superficie da planta e é antagbnica aos
géneros Cladosporium, Epicoccum e Fusarium (LACEY et al., 1991). Junior, Vechiato e
Menten (2008) relataram que a deteccdo de F. graminearum pode ser prejudicada pela alta
incidéncia de fungos saprofiticos, como Alternaria spp. Assim como relatado por estes
autores, foi observada a competicao relatada entre Alternaria spp. e Fusarium spp., resultando

em dificuldades no isolamento.
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Tabela 8 - Dados de temperatura média (°C) e indice pluviométrico médio (mm) referentes aos meses de agosto (2011) a marco (2011),
registrados das regides de Capdo Bonito e Avaré, Séo Paulo.

Localidade Variavel Més - - -
Setembro  Outubro  Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Margo Abril
mmH,0 0,98 3,50 5,40 11,60 8,40 4,30 5,60 -
Dias com chuva 5 11 7 13 17 16 13 -
Temperatura (°C) 16,09 22,74 21,78 22,95 23,13 23,83 24,88 -
Aa 0,75 0,67 0,59 0,58 0,58 0,54 0,53 -
CapdoBonito g1y 0% 0,08 0,30 0,47 1,00 0,72 0,37 0,48 i
Dias com chuva* 0,29 0,65 0,41 0,76 1,00 0,94 0,76 -
Te”(‘f’é;it“ra 0,65 0,01 0,88 0,92 0,93 0,96 1,00 -
Aa* 1,00 0,89 0,78 0,77 0,77 0,72 0,71 -
mmH,0 - 0,56 8,27 3,06 4,48 8,58 6,10 1,41
Dias com chuva - 5 10 11 11 20 18 9
Temperatura (°C) - 20,45 20,56 21,52 23,82 22,48 24,58 22,58
Aa - 0,62 0,58 0,58 0,56 0,55 0,56 0,54
Avaré mmH,0* - 0,07 0,96 0,36 0,52 1,00 0,71 0,16
Dias com chuva* - 0,25 0,50 0,55 0,55 1,00 0,90 0,45
Te"(‘f,’g;it“ra 0,83 0,84 0,88 0,97 0,01 1,00 0,92

Aa* - 1,00 0,94 0,94 0,90 0,89 0,90 0,87
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Grafico 18 - Relacdo entre a atividade de &gua e a contaminacdo por Fusarium spp. e

Alternaria spp. nas amostras de Capéo Bonito.
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Grafico 19 - Relacdo entre a atividade de agua e a contaminacdo por Fusarium spp. e

Alternaria spp. nas amostras de Avare.
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Gréfico 20 - Dados metereoldgicos normalizados da regido de Capéo Bonito.
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Graéfico 21 - Dados metereoldgicos normalizados da regido de Avaré.
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5.3 ANALISE MICOTOXICOLOGICA

As analises micotoxicologicas foram acompanhadas de corrida de padrao e construcao
de curva analitica. A curva analitica ¢ o método de quantificacdo mais frequentemente
utilizado e consiste na determinagdo da resposta do instrumento as varias concentracdes da
substancia em estudo (PRIMEL, 2003).

Valores iguais ou superiores a 0,99 e 0,90 sdo recomendados para o coeficiente de
determinacédo da curva, respectivamente pela ANVISA (2003) e pelo INMETRO (2003). Os
valores de r? obtidos nas curvas de DON (0,9963), ZEA (0,9994) e AOH (0,9951) estdo de
acordo com o recomendado pelos érgdos (Anexo B).

Figura 147 - Cromatograma e espectro de padrdes de DON e ZEA.
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A Figura 17 mostra um dos espectros gerados relativo aos padrdes de 10 ppb de DON
e 4 ppb de ZEA, na qual se pode confirmar o tempo de retencdo das toxinas, de 7,5 min no
caso de DON e 12,5 min no caso de ZEA, e a razdo m/z dos ions filhos (265,0 e 137,8 para
DON e 174,9 e 131,0 para ZEA) obtidos a partir dos ions precursores (295,0 para DON e
317,1 para ZEA).

O pico cromatogréafico referente a eluicdo de AOH estd demonstrados na Figura 18.

Figura 1815 - Pico cromatografico referente a eluicdo do padrédo de 40 ppb de AOH.
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5.3.1 Teste de Recuperacéo

Para realizacdo dos ensaios de recuperacdo, as amostras foram fortificadas conforme
item 3.3.4.2.2. Os resultados foram avaliados conforme 2006/401/EC, em termos de
porcentagem de recuperacdo através da Equacdo 2 e desvio padréo relativo (DPR) através da
Equacéo 3.

A Tabela 9 apresenta os valores obtidos no teste de recuperagdo com o respectivo
DPR, para os trés niveis de fortificacdo preparadas para as trés toxinas.

A diretriz 2006/401/EC fornece as recomendacdes especificas para performance de
ensaios de recuperacgdo de micotoxinas. Segundo esta diretriz, para ensaios de recuperacdo de
DON em niveis de concentracdes entre 100-500 pg/kg o valor recomendado para recuperacéo

¢ de 60 — 110 %. Ja para ensaios de recuperacdo de DON realizados em niveis de
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concentracdo maiores que 500 ug/kg o valor de recuperacdo recomendado é de 70 — 120%.
Quanto a ensaios de recuperacdo de ZEA, para niveis < 50 pg/kg, o valor recomendado para
recuperacdo é de 60 — 120% e, quando > 50 ug/kg, o intervalo € de 70 — 120%.

O teste de recuperacdo indica o quanto um método € eficaz na extracdo, deteccdo e
quantificacdo de analitos presentes em uma amostra desconhecida. Conforme indicado na
Tabela 9, os niveis de recuperacdo obtidos estdo de acordo com intervalos recomendados,
demonstrando a exatiddo do método para a deteccao e quantificacdo das toxinas em gréos de
trigo.

N&o ha& recomendacdes quanto ao AOH, mas pode-se observar que o teste de
recuperagdo para esta toxina encontra-se dentro dos limites estabelecidos para as outras

micotoxinas.

Tabela 9 - Valores obtidos para o ensaio de recuperagéo (%) e DPR (%).

Analito Nivel de Fortificacédo (ug/kg) Recuperacéo (%) DPR (%)

200 97,71 17,91

DON 500 101,96 15,58
1000 97,58 17,17

20 96,43 15,26

ZEA 200 101,14 12,54
600 86,88 8,88

10 102,6 44.93

AOH 300 95,65 6,43
1000 1111 3,69
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5.3.2 Limite de deteccéo e quantificagdo
Na Tabela 10 encontram-se resumidos os valores obtidos para os limites de deteccéo e
quantificacdo instrumentais (LODi e LOQI, respectivamente) e os limites de deteccdo e

quantificacdo do método (LODm e LOQm, respectivamente).

Tabela 10 - Valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificacdo em ppb.

Analito LODi LOQi LODm LOQm
DON 0,25 1 50 200
ZEA 0,015 0,1 3 20
AOH 0,005 0,03 1 6

A Figura 19 refere-se & amostra de maior contaminagdo encontrada, com 2910 ug/kg

de DON.

Figura 1916 — Cromatograma e espectro de amostra com DON.
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Tabela 11 - Deoxinivalenol em gréos de trigo recém-colhidos e armazenados na regido de Cap&o Bonito.

Amostras de grios de trigo NUmero de amostras dentro do intervalo de concentracdo de deoxinivalenol (ug / kg) Con:ﬁ?c:inaagéo
n=170 <200 200-1000 1001-2000 2001-3000 > 3000 (Mg / kg)

Rec(énm:-clo(;;]ido 0 (35%) (6(()5%) a 01%) 0 1255

1° Més de(r,]ﬁinl%z)enamento 0 (25%) . g%) 3 g’%) 0 1693

2° Més de(r,?\inl%z)enamento 0 . g%) (35%) (25%) 0 1208

30 Més de(r,?\inl%z)enamento 0 (35%) (6(()3%) a 01%) 0 1319

40 Més de(r,?\inl%z)enamento 0 (9(?%) a 01%) 0 0 605

5° Més de(r,lb\iml%z)enamento 0 a 01(?%) 0 0 0 331

6° Més de Armazenamento 0 3 4 3 0 1557

(n = 10) (30%) (40%) (30%)
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Na presente investigacdo, os niveis de micotoxinas detectados nas amostras de trigo
séo sinalizadores do perfil dos graos de trigo produzidos no Estado de Sao Paulo.

O procedimento de extracdo aliado a detecgédo pelo espectrdmetro de massas permitiu
reducdo no numero de etapas de preparo de amostra, diminuindo possiveis erros associados as
diferentes etapas do processo, reducéo do tempo de anélise ereducao do volume de solventes
utilizados durante a analise.

Das 70 amostras da regido de Capédo Bonito, 69 (98,6%) apresentaram contaminagéo
por DON (210 — 2910 ng/kg) e 3 amostras contaminacdo por ZEA (20 — 30,1 ug/kg). Os
resultados obtidos durante as 7 coletas est&o indicados na Tabela 11.

O nivel de contaminacdo por DON foi inferior aos limites estabelecidos recentemente
pela legislacdo brasileira (3000 pg/kg), porém os valores encontram-se préximo ao limiar
permitido e superam os limites legais definidos pela Comunidade Européia (1750 pg/kg).

A presenca de DON e ZEA em trigo e derivados também foi constatada por outros
autores brasileiros que constataram, de modo geral, frequéncia e niveis de DON superiores
aos niveis de ZEA (CALORI-DOMINGUES et al., 2007; FURLONG, 1992; FURLONG et
al., 1995; OLIVEIRA et al., 2002).

A ndo deteccdo de AOH nas amostras, apesar da elevada frequéncia de isolamento de
Alternaria spp., principalmente A. alternata, demonstra que a simples presenca de fungos
toxigénicos em alimentos néo significa, necessariamente, que a micotoxina esteja presente no
substrato; todavia had indicacdo de risco potencial de contaminacdo por micotoxinas.
Tampouco a auséncia de fungo exclui a presenca de um metabdlito téxico. Este fato foi
mencionado anteriormente por outros autores (PITT; HOCKING, 2009; OSBORNE, 1982).

Este é o primeiro estudo a abordar a ocorréncia de AOH em trigo no Brasil. Apesar de
ndo ter sido detectada sua presenca nas amostras analisadas, a elevada contaminacdo pelo
fungo produtor da toxina sugere a necessidade de monitoramento continuo dos gréaos.

As amostras de Avaré ndo apresentaram contaminacdo por nenhuma das micotoxinas,
0 que coincide com a menor contaminacgdo fangica verificada nas amostras dessa regido, fato
este que pode ser justificado pelo prévio processo de beneficiamento ao qual foram
submetidas.

Praticamente todo o tipo de alimentos é susceptivel de ser contaminado durante 0s
processos de producdo, processamento, transporte ou armazenagem (SANTIN, 2005) e o
nivel de contaminacdo por micotoxinas tem relacdo com a mercadoria, condi¢Bes climaticas,
praticas agricolas, condicdes de armazenamento e as variagcdes sazonais (WARTH et al.,
2012).
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As colheitas podem estar contaminadas com varias micotoxinas, uma vez que a
maioria dos fungos tém a capacidade de produzir mais de uma micotoxina (MELO DOS
SANTOS; DORNER; CARREIRA, 2002), alem da mistura de metabdlitos que ocorre,
qguando se combinam diferentes matérias-primas para a formulacédo de alimentos compostos, o
que torna a avaliagdo da exposicdo a micotoxinas ainda mais complexa (MIROCHA;
CHRISTENSEN, 1974).

A contaminacdo fungica e a producdo de micotoxinas sdo altamente dependentes das
condicdes climaticas e os resultados variam de ano para ano, e de regido para regido,
conforme j& observado por outros autores (CASA, 2004), tornando importante um
monitoramento anual e regional de ambas, doencas e toxinas.

A micologia e micotoxicologia alimentar tém uma importancia fundamental para a
seguranca alimentar e seu controle protege a salde e bem-estar de animais e humanos, evita a
perda de nutrientes essenciais, 0 aparecimento de caracteristicas organolépticas indesejaveis, a
producdo de metabolitos toxicos nos alimentos e permite ainda destruicdo de alimentos
inadequados ao consumo.

Uma forma eficaz e barata de controlar o crescimento fungico, é através da
manipulacdo do microambiente onde os géneros alimenticios sdo armazenados. Além disso,
aplicar boas préticas agricolas, como selecionar sementes ndo contaminadas, aplicar medidas
de controle de insetos, roedores, entre outras (MALLMANN et al., 2006) sdo algumas
alternativas, ja que muitas micotoxinas se formam ainda durante o periodo de crescimento das
plantas, no campo.

As principais medidas profilaticas consistem em adotar técnicas de cultivo e manejo
que inviabilizem o crescimento fungico, tais como: escolha de variedades mais resistentes; a
escolha do momento ideal para a colheita, uma vez que as culturas tardias tendem a ter
maiores probabilidades de serem contaminadas; minimizacdo da exposicao as intempéries e
realizacdo da secagem e estocagem em armazéns ou silos adequados para cada tipo de cereal
ou subproduto (JORNAL COOPERCAMPQOS, 2009).

Doencas fangicas ndo implicam apenas em perdas quantitativas como em perdas na
qualidade e seguranca do produto final. A queda na qualidade do trigo tem consequéncia
significativa no prego do produto, 0 que evidencia a necessidade do monitoramento de
doencas emergentes e da avaliacdo precisa da ameaca existente. Apesar do progresso
significativo nos estudos temos ainda que avaliar a possivel transferéncia das toxinas para a
farinha de trigo e derivados depois de moagem e processamento do alimento e as implicagdes

na saude associadas com estas doencas.
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A contaminagdo de grdos com micotoxinas cria um risco de seguranga alimentar,
representa uma séria ameaca para a industria pecuaria, e tem um impacto negativo
na economia (WINDELS, 2000; WU, 2004).

Os resultados da micobiota e da analise micotoxicolégica encontrados nas amostras,
principalmente da regido de Capdo Bonito, demonstram a necessidade de maior controle e
fiscalizagcdo dos alimentos, visando conhecer a extensdo dessa contaminagdo e fornecer
informacBes importantes, escassas em nosso pais, para os diversos segmentos envolvidos com
a producdo, utilizacdo e comercializacdo de trigo bem como para fiscalizacdo e pesquisa, a

fim de garantir ao consumidor final produtos de melhor qualidade.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

O enfoque estatistico do trabalho foi direcionado apenas para a toxina DON, devido a
ndo deteccdo AOH e ZEA nas amostras de trigo. Os dados obtidos pela analise estatistica
encontram-se nas Tabelas de C1 a C14 (Anexo C).

O estudo dos efeitos das variaveis no crescimento dos fungos (Fusarium spp. e
Alternaria spp.) e na producdo da toxina DON, foi realizado utilizando modelos da classe
GAMLSS (RIGBY; STASINOPOULOS, 2005). A distribuicdo da variavel resposta foi
realizada utilizando-se gréaficos de residuos quantilicos (RIGBY; STASINOPOULOS, 2005).
O crescimento dos fungos (Fusarium spp. e Alternaria spp.) e a producdo de DON foram
avaliados utilizando os modelos binomial e gama, respectivamente. As variaveis preditoras
consideradas nos modelos para crescimento fungico foram: meses de armazenamento,
atividade de agua, regido, temperatura e precipitacdo. Para a producdo de DON foi incluida a
variavel porcentagem de grdos contaminados por Fusarium spp. A regido de estudo ndo foi
incluida ja que ndo foi observada producdo de DON em Avaré. O nivel de significancia
utilizado em todos os modelos foi de 5%. Quando necessario, compara¢des multiplas foram
realizadas utilizando o método de Bonferroni (NETER et al., 1996).

Apbs o calculo da correlacdo de Pearson, considerou-se os dados obtidos, empregando
os meios DRBC e DG 18, independentes. Portanto, incluiu-se adicionalmente a variavel meio

de cultura nos modelos de crescimento fungico. (NETERet al., 1996).
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5.4.1 Anélise do crescimento de Fusarium spp.

Através das Tabelas C6 e C7 (Anexo C) notou-se que a proporcao de grdos de trigo
contaminada por Fusarium spp. variou em fungdo dos meses de armazenamento (p < 0,0001)
e da regido (p < 0,0001). Porém, ndo houve indicios de variacdo em funcdo da atividade de
agua (p = 0,527), da precipitacdo (p = 0,726), da temperatura (p = 0,827) e do meio de cultura
utilizado (p=0,531).

O efeito de cada variavel, na proporcdo de gréos de trigo contaminado por Fusarium
spp., pode ser constatado na Tabela C6 (Anexo C). Mantida a regido constante, estima-se, por
exemplo, que a proporcdo de graos de trigo contaminada por Fusarium spp. apos 6 meses de
armazenamento, seja 89% ((1 — 0,11) x 100%) menor do que a observada no trigo recém-
colhido. Mantido o tempo de armazenamento constante, estima-se ainda que a proporgéo de
contaminacgédo por Fusarium spp. seja 221% ((3,21 — 1) x 100%) maior em Capédo Bonito do
que em Avaré.

A Tabela C8 (Anexo C) traz os resultados das comparac@es multiplas entre 0s meses
para a proporcéao de grdos de trigo que contaminados por Fusarium spp. Como o nimero total
de comparacdes é 6,, sdo consideradas significantes as comparagdes com valor-p inferior a
0,0083 (0,05/6). Pode-se concluir que a proporcdo de grdos de trigo contaminada por

Fusarium spp. diminui com o aumento do tempo de armazenamento.

5.4.2 Anélise do crescimento de Alternaria spp.

A partir das Tabelas C9 e C10 (Anexo C) notou-se que a proporcdo de graos de trigo
contaminados por Alternaria spp. variou em funcéo da interacdo entre as variaveis meses de
armazenamento e regido (p = 0,0029) e da interacdo entre as varidveis meio de cultura e
regido (p = 0,0018). Porém, ndo houve indicios de que a contaminagdo por Alternaria spp.
variou em funcdo da atividade de agua (p > 0,982), da precipitacdo (p > 0,31) e da
temperatura (p > 0,06).

Embora ndo tenha sido observada correlagao estatistica entre o crescimento fungico e
a atividade de agua, a diminui¢cdo na frequéncia de contaminagdo por Alternaria spp. e
Fusarium spp. foi acompanhada de uma reducdo nos niveis de atividade de agua.

A Tabela C11 (Anexo C) traz os resultados das compara¢des multiplas da propor¢édo
de gréos de trigo contaminados por Alternaria spp. Como foi constatada interacdo entre as

variaveis presentes no modelo, foi necessario fazer comparacgdes entre os diferentes niveis de
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cada variavel. Foram consideradas significantes as comparag6es com valor-p inferior ao valor
apresentado na penudltima coluna da Tabela C11 (Anexo C). Como tendéncia geral, conclui-se
que a proporcdo de grdos de trigo contaminada por Alternaria spp. diminuiu a medida que se
aumenta o tempo de armazenamento tanto em Cap&o Bonito quanto em Avaré.

Comparando as duas regides de estudo, pela Tabela C11 (Anexo C), notou-se que a
contaminagdo por Alternaria spp., utilizando os dois meios de cultura, foi maior em Capdao

Bonito do que em Avaré na maioria das coletas.

5.4.3 Andlise da producao de DON

Através das Tabelas C12 e C13 (Anexo C) constatou-se que a producdo media de
DON em Capéo Bonito variou em funcdo dos meses de armazenamento (p < 0,0001). Porém,
ndo houve indicios de variacdo em funcdo da frequéncia de Fusarium spp. (p = 0,956), da
atividade de agua (p = 0,627), da precipitacdo (p = 0,644) e da temperatura (p = 0,121).

O isolamento de fungos toxigénicos em alimentos ndo significa obrigatoriamente a
presenca de micotoxina no substrato. Por outro lado, a auséncia de fungos em alimentos
suspeitos ndo significa auséncia de micotoxinas, uma vez que elas podem permanecer no
produto mesmo apds o desaparecimento do fungo (PITT e HOCKING, 2009; OSBORNE,
1982).

O efeito do periodo de armazenamento na producdo de DON, em Capdo Bonito,
apresentado na Tabela C12 (Anexo C), revelou producdo média 73,6% ((1 — 0,264) x 100%)
menor apds 5 meses de armazenamento, em relacdo a observada no trigo recém-colhido.

A Tabela C14 (Anexo C) traz os resultados das comparacdes mudltiplas, entre os
diferentes meses, para a producdo média de DON em Capédo Bonito. Foram consideradas
significantes as comparacfes com valor-p inferior a 0,0083 (0,05/6). Pode-se dizer que a
producdo média de DON diminuiu com o tempo de armazenamento, apesar do sexto més ter

apresentado um padrao diferente.

Em geral, a proporcéo de gréos de trigo contaminada por Fusarium spp. e Alternaria
spp. e a producdo de DON diminuiram com o aumento do tempo de armazenamento. Houve
indicios de que a contaminagdo por Fusarium spp. e Alternaria spp. foi maior em Capéo
Bonito, comparativamente a registrada em Avaré. E ndo houve indicios de variacdo entre o
crescimento de Fusarium spp. e Alternaria spp. e a produgdo de DON, em funcdo da

atividade de agua, da temperatura e da precipitagéo.
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6 CONCLUSOES

e A contaminagdo fangica e micotoxicologica variaram em fungdo da localizagdo da
regido produtora e do tempo de armazenamento, porém, ndo constatou-se relacdo
estatistica com os fatores abidticos (atividade de agua, temperatura e precipitacéo);

e A elevada prevaléncia de Alternaria nas amostras sinaliza a necessidade de mais
pesquisas sobre a ocorréncia de outras toxinas de Alternaria em graos de trigo devido
a toxicidade das mesmas;

e Apesar da baixa deteccdo de ZEA e da auséncia de contaminacdo por AOH nas
amostras de trigo, a presenca de fungos potencialmente produtores (Altenaria
alternata e Fusarium graminearum) sdo sinalizadores da necessidade de pesquisas
futuras sobre a ocorréncia destas toxinas no produto;

e O método empregado para extracdo e purificacdo de amostras de grdos de trigo com
deteccdo por espectrometriade massas sequencial e ionizacdo por electrospray
mostrou-se um método rapido, sensivel e confiavel para determinacdo de DON, ZEA e
AOH,;

e Os niveis de contaminacdo por DON detectados nas amostras de grdos de trigo estdo
abaixo dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira (3000 ppb) e acima dos
exigidos pela legislacdo européia (1750 ppb);

e E prudente que se realize um monitoramento continuo de grdos de trigo para
contaminacdo micologica e micotoxicoldgica, permitindo avaliar a exposi¢do dos
consumidores e animais a estas contaminacdes e estabelecer uma série de diretrizes de

seguranca alimentar regional.
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APENDICE A - Frequéncia de Isolamento Flngico

Tabela 12 - Frequéncia de isolamento de fungos, em grdos de trigo recém-colhidos nos

municipios de Capédo Bonito e Avare.

Cultivar 1AC 380 - Recém colhido
% Contaminacdo Fungica
Patogenos Cap3o Bonito Avaré
oRec Do1p Média  prot Gy Media
GNC 0,00 0,00 0,00 0,91 3,94 2,43
Alternaria spp. 56,35 55,14 55,74 41,51 33,94 37,62
Epicoccum spp. 9,39 18,18 13,79 38,00 27,57 32,79
Phoma spp. 5,76 3,33 4,55 19,09 19,39 19,24
Cladosporium spp. 2,78 10,30 6,54 9,39 28,18 18,79
Nigrospora spp. 0,90 2,72 1,81 1,21 4,84 3,03
Drechslera spp. 0,30 0,60 0,45 3,94 1,52 2,73
Bipolaris spp. 1,21 0,90 1,06 3,50 1,60 2,55
Penicillium spp. 0,60 0,00 0,30 0,00 0,61 0,31
Aspergillus spp. 0,30 0,00 0,15 0,00 1,21 0,61
Fusarium spp. 23,63 23,02 23,33 7,27 7,88 7,58
Acremonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,30 0,91 0,61
Mucor spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,61 0,31
Rhizopus spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pyrenophora spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,61 0,31
Helminthosporium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Monographella spp. 0,30 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phomaopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Curvularia spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FNE 0,30 0,30 0,30 0,00 0,30 0,15

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo néo esporulado;
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Tabela A2 - Frequéncia de isolamento de fungos, em graos de trigo dos municipios de Capéo

Bonito e Avaré, apos 1 més de armazenamento.

Cultivar IAC 380 - 1° Més de Armazenamento

% Contaminacao Fungica

Patogenos Capéo Bonito Avaré
DI\/IReBi% [g\?zeifs Media DMReBi»(z: Dl\éeifs Media
GNC 11,52 21,82 16,67 7,27 29,69 18,48
Alternaria spp. 45,15 40,60 42,61 36,36 34,85 35,65
Epicoccum spp. 12,42 9,39 10,91 24,24 12,73 18,49
Phoma spp. 7,27 2,42 4,85 11,82 11,21 11,52
Cladosporium spp. 2,12 5,76 3,94 3,03 10,00 6,52
Nigrospora spp. 1,21 3,03 2,12 0,91 2,12 1,52
Drechslera spp. 0,00 0,61 0,31 3,40 1,21 2,31
Bipolaris spp. 2,10 3,50 2,80 2,20 1,60 1,90
Penicillium spp. 0,30 0,30 0,30 1,21 0,30 0,76
Aspergillus spp. 0,60 0,91 0,76 0,91 0,60 0,76
Fusarium spp. 25,50 21,50 23,75 7,90 6,97 7,44
Acremonium spp. 0,60 0,00 0,30 0,00 0,61 0,31
Mucor spp. 0,00 0,00 0,00 1,50 0,61 1,06
Rhizopus spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pyrenophora spp. 1,20 0,00 0,60 0,00 0,61 0,31
Helminthosporium spp. 0,00 0,00 0,00 0,90 0,00 0,45
Monographella spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phomaopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,91 0,46
Curvularia spp. 0,60 0,00 0,30 1,20 0,00 0,60
FNE 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo ndo esporulado;
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Tabela A3 - Frequéncia de isolamento de fungos, em graos de trigo dos municipios de Capéo

Bonito e Avaré, ap6s 2 meses de armazenamento.

Cultivar 1AC 380 - 2° Més de Armazenamento

% Contaminacao Fungica

Patogenos Capéo Bonito Avaré
DRBC Doy Media  pRao (Gyp  Media
GNC 26,35 14,54 20,45 35,46 13,33 24,40
Alternaria spp. 39,10 46,35 42,73 41,20 30,60 35,90
Epicoccum spp. 13,33 14,84 14,09 9,01 20,00 14,51
Phoma spp. 6,67 9,39 8,03 1,82 9,09 5,46
Cladosporium spp. 1,52 6,96 4,24 0,91 16,06 8,49
Nigrospora spp. 0,61 0,00 0,31 2,73 3,94 3,34
Drechslera spp. 0,61 2,42 1,52 6,67 7,58 7,13
Bipolaris spp. 0,60 1,40 1,00 0,98 3,80 2,39
Penicillium spp. 1,52 0,00 0,76 0,91 0,61 0,76
Aspergillus spp. 0,90 1,81 1,36 0,30 1,21 0,76
Fusarium spp. 1545 20,30 17,93 7,30 6,67 6,99
Acremonium spp. 0,30 0,00 0,15 0,30 0,61 0,46
Mucor spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Rhizopus spp. 0,00 0,30 0,15 0,00 0,00 0,00
Pyrenophora spp. 0,30 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00
Helminthosporium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Monographella spp. 1,20 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phomaopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Curvularia spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FNE 0,30 0,00 0,15 0,30 0,00 0,15

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo ndo esporulado;
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Tabela A4 - Frequéncia de isolamento de fungos, em graos de trigo dos municipios de Capéo

Bonito e Avaré, ap6s 3 meses de armazenamento.

Cultivar 1AC 380 - 3° Més de Armazenamento

% Contaminacao Fungica

Patogenos Capao Bonito Avaré
oRBC DG1p Média gl o Media
GNC 16,67 14,85 15,76 43,63 31,51 37,57
Alternaria spp. 21,27 37,77 32,52 34,54 25,45 29,97
Epicoccum spp. 16,67 13,33 15,00 10,30 14,84 12,57
Phoma spp. 6,06 5,76 591 6,06 6,36 6,21
Cladosporium spp. 2,72 7,27 5,00 1,21 3,64 2,43
Nigrospora spp. 1,52 1,21 1,37 0,61 1,52 1,07
Drechslera spp. 3,03 2,73 2,88 6,36 9,39 7,88
Bipolaris spp. 0,90 0,56 0,73 1,20 0,60 0,90
Penicillium spp. 2,12 0,61 1,37 1,21 1,52 1,37
Aspergillus spp. 2,42 3,33 2,88 0,61 3,94 2,28
Fusarium spp. 7,27 11,80 9,49 3,33 3,94 3,64
Acremonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,30 0,61 0,46
Mucor spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Rhizopus spp. 0,00 0,00 0,00 0,30 0,61 0,46
Pyrenophora spp. 0,90 0,00 0,45 0,61 0,00 0,31
Helminthosporium spp. 0,30 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00
Monographella spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phomaopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Curvularia spp. 0,60 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00
FNE 0,30 0,60 0,45 0,30 0,00 0,15

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo néo esporulado;
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Tabela A5 - Frequéncia de isolamento de fungos, em gréos de trigo dos municipios de Capao

Bonito e Avaré, ap6s 4 meses de armazenamento.

Cultivar 1AC 380 - 4° Més de Armazenamento

% Contaminacao Fungica

Patogenos Capéo Bonito Avaré
DI\/IReBi% [?ilse i108 Media D“?fé% [?ge i108 Media
GNC 41,51 40,91 41,21 38,77 34,54 36,66
Alternaria spp. 33,34 32,42 32,88 24,54 26,36 25,43
Epicoccum spp. 6,67 8,18 7,43 10,00 11,51 10,76
Phoma spp. 6,67 8,48 7,58 5,45 9,09 7,27
Cladosporium spp. 0,60 2,42 1,51 4,04 4,55 4,30
Nigrospora spp. 1,21 0,91 1,06 2,12 1,82 1,97
Drechslera spp. 4,84 2,73 3,79 6,99 8,48 7,74
Bipolaris spp. 0,80 0,67 0,74 0,90 0,88 0,89
Penicillium spp. 0,30 2,42 1,36 0,90 0,30 0,60
Aspergillus spp. 1,21 3,03 2,12 0,61 1,20 0,91
Fusarium spp. 6,36 3,94 5,15 2,72 1,82 2,27
Acremonium spp. 0,61 0,00 0,31 0,60 0,30 0,45
Mucor spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Rhizopus spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pyrenophora spp. 0,00 0,00 0,00 0,61 0,61 0,61
Helminthosporium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Monographella spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phomopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Curvularia spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FNE 0,00 0,91 0,46 0,30 0,00 0,15

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo néo esporulado;
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Tabela 13 - Frequéncia de isolamento de fungos, em gréos de trigo dos municipios de Capao

Bonito e Avaré, ap6s 5 meses de armazenamento.

Cultivar 1AC 380 - 5° Més de Armazenamento

% Contaminacao Fungica

Patogenos Capéo Bonito Avaré

oRBC Do1p Média  ppio (Erp Media

GNC 50,30 43,09 46,70 52,02 56,96 54,49
Alternaria spp. 29,08 33,33 31,21 21,51 17,88 19,70
Epicoccum spp. 7,60 7,27 7,44 8,50 8,18 8,34
Phoma spp. 2,42 2,42 2,42 2,12 2,73 2,43
Cladosporium spp. 0,61 2,73 1,67 2,36 3,03 2,70
Nigrospora spp. 0,00 1,21 0,61 0,91 0,91 0,91
Drechslera spp. 3,33 6,06 4,70 577 5,76 577
Bipolaris spp. 0,00 0,60 0,30 0,45 0,70 0,58
Penicillium spp. 1,21 1,21 1,21 1,21 3,94 2,58
Aspergillus spp. 2,12 2,42 2,27 2,42 1,82 2,12
Fusarium spp. 4,84 2,70 3,72 2,11 1,21 1,66
Acremonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,30 0,61 0,46
Mucor spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,15
Rhizopus spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pyrenophora spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Helminthosporium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Monographella spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Phomopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Curvularia spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FNE 0,00 0,00 0,00 0,91 0,00 0,46

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo ndo esporulado;
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Tabela 14 - Frequéncia de isolamento de fungos, em graos de trigo dos municipios de Capéao

Bonito e Avaré, ap6s 6 meses de armazenamento.

Cultivar 1AC 380 - 6° Més de Armazenamento

% Contaminacao Fungica

Patdgenos

Capéo Bonito Avaré

D'\élzeéoc Dlvclaeilos Média DI\QQ%% Dl\éei% Media

GNC 58,18 58,48 58,33 64,55 73,93 69,24
Alternaria spp. 27,27 24,85 26,06 15,75 18,48 17,12
Epicoccum spp. 5,45 6,07 5,76 4,55 4,85 4,70
Phoma spp. 2,42 1,21 1,82 1,85 0,91 1,38
Cladosporium spp. 1,52 2,12 1,82 2,42 0,00 1,21
Nigrospora spp. 0,00 0,61 0,31 2,12 0,00 1,06
Drechslera spp. 2,42 0,00 1,21 3,42 3,03 3,23
Bipolaris spp. 0,30 0,30 0,30 0,60 0,00 0,30
Penicillium spp. 0,61 2,42 1,52 2,73 0,00 1,37
Aspergillus spp. 2,73 2,12 2,43 0,60 0,00 0,30
Fusarium spp. 3,94 2,42 3,16 0,61 0,91 0,76
Acremonium spp. 0,00 0,61 0,31 0,00 0,00 0,00
Mucor spp. 0,30 0,30 0,30 0,00 0,00 0,00
Rhizopus spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pyrenophora spp. 0,30 0,00 0,15 0,30 0,00 0,15
Helminthosporium spp. 0,30 0,00 0,15 0,90 0,00 0,45
Monographella spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chaetomonium spp. 0,61 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00
Phomaopsis spp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Curvularia spp. 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,15
FNE 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

GNC: gréos ndo contaminados;
FNE: fungo néo esporulado;
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APENDICE B — Curvas analiticas

Figura B1 - Curva analitica para a quantificacdo de DON.
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Figura B2 - Curva analitica para a quantificacdo de ZEA.
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Figura B3 - Curva analitica para a quantificacdo de AOH.
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Tabela C1 - Estatisticas descritivas para a variavel crescimento de Fusarium spp.no trigo em

porcentagem dos graos contaminados (33 gréos analisados por amostra).

Regiéo Meses de  Meio de Meédia Desvio Err9 Minimo Maximo % de
armazen. cultura padrao padréo zeros
0 236 7.3 23 12,1 333 0,0
1 255 50 1,6 21,2 364 00
2 155 4,2 1,3 9,1 212 0,0
Capdo 3 DRBC 73 48 15 0,0 152 10,0
4 6,4 5,0 1,6 0,0 152 20,0
5 48 3,8 1,2 0,0 121 20,0
6 3,9 4.1 1,3 0,0 121 30,0
0 7.3 5,0 1,6 0,0 182 10,0
1 7.9 4.1 1,3 0,0 121 10,0
, 2 7.3 4.1 1,3 0,0 121 10,0
Avare 3 DRBC 33 3,0 1,0 0,0 91 300
4 2,7 3,0 1,0 0,0 91 400
5 2.1 2.9 0,9 0,0 91 50,0
6 06 1,3 04 0,0 30 80,0
0 212 100 32 0,0 303 10,0
1 215 36 1,1 15,2 273 0,0
2 203 7.8 2,5 6,1 333 0,0
Capao 3 DG18 118 36 11 6.1 182 00
4 3,9 3,8 1,2 0,0 121 30,0
5 27 3,0 1,0 0,0 91 40,0
6 2.4 4,0 1,3 0,0 121 60,0
0 7.9 5,2 1,6 0,0 152 20,0
1 7.0 4.1 1,3 0,0 121 10,0
, 2 6,7 4,0 1,3 0,0 121 10,0
Avare 3 DG18 39 43 14 0,0 121 400
4 1,8 2.6 08 0,0 61 60,0
5 1,2 2.1 07 0,0 61 70,0
6 0,9 1,5 05 0,0 30 70,0
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Tabela C2 - Estatisticas descritivas para a variavel crescimento de Alternaria spp.no trigo em
porcentagem dos graos contaminados (33 gréos analisados por amostra).

Meses de Meio de Desvio Erro

Regiao armazen. cultura Média padrdo padréo Minimo  Maximo
0 56,4 7,7 2.4 39,4 63,6
1 45,2 9.8 3.1 30,3 60,6
2 39,1 5,0 1,6 30,3 455
Capdo 3 DRBC 573 7.3 23 18,2 39,4
4 333 45 1,4 27,3 39,4
5 291 11,4 3,6 9,1 455
6 27,3 9,1 2,9 15,2 42,4
0 41,5 6,4 2,0 30,3 51,5
1 36,4 6,7 2,1 24,2 455
2 41,2 4.6 1,4 333 48,5
Avare 3 DRBC 345 93 2.9 21,2 51,5
4 24,5 6,3 2,0 18,2 36,4
5 215 6,1 1,9 12,1 273
6 15,8 55 1,7 9,1 273
0 55,2 7.5 2.4 42,4 66,7
1 40,6 7.6 2.4 273 48,5
2 464 120 3.8 27,3 60,6
Capdo 3 DG18 4579 g7 28 21,2 51,5
4 324 16,8 5.3 3,0 69,7
5 333 8.8 2,8 15,2 45,5
6 24,8 7.9 2,5 9,1 333
0 339 126 4,0 15,2 515
1 34,8 6,3 2,0 24,2 42,4
, 2 30,6 6,1 1,9 21,2 39,4
Avaré 3 DG18 255 7.0 2.2 15,2 39,4
4 26,4 41 1,3 21,2 333
5 17,9 8,4 2,7 9,1 333
6 18,5 5,4 1,7 12,1 27,3
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Tabela 15 - Estatisticas descritivas para a variavel producdo de DON em Capdo Bonito em

Ha/Kg.
o Madn DI SR wime e
0 1255 590 187 441 2470
1 1693 662 209 811 2850
2 1208 765 242 429 2660
3 1319 502 159 581 2210
4 605 278 88 251 1110
5 331 124 39 210 566
6 1557 794 251 612 2910
Tabela C4 - Estatisticas descritivas para a varidvel atividade de 4gua no trigo.
0 0,754 0,028 0,009 0,700 0,790
1 0,672 0,034 0,011 0,610 0,720
2 0,592 0,029 0,009 0,540 0,630
Capdo 3 0581 0,019 0,006 0,560 0,610
4 0,582 0,021 0,007 0,550 0,610
5 0,543 0,022 0,007 0,510 0,570
6 0,528 0,014 0,004 0,513 0,550
0 0,616 0,033 0,011 0,570 0,660
1 0,582 0,021 0,007 0,560 0,620
2 0,577 0,025 0,008 0,550 0,620
Avare 3 0562 0,008 0,002 0,550 0,570
4 0,549 0,021 0,007 0,521 0,580
5 0,564 0,017 0,005 0,540 0,590
6 0,541 0,023 0,007 0,520 0,590
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Tabela C5 - Valores médios das variaveis climatoldgicas nos 30 dias anteriores a cada coleta.

Meses de Capao Avaré
armazenamento Precipitacdo =~ Temperatura Precipitagdo =~ Temperatura

(mm) {®) (mm) )
0 1,22 20,86 0,23 20,72
1 3,46 22,74 8,54 20,66
2 5,54 21,83 3,06 21,43
3 11,59 22,95 4,63 23,80
4 8,73 23,11 8,87 22,36
5 4,21 23,96 5,19 24,61
6 521 25,03 1,46 22,61

Tabela C6 - Estimativas e valores-p do ajuste do modelo de regressdo binomial para a

variavel crescimento de Fusarium spp.

Erro Exp. da
Variavel Nivel Estimativa Valor-p
padrao estimativa
Intercepto -2,435 0,099

1 0,037 0,110 1,037
2 -0,226 0,116 0,798
Meses 3 -0,942 0,137 0,390

de < 0,0001
armazenamento 4 -1,555 0,166 0,211
5 -1,876 0,187 0,153
6 -2,211 0,214 0,110

Regiao Capéo 1,166 0,087 < 0,0001 3,211
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Tabela 16 - Valores-p das varidveis ndo incluidas no modelo de regressdo binomial para a

variavel crescimento de Fusarium spp.

Variavel Valor-p
Meio de cultura 0,531
Atividade de agua 0,527
Precipitacédo 0,726
Temperatura 0,827

Tabela C817 - Valores-p das comparagdes multiplas no modelo de regressdo binomial para a

variavel crescimento de Fusarium spp.

Niveis de

~ Valor-p Concluséo
comparacao

0,7403 =
0,0220 =
<0,0001 >
0,0007 >
0,1492 =
0,1963 =

oo 0o A WDN P

0
1
2
3
4
5
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Tabela C9 - Estimativas e valores-p do ajuste do modelo de regressdao binomial para a

variavel crescimento de Alternaria spp.

Variavel Nivel Estimativa Err(3 Valor-p E_xp. d_a
padréo estimativa
Intercepto -0,402 0,087 0,669
1 -0,092 0,114 0,912
2 -0,078 0,114 0,925
Meses 3 0347 0117 0,707
e
armazenamento 4 -0,575 0,120 0,563
5 -0,906 0,127 0,404
6 -1,078 0,131 0,340
Meio de cultura DG 18 -0,200 0,066 0,819
Regiao Capéo 0,593 0,121 1,809
1 e Capdo -0,427 0,159 0,653
2 e Capao -0,446 0,159 0,640
Interacio meses e 3 e Capdo -0,612 0,164 0.0029 0,542
regiao 4 e Capédo -0,371 0,166 ’ 0,690
5 e Capéo -0,116 0,171 0,891
6 e Capao -0,197 0,177 0,821
Interagdo DG 18e 0,283 0091 00018 1326
cultura e regido Capao

Tabela 18 - Valores-p das varidveis ndo incluidas no modelo de regressdo binomial para a

variavel crescimento de Alternaria spp.

Variavel Valor-p

Atividade de 4gua > 0,982
Precipitagdo em Capéo 0,587
Temperatura em Capao 0,650
Precipitacdo em Avaré 0,316

Temperatura em Avaré 0,064
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Tabela C11 - Valores-p das comparagdes multiplas no modelo de regressdo binomial para a

variavel crescimento de Alternaria spp.

Variavel de Niveis de Niveis var. Valor-p ~
comparacao comparacao adicional Valor-p de referéncia Conclusao
0 1 Capéo > 0,0083 < 0,0001
1 2 Capéo = 0,0083 0,9563
2 3 Capao > 0,0083 0,0001
3 4 Capéo = 0,0083 0,9058
4 5 Capéo = 0,0083 0,5164
Meses 5 6 Capao = 0,0083 0,0383
de 0 1 Avaré = 0,0083 0,4233
armazenamento 1 2 Avaré = 0,0083 0,9092
2 3 Avaré = 0,0083 0,0222
3 4 Avaré = 0,0083 0,0647
4 5 Avaré = 0,0083 0,0122
5 6 Avaré = 0,0083 0,2268
0 3 Avaré > 0,0063 0,0030
3 6 Avaré > 0,0063 < 0,0001
Meio de DRBC DGI18 Capao = 0,0250 0,1835
cultura DRBC DGI18 Avaré > 0,0250 0,0024
Capdo Avaré DRBC10 > 0,0071 < 0,0001
Capdo Avaré DRBCtl = 0,0071 0,1729
Capdo  Avaré DRBCt2 = 0,0071 0,2285
Capdo  Avaré DRBCt3 = 0,0071 0,8769
Capdo Avaré DRBCt4 = 0,0071 0,0869
Capdo Avaré DRBCt5 > 0,0071 0,0004
Regido Capdo Avaré DRBCt6 > 0,0071 0,0054
Capdo  Avaré DG 1810 > 0,0071 < 0,0001
Capdo Avaré DG18tl > 0,0071 0,0002
Capdo Avaré DG18t2 > 0,0071 0,0004
Capdo Avaré DG18t3 = 0,0071 0,0390
Capdo Avaré DG 18t4 > 0,0071 0,0001
Capdo Avaré DG18t5 > 0,0071 <0,0001
Capdo Avaré DG 18t6 > 0,0071 <0,0001
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Tabela C12 - Estimativas e valores-p do ajuste do modelo de regressdo gama para a variavel
producdo de DON.

Erro Exponencial
Variavel Nivel Estimativa adrio Valor-p da
P estimativa
Intercepto 7,135 0,099
1 0,300 0,139 1,350
2 -0,038 0,139 0,963
Meses
de 3 0,050 0,139 1,051
< 0,0001

armazenamento 4 -0,729 0,139 0,482
5 -1,332 0,139 0,264
6 0,216 0,139 1,241

Tabela C13 - Valores-p das variaveis ndo incluidas no modelo de regressdo gama para a

variavel producgdo de DON.

Variavel Valor-p
Atividade de agua 0,627
Fusarium spp. 0,956
Precipitacédo 0,644
Temperatura 0,121

Tabela C14 - Valores-p das comparacGes multiplas no modelo de regressdo gama para a

variavel producdo de DON.

Niveis de .
Ny Valor-p Conclusao
comparagao
0 1 0,0331 =
1 2 0,0166 =
2 3 0,5292 =
3 4 < 0,0001 >
4 5 < 0,0001 >
5 6 < 0,0001 <




