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RESUMO - A giberela ¢ uma doenga flngica que representa grande preocupacdo por causar perda de
produtividade em lavouras de trigo e por expor os grdos a contaminagdes por micotoxinas, com a prevaléncia da
Desoxinivalenol (DON). O objetivo deste estudo foi avaliar a distribui¢do da micotoxina DON em gréos de trigo
em suas fragdes obtidas pelo processo de moagem. A primeira etapa foi a avaliacdo do processo de limpeza dos
grdos. Posteriormente, os grdo foram processados (moagem), avaliando-se suas respectivas fracdes . As amostras
avaliadas foram oriundas de distintos lotes de trigo contaminados naturalmente (80 amostras). O procedimento de
amostragem consistiu na coletadas em um periodo ao longo de 10 meses, em intervalos de 15 dias e analisadas por
LC-MS/MS, empregando-se extracdo por QUEChERS modificado. Os resultados obtidos mostratam que a etapa
de limpeza contribuiu para média de reducdo da micotoxina DON em aproximadamente 27,3%. Nos subprodutos
derivados da moagem foi verificado redistribuicdo de DON, com redugéo das concentracGes na farinha branca e
incremento na fracdo farelo, quando comparados a concentracdo inicial no gréo, evidenciando que tal processo
ndo é eficaz para eliminacdo de micotoxinas.
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1 INTRODUCAO

Fungos do género Fusarium estdo entre os patdgenos mais destrutivos de cereais em todo o mundo, sendo
que mais de uma espécie é frequentemente encontrada. Varias espécies deste género sdo agentes infecciosos,
conhecidos por causar uma série de doencas em cereais (IMATHIU et al., 2013; SHOLTEN et al., 2002), sendo a
giberela, uma das doencas mais importantes em trigo (RAN et al., 2013).

Na ultima década, a giberela se tornou uma das mais graves doencas flingicas devido as mudancgas
climaticas e adogdo de praticas agricolas modernas (plantio direto), causando perdas econdmicas enormes em todo

o mundo (RAN et al., 2013). Isto resulta na diminui¢do da produtividade e reducdo da qualidade de gréos
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(EDWARDS; GODLEY, 2010). Pelo efeito da doenca, os grdos passam a ter tamanho reduzido, cor nofmaﬁeﬁfe
rosada, aspecto danificado e chocho (GUTERRES, 2013). No entanto, o principal problema envolvendo a giberela
esta nos danos indiretos, oriundos do acimulo de micotoxinas, que ndo sé desvalorizam o gréo junto ao mercado,
mas 0s tornam impréprios para 0 consumo, por colocarem em risco a salde humana e animal (CALVO, 2005;
GUTERRES, 2013; KLAHR et al., 2006). Dentre as micotoxinas produzidas, a desoxinivalenol (DON) é a de
maior relevancia, por ser amplamente distribuida e encontrada em altos niveis (GUTERRES, 2013).

A presenca de micotoxinas nos alimentos tem uma enorme importancia para a satde publica, devido aos
efeitos nefrotdxicos, imunotoxicos, teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos. Também podem estar associadas
a disfungdes hormonais graves, além do aumento da suscetibilidade a doengas e a reducéo da expectativa de vida.
S8o capazes de provocar efeitos tanto agudos, quanto crénicos no homem e nos animais, assim como desordem
dos sistemas nervoso central, cardiovascular, pulmonar e trato intestinal, podendo levar a 6bito (RAI; VARMA,
2010; VRIES, 1997).

A preocupacdo com a seguranga na producdo de alimentos tem aumentado (BINDER et al., 2007).
Minimizar a contaminagdo por micotoxinas comecga com a qualidade da matéria-prima (SHOLTEN et al., 2002).
O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo de micotoxinas produzidas por Fusarium em gréos de trigo. A
primeira etapa foi a avaliacdo do processo de limpeza dos grdos e ap6s a moagem dos gréos foram avaliadas as
suas respectivas fracGes de moagem, oriundos de distintos lotes de trigo contaminados naturalmente (80 amostras),

as quais a concentracgdo inicial foi também determinada.

2 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) acoplado ao Espectrometro
de Massa (Xevo TQS, Waters), com ionizacdo por eletronebulizacdo no modo positivo (ESI*). A separacéo
analitica foi realizada utilizando coluna cromatografica C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,7 um), mantida a temperatura
constante de 60 °C. A fase mével foi composta de acetonitrila (contendo acido férmico a 0,1%) e dgua (contendo
acido formico a 0,1%). Com modo de gradiente de eluigdo, e vazdo constante de 0,45 mL mint. O volume de
inje¢do foi de 2 pL e o tempo de retengdo do DON foi de 1,38 minutos.

Em colaboragcdo com um moinho de beneficiamento de farinha de trigo, localizado na regido noroeste do
Rio Grande do Sul, efetuaram-se coletas quinzenais, no periodo de 10 meses, de amostras de gréos de trigo antes
da limpeza prévia dos gréos, apés a etapa de limpeza, e apds o processamento dos gréos nas fracbes farinha e
farelo obtidos através da moagem destes gréos, totalizando 80 amostras. Foram coletados 2 kg de cada amostra,
representativa de lote inferior a uma tonelada.

As amostras foram homogeneizadas com agua, a fim de obter uma suspensdo homogénea (slurry). A
proporcao entre a amostra e a agua para a preparacdo da suspensao foi, respectivamente, de 1:1,5. Pesaram-se 12,5
g de slurry, seguida da adigdo de 10 mL de acetonitrila (contendo 1% de acido acético) e do padrdo interno do
procedimento (P.1.P.) (quinalfés), na concentragdo de 12,5 pg L. Apds fechar os tubos, os mesmos foram
colocados na mesa agitadora por cerca de 1 minuto. Em seguida, acrescentou-se 5 g de MgSQ, anidro e repetiu-
se a agitacdo novamente por um minuto. Posteriormente, efetuou-se uma etapa de centrifugacdo por 3 minutos, a

4000 rpm. Por fim, transferiu-se 500 uL deste extrato para o vial e adicionou-se 500 pL de metanol contendo o
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padréo interno do instrumento (P.1.1.) (propoxur), na concentracdo de 10 pg L™ Seguiu-se diretamente para aélise

por UPLC-MS/MS. O método empregado foi previamente desenvolvido e validado, estando em conformidade

com os parametros estabelecidos de confiabilidade metroldgica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A micotoxina DON foi determinada em todas as amostras de gréos de trigo antes de qualquer tipo de
procedimento (limpeza ou processo de moagem). As concentragdes determinadas variaram de 165 a 990 ug Kg™,

conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo da micotoxina DON em grdos de trigo ndo processados, apos etapa de limpeza e em suas

respectivas fracdes obtidas pelo processo de moagem (farinha de trigo e farelo).

Amostra DON (ug kg™)

Gréos de trigo sem etapa Graos de trigo ap6s . Farinha de

de limpeza etapa de limpeza Farelo de trigo trigo
1 990 783 1832 388
2 722 599 1186 421
3 838 881 1441 523
4 709 714 935 300
5 381 333 1097 214
6 434 487 769 201
7 388 314 1442 217
8 376 273 573 185
9 509 311 963 219
10 314 166 637 135
11 712 518 831 182
12 366 357 923 210
13 394 235 664 147
14 384 281 732 169
15 815 414 863 251
16 418 208 659 <LOQ
17 165 128 258 45
18 167 87 289 45
19 360 425 576 95
20 308 352 431 <LOQ
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porcentagem de reducdo foi evidenciada na amostra 16, onde o contetdo médio de DON diminuiu em mais de
50%. Cheli et al. (CHELI et al., 2013) revisaram o efeito de processos fisicos e mecéanicos e relataram que a
reducdo de micotoxinas em trigo limpo, comparado a grdos que ndo passaram por nenhum processo de limpeza,
podem variar de 7 a 63% para DON.

Em 4 amostras, a etapa de limpeza ndo teve efeito na reducdo de DON, com concentracdes finais muito
semelhantes ou ligeiramente superiores as concentragdes iniciais. O que pode explicar tal fato, é que tais amostras
poderiam ser compostas de grdos com maior uniformidade na distribuicdo de micotoxinas entre os gréos, enquanto,
naqueles em que houve maior redugdo, as concentragdes de maior incidéncia da micotoxina estariam relacionadas
ao grdos de menor massa (giberelados, quebrados e chochos), 0s quais sdo separados e retirados na etapa de
limpeza resultando na redugdo da concentracdo de DON. Os resultados obtidos por Thammawong et al.
(THAMMAWONG et al., 2010) indicam que a distribuicdo de desoxinivalenol e nivalenol em trigo e seus
subprodutos da moagem pode ser influenciada pelo nivel de contaminacdo do grdo original, sendo que este
processo nem sempre é eficaz para a remocéo de micotoxinas a partir de gréos de trigo.

As amostras da fracdo de moagem destinada ao consumo humano (farinha branca), apresentaram niveis de
contaminagdo por DON menores, em comparagdo com as outras fracfes em todas as amostras (graos néo limpos,
apos a limpeza e farelo. Nesta fracdo, foi percebido uma reducéo nas concentracGes de DON de 18,4% a 90,1%,
com reducéo média de 48,5% com rela¢do a concentragdo inicial da micotoxina no grdo limpo antes da moagem.
Consequentemente, na fragdo farelo as concentracdes de DON foram superiores aquelas determinadas no gréo,
com porcentagens de 122,5% a 458,7% em comparacao a concentracéo inicial (no grao).

Estudos relacionados (LANCOVA et al., 2008; RIOS et al., 2009; TIBOLA et al., 2015; TIBOLA;
FERNANDES; GUARIENTI, 2016) relataram resultados semelhantes e sugeriram 2 hipéteses para estes achados:
Uma seria devido a friabilidade mais elevada das camadas exteriores das amostras mais contaminadas ou ent&o,
devido a uma quantidade mais elevada de toxina no endosperma dos grdos. No entanto, os fatores que causam a
variabilidade na reducdo das concentracBes de micotoxinas ndo foram completamente determinados (PINSON-
GADAIS et al., 2007). Tecidos periféricos, tais como o pericarpo, sdo as partes do grdo primeiramente colonizadas
pelos fungos e, muitas vezes contaminadas por micro-organismos (BRERA et al., 2006). Nowicki e colaboradores
(NOWICKI et al., 1988) afirmaram que a distribuicdo de DON nas fragdes de graos de trigo moido é dependente
do grau de penetragdo fingica no endosperma do grdo e que esta suscetibilidade é dependente da variedade da
planta. Os autores verificaram que quando a penetracdo era baixa, maiores niveis de infeccdo e DON eram
encontrados na superficie do gréo e consequentemente baixas concentracdes de DON na farinha.

Houve reducdo das concentragcBes de DON em até 90,1% no grdo limpo, dependendo da concentragdo
inicial da micotoxina. Nosso estudo obteve maiores concentragdes de DON no farelo, com aumento de até 458,7%.
Tibola et al. (TIBOLA, FERNANDES & GUARIENT]I, 2016; TIBOLA et al., 2015), Lancova et al. (LANCOVA
et al., 2008) e RIOS et al (Rios et al., 2009) relataram resultados semelhantes e sugeriram 2 hipdteses para estes
achados: maior friabilidade das camadas externas das amostras contaminadas ou maior quantidade de micotoxinas
no endosperma dos grdos. Como € de se esperar, se a colonizacao fungica for limitada a camadas externas, isso

resultard em maiores concentragdes de micotoxinas na superficie do gréo (BRERA et al., 2006).
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Além disto, micotoxinas como fumonisinas e zearalenona também foram investigadas, porém,ests néo
haviam sido detectadas nas amostras de grdos, mas foram detectadas e determinadas somente no farelo. Este fato
pode ser explicado, devido as baixas concentracdes destas micotoxinas no grdo, na qual, apds o processo de
moagem, foram concentradas na porc¢do farelo, as quais passaram entéo a ser detectadas. A alta concentracdo de
micotoxinas no farelo pode indicar a presenca de toxinas na parte externa do grdo (LANCOVA et al., 2008). Tal
como na limpeza, no processo de moagem ndo existe etapa que degrade as micotoxinas. No entanto, estas toxinas

podem ser redistribuidas e concentradas em determinadas fragdes de moagem.
4 CONCLUSAO

O método de limpeza inicial contribuiu para a reducéo da concentracdo da micotoxina DON, assim como
a moagem reduziu as concentra¢do da micotoxina na fragdo farinha, a qual € utilizada para consumo humano.
Porém é notdrio que tal micotoxina ndo é degradada por tal processo, mas concentra-se na outra fragéo, o farelo,
a qual € tida como residuo e seu principal uso tem sido na racdo animal. No entanto, estas fragdes podem
representar promissores ingredientes alimentares como fonte de fibras, comumente utilizados em dietas e desta

forma podem fazer parte da alimentacdo humana.
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