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INFESTACAO DE SITOPHILUS ZEAMAIS NA QUALIDADE FiSICO-QUIMICA E

MICROBIOLOGICA DE GRAOS DE TRIGO ARMAZENADOS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da infestacdo de insetos Sitophilus
zeamais sobre a qualidade fisico-quimica e microbiolégica de grédos de trigo, durante o
armazenamento nos tempos de 0, 45, 90 e 135 dias e em trés, temperaturas: 20, 25 e
30 °C. Para a conducdo do experimento, foram coletadas amostras de graos de trigo
(Triticum aestivum L.) do cultivar BRS Tangard, produzido na regido Oeste do Parana
e provenientes da safra de 2013. Para 0 armazenamento, 0s grados apresentaram
teores de agua abaixo de 13%, sendo armazenados cerca de 400 g em recipientes de
vidros, fechados com tecido tipo voil a fim de facilitar as trocas gasosas, totalizando
72 recipientes armazenados em camara incubadora B.O.D. nas temperaturas de 20,
25 e 30 °C, no tempo de 135 dias. Do total de recipientes, 36 foram infestados com 20
insetos adultos de Sitophilus zeamais e os outros 36 foram mantidos sem infestacéo.
A cada 45 dias, foram retiradas amostras, para posterior andlise fisico-quimica, (teor
de agua, cinzas, proteina total e variacdo populacional de insetos), microbioldgicas
(contagem de fungos filamentosos e identificacdo dos fungos produtores de
desoxinivalenol) e de quantificacdo de desoxinivalenol, para as trés temperaturas no
tempo inicial e de 135 dias com e sem infestacdo. As amostras foram avaliadas pelo
emprego da analise de variancia (ANOVA) e para o teste de comparagdo de médias
foi aplicado o teste de Tukey, com nivel de 5% de significAncia. Observou-se que
conforme aumentava o tempo de armazenamento aumentava também a populacdo de
insetos, principalmente para as temperaturas de 20 e 25 °C, reduzindo o valor do peso
hectolitro em ambas as temperaturas. Em geral, o teor de agua diminuiu quando
ocorreu aumento de temperatura e tempo de armazenamento. Os teores de proteinas,
nos tratamentos com e sem infesta¢cdo, aumentaram com o tempo de armazenamento.
Em geral, o teor de cinzas aumentou com o tempo de armazenamento nos graos com
e sem infestacdo, nas trés temperaturas avaliadas. A contagem total de UFC de
fungos filamentosos foi maior para graos de trigo infestados. Os resultados obtidos
mostram que todas as amostras de graos armazenados, analisadas no tempo inicial e
de 135 dias, com e sem infestacdo para as temperaturas de 20 25 e 30 °C, estdo
dentro do limite maximo toleravel de 3000 ug de desoxinivalenol por kg de trigo.

Palavras-chave: desoxinivalenol, inseto-praga, micotoxinas, fungos.
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SITOPHILUS ZEAMAIS INFESTATION IN THE PHYSICAL-CHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL QUALITY OF STORED GRAINS OF WHEAT

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of insect infestation Sitophilus
zeamais on the physicochemical and microbiological quality in wheat grains, during
storage in times of 0, 45, 90 and 135 days, in three temperatures: 20, 25 and 30 °C.
For the conduct of the experiment, wheat grain samples were collected (Triticum
aestivum L.) of the cultivar BRS Tanager, produced in Western Parana, from the
harvest of 2013. For storage, the grains had water contents below 13%, being stored
about 400 g in sealed glass containers with fabric type voil in order to facilitate gas
exchange, totaling 72 containers stored in incubator BOD the temperature of 20, 25
and 30 ° C for 135 days. Of the total of containers, 36 were infested with 20 adults of
Sitophilus zeamais and the other 36 were kept without infestation. Every 45 days, were
samples for subsequent chemical-physical analysis (moisture, ash, and total protein
population variation of insects), microbiological (flamentous fungi count and
identification of fungi producing of deoxynivalenol) and quantifying of deoxynivalenol for
the three temperatures at baseline and 135 days with and without infestation. The
samples were evaluated by the use of analysis of variance (ANOVA) and for test of
comparison of means the Tukey test was applied, with 5% level of significance. It was
observed that, with increased storage time, increased population of insects, mainly at
temperatures of 20 and 25° C, reducing the value of the weight of the hectolitre at both
temperatures. In general, the water content was reduced with increasing temperature
and time of the storage. The contents of protein, in the treatments with and without
infestation, increased with storage time. In general, the ash content increased with time
of storage in grain, with and without infestation in the three temperatures evaluated.
The total count of CFU of filamentous fungi was greater for grains of wheat infested.
The results obtained indicate that all samples of grain stored, analyzed in the initial
time and 135 days, with and without infestation, for use at temperatures of 20, 25 and
30 °C, are within the maximum tolerable limit of 3000 ug of deoxynivalenol per kg of
wheat.

Keywords: Deoxynivalenol, insect pests, mycotoxins, fungi.
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2 INTRODUCAO

O trigo esta presente na vida dos seres humanos ha, aproximadamente, 10 mil anos.
Relatos histdricos evidenciam que chegou ao Brasil em 1554. Atualmente, cerca de 90% da
producdo de trigo encontra-se na regido sul do Brasil, sendo o Paran& o principal Estado
produtor.

E o segundo cereal mais produzido no mundo, ocupando posicdo de destaque no
Brasil e tendo importancia significativa na economia agricola global. A producdo agricola
brasileira é de, aproximadamente, 5 a 6 milhdes de toneladas ano™ e o consumo anual tem
se mantido em torno de 10 milhdes de toneladas de trigo. O Ministério da Agricultura
estimou um aumento do consumo em 1,31% ao ano (BRASIL, 2014).

O trigo é uma planta de ciclo anual, cultivada durante o inverno e a primavera,
porém, como seu consumo é gradual e se distribui ao longo do ano, ha necessidade de
armazenamento dos graos. Assim, torna-se necessario o monitoramento das condi¢des
estruturais dos armazéns, como a temperatura, o arejamento na massa de graos e o teor de
adgua, além do desenvolvimento de fungos, a presenca de insetos, acaros, roedores e
passaros, que podem causar perdas qualitativas e quantitativas.

O trigo € importante como componente alimentar e faz parte da alimentacdo humana
diaria, o que requer um controle de qualidade eficiente quanto a presenca de fungos e
micotoxinas, uma vez que esses podem estar presentes tanto na farinha de trigo quanto em
seus derivados, mesmo quando submetidos a tratamentos térmicos, posto que as
micotoxinas sejam relativamente termorresistentes (NEVES, 2013).

Durante o periodo de armazenagem dos graos, devem-se ter cuidados com as
pragas, seja no trigo que sera usado como semente ou naquele destinado ao consumo
humano. Os principais prejuizos verificados sdo a reducdo do peso, a ocorréncia de
micotoxinas, a depreciacdo da qualidade alimenticia e do poder germinativo, além da
depreciacao do valor comercial, devido a presenca de insetos mortos, ovos e excrementos.

Cereais como o trigo, sdo facilmente colonizados por fungos produtores de
micotoxinas, contaminando os grdos no campo, antes mesmo da colheita ou durante o
armazenamento, permanecendo nos alimentos e ra¢des destinadas ao consumo humano e
animal (SIEGEL; BABUSCIO, 2011; ALBORCH et al., 2012).

A qualidade dos gréos de trigo € alterada direta ou indiretamente quando estes séo
infectados por fungos e pela producdo de micotoxinas que causam problemas a saude,

Essas toxinas sdo metabdlicos secundarios toxicos produzidos por fungos filamentosos,
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predominantemente dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sob condicbes
ambientais oportunas (QUESLATI et al., 2011).

O desoxinivalenol é uma substancia conhecida como DON e vomitoxina, presente na
familia dos Tricotecenos, e pode ser produzida por diferentes géneros de fungos. O género
mais comum sao os fungos Fusarium, mas também sdo destacados 0s géneros
Mirothecium, Cephalosporium, Verticimosporium e Stachybotry.

O trigo, por ser importante fonte de renda para os produtores e base alimentar para
0s seres humanos, possui destague no desenvolvimento de pesquisas, a fim de preservar a
qualidade dos seus graos apos a colheita, originando menores perdas tanto em qualidade
como em quantidade.

Considerando o elevado consumo de trigo pela populacdo em geral, tanto pela
diversidade de produtos industriais existentes quanto por seu baixo custo e alto valor
nutricional, torna-se necessaria a averiguacdo da incidéncia de contaminacdo por
desoxinivalenol nos graos de trigo armazenados, além de avaliar a seguranca alimentar
destes produtos e verificar se a qualidade nutricional estd sendo afetada pelo tempo de
armazenamento, tanto em graos infestados como em nao infestados pelo inseto Sitophilus

zeamais.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar gréos de trigo Triticum aestivum L., armazenados por 135 dias, na presenca e
auséncia do gorgulho Sitophilus zeamais nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C.

3.2 Especificos

- Verificar a populagéo de insetos Sitophilus zeamais, durante o armazenamento, e
as perdas provocadas por estes nos graos.

- Realizar analises fisico-quimicas para verificar a qualidade nutricional dos graos de
trigo relacionados com a infestacdo de insetos Sitophilus zeamais, temperatura e tempo de
armazenamento.

- Realizar analise microbioldgica nos graos de trigo, quantificando as col6nias de
fungos totais presentes.

- Quantificar a ocorréncia de desoxinivalenol, durante o0 armazenamento de gréos de
trigo e comparar com os dados propostos pela Resolugdo RDC n° 7 de fevereiro de 2011,
da ANVISA.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Caracteristicas e cultivo do trigo

A cultura do trigo (Triticum aestivum L.) chegou ao Brasil no século XVI, periodo
colonial. Com a colonizacdo, os portugueses tentaram o cultivo desse cereal na regido
central do pais, que hoje corresponde ao Estado de Sao Paulo. Depois o trigo migrou para o
sul, encontrando ambiente, clima e solo mais adequados as suas exigéncias (EMBRAPA,
2014).

Mundialmente, é a segunda cultura mais produzida e, no Brasil, a produ¢cédo anual
oscila entre 5 e 6 milhGes de toneladas, no entanto, o consumo anual no pais tem se
mantido em torno de 10 milhdes de toneladas, sendo as regides Sul (RS, SC e PR), Sudeste
(MG e SP) e Centro-oeste (MS, GO e DF) responsaveis por 90% da producdo do trigo
brasileiro (EMBRAPA, 2014).

O Brasil ainda ndo é autossuficiente no abastecimento interno de trigo e, por isso,
necessita de trigo importado para atender suas necessidades internas (COSTA et al., 2008).
As estimativas do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento preveem uma taxa de
aumento de consumo do trigo de 1,31% ao ano. Ainda assim, acredita-se na possibilidade
de reducéo das importagBes, uma vez que o Brasil vem investindo na autossuficiéncia da
producao interna do cereal, através de novas tecnologias de cultivos (BRASIL, 2014).

E um cereal amplamente consumido pelos seres humanos nos paises de produco
primaria (os quais contabilizam mais de 100) e, em outros paises onde ndo é adaptado para
a producdo. Entretanto, ainda ndo héa estatisticas disponiveis, a respeito do volume de trigo
consumido pelos humanos em relagdo ao que serve para alimentacdo animal (SHEWRI,
2009).

O trigo é um dos mais nobres alimentos, pois, apresenta em sua composi¢cado
carboidratos, proteinas, fibras e boa digestibilidade. Utilizado na fabricacdo dos mais
variados alimentos, com destaque para o pao, € um alimento de facil consumo e
relativamente barato em todo o mundo (SAFRAS & MERCADO, 2014; SCHEUER et al.,
2011).

A qualidade do trigo € um conceito relativo, pois os atributos considerados para essa
andlise ndo sdo os mesmos nos diferentes "elos da cadeia". No caso do produtor rural, o
trigo de qualidade superior € aquele que possui boas caracteristicas agronémicas, como
resisténcia a doencas e pragas, alto potencial produtivo e alto peso hectolitro. Para os

moinhos, a qualidade ser4 medida pela uniformidade do tamanho e forma da matéria-prima,
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alto peso especifico, alto rendimento em farinhas e baixos teores de cinza. Ja o panificador
busca adquirir uma farinha com alta capacidade de absorcdo de 4gua, boa tolerancia ao
amassamento e alta porcentagem de proteina. Desta forma, para que se possa garantir a
gualidade geral exigida em todos os "elos da cadeia”, devem ser considerados diversos
atributos, balanceando-se a qualidade produtiva com as caracteristicas desejadas pelos
consumidores (ROSSI; NEVES, 2004).

4.2 Qualidade e armazenamento dos gréos

A definicdo de armazenagem surge com a observacdo da alternancia entre periodos
de fartura e de escassez e est4d diretamente relacionada com a necessidade de
abastecimento dos povos (RODRIGUES, 2006).

A fase de armazenamento é fundamental, pois qualquer perda neste periodo reduz
diretamente o produto final, pronto para a comercializagdo. Os principais fatores que se
destacam nessa fase sdo: a umidade e a impureza dos gréos, a falta de estruturas
armazenadoras e a presenca de insetos-praga (LAHOZ, 2008).

Devido as entressafras e aos periodos de seca, os grados precisam ficar
armazenados de um ano para outro com a finalidade de suprir as demandas, preservando
as caracteristicas e a qualidade dos gréos ao longo do tempo. No entanto, se as condi¢bes
de armazenamento ndo forem adequadas estes gréos ficam suscetiveis a deterioracéo
(TRAVAGLIA, 2011).

Segundo Lorini et al. (2009), a contaminacdo dos grdos de trigo pode ocorrer na
lavoura, na colheita e/ou no processamento, mas também durante o armazenamento dos
graos.

Os principais fatores que podem comprometer a qualidade dos gréos, durante o
armazenamento, sdo as condicfes estruturais do armazém ou silo; o arejamento, a
temperatura e 0 volume da massa de gréos; a umidade; o desenvolvimento de fungos, a
presenca de insetos, acaros, roedores e passaros e o periodo de estocagem (CRUZ et al.,
2011; TRAVAGLIA, 2011).

O método convencional mais utilizado atualmente para controlar os insetos-pragas
de grdos armazenados tem sido o uso de inseticidas quimicos que, além de causar
problemas maiores de resisténcia dos insetos aos inseticidas, tendo mais de 540 espécies
de insetos resistentes, eles podem acarretar problemas de saude para os seres humanos e
periodos de caréncia especificos que nem sempre sdo respeitados (LORINI, 1998;
VASSANACHAROEN et al., 2008).



4.3 Principais pragas dos graos de trigo armazenado

Os insetos-praga séo insetos que sobrevivem e se multiplicam em gréos e outros
produtos armazenados e causam perdas econdmicas, por isso requerem a utilizagdo de
métodos de controle adequados para minimizar tais perdas. O caruncho-do-milho (Sitophilus
zeamais), a traca-dos-cereais (Sitotroga cerealella) e o besourinho-broqueador-dos-gréaos
(Rhyzopertha dominica) sdo exemplos de insetos-praga de grdos armazenados (CRUZ et
al., 2011).

A probleméatica das pragas tem origem por diversos fatores, dentre os quais se
destacam a inadequada estrutura armazenadora, composta em sua maioria, por armazéns
graneleiros de grande capacidade estatica, com sistema deficiente ou inexistente de
controle de temperatura e auséncia quase total de sistemas de aeracdo. Assim, depois de
limpos e secos, 0s graos sdo colocados nesses armazéns, onde permanecem depositados
até a retirada para consumo, sem que ocorra um monitoramento da massa de grédos para
verificagdo da temperatura, da umidade, da presenca de insetos, de dejetos e
fragmentos/impurezas, situagdes que podem determinar perdas quantitativas e qualitativas
(LORINI, 2008; HERMANN et al., 2009).

De acordo com Lorini (2012), as perdas de graos ocasionadas por pragas em
armazeéns, pela presengca de fragmentos de insetos em subprodutos alimentares, pela
deterioracdo da massa de graos, pela contaminacdo fangica e a presenca de micotoxinas,
gue causam efeitos danosos sobre a saude humana e animal, dificuldades para exportacéo
de produtos e subprodutos brasileiros, devido ao potencial de risco, sdo alguns dos
problemas que a armazenagem inadequada de graos tem produzido no Brasil.

Os insetos, ao perfurarem os graos e exporem o tegumento, facilitam a entrada de
microrganismos como fungos que iniciam o processo de deterioracdo do gréo, produzindo
micotoxinas (sendo comum a aflatoxina) de estrema toxidez aos homens e animais. As
massas de graneleiras comprometidas por estes componentes toxicos sao inviabilizadas
para o processamento industrial (PUZZI, 1973).

Segundo Aquino e Potenza (2013), o armazenamento de ra¢des contendo pragas
primarias e secundarias, associadas aos fungos toxigénicos, representam um risco potencial
para a producdo de micotoxinas nos substratos e afetam a sanidade dos animais
domésticos.

As perdas em produtos armazenados podem atingir até 30% em alguns casos, das
quais 10% causadas diretamente pelo ataque de pragas durante o armazenamento

(SCHOLLER et al., 1997). Geralmente, insetos de gridos armazenados apresentam elevada
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densidade populacional e diversidade, além de grande variedade de respostas a qualidade e
a quantidade de recursos disponiveis (COPATTI; GASPARETTO, 2012).

Auséncia de pragas no armazenamento € de suma importancia, para a preservacao
da qualidade do produto armazenado. Nesse sentido, a Portaria n° 74, de 4 de agosto de
1994, do Ministério da Saude, estabelece, em seu artigo 1°, o limite maximo de tolerancia de
75 (setenta e cinco) fragmentos de insetos, ao nivel do microscopio, em 50 (cinquenta)
gramas de farinha de trigo, na média de 3 (trés) amostras, ndo sendo tolerada qualquer
indicacdo de infestacdo viva. O artigo 2° da referida portaria estabelece o limite méaximo de
tolerancia de 225 (duzentos e vinte e cinco) fragmentos de insetos, ao nivel do microscépio,
em 225 (duzentos e vinte e cinco) gramas do produto, para os derivados, tais como: massas
alimenticias, biscoitos, produtos de panificacdo e de confeitaria, na média de 3 (trés)
amostras (ANVISA, 2011).

4.3.1 Sitophilus zeamais

O Sitophilus zeamais (Motschulsky) (Coleoptera: Curculionidae), popularmente
conhecido como gorgulho-do-milho é uma das pragas mais destrutivas de gréos
armazenados em todo o mundo. Estes insetos sdo 0s maiores causadores de perdas
fisicas, além de serem responsaveis pela perda na qualidade de grdos e subprodutos
(LORINI, 2003).

Essa espécie apresenta infestacdo cruzada, que € a capacidade de infestar os gréos
tanto no campo quanto no armazenamento, possuindo elevado potencial de multiplicacédo e
possui muitos hospedeiros como trigo, arroz, milho, cevada e triticale. Tanto larvas como
adultos sao prejudiciais e atacam sementes inteiras. A postura é feita dentro da semente e
as larvas, ap6s se desenvolverem, empupam e se transformam em adultos. Os danos
decorrem da reducéo de peso e da qualidade fisica e fisiol6gica da semente (SILVEIRA et
al., 2006; LORINI, 2008).

O inseto é um bom voador podendo infestar os grdos antes da colheita e infestar
armazéns vizinhos. Vive de 4 a 5 meses em condi¢cbes 6timas, sendo o ciclo vital de
4 semanas, porém este ciclo depende da temperatura, umidade relativa do ar e
caracteristicas fisico-quimicas do grdo, como umidade, dureza e disposi¢do de nutrientes.
Em temperaturas mais elevadas (30 °C), com umidade do ar de 70% e graos dentados e
macios, com 13,5% de umidade do grao, o ciclo bioldgico pode ser até 10 dias mais curto,
em relagdo ao ciclo regular deste mesmo inseto, mas em condi¢fes ndo tdo favoraveis ao
seu desenvolvimento (SANTOS, 1993; REES, 1996; VENDRAMIM, 2002).

A temperatura 6tima de desenvolvimento do Sitophilus zeamais € em torno de 27 °C,

embora possa se desenvolver entre 15 e 34 °C. Possui preferéncia para ovipositar em milho
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e trigo, alimenta-se principalmente do endosperma onde se encontra grande quantidade dos
carboidratos e proteinas de interesse para panificacdo (gliadina e glutenina) (PINTO et al.,
2002). Segundo Santos (2008), pode também se desenvolver em produtos processados
como macarrdao ou mandioca desidratada.

Além desses produtos, Botton, Lorini e Afonso (2005) verificaram a ocorréncia de S.
zeamais na cultura da videira no Rio Grande do Sul, atacando as bagas em fase de
maturacdo. Observaram, também, que todos os parreirais nos quais foram constatados
danos por esse inseto, estavam préximos a silos ou a paibis de milho, que ndo possuiam o
controle de insetos.

Em paises como os Estados Unidos, onde o gorgulho é considerado um dos insetos-
praga mais importantes do milho, ha relatos da utilizacdo de cultivares resistentes deste a
década de 1990. A utilizagdo desses cultivares chegou a reduzir a infestacdo, em alguns
casos, em mais de 40% (VENDRAMIM, 2002).

4.4 Fungos

Os micro-organismos de interesse em alimentos séo distribuidos em trés grandes
grupos: bactérias, leveduras e fungos. Certos virus e parasitas sdo também geradores de
problemas de salude publica, podendo ser veiculados por alimentos (ANDRADE, 2006).
Segundo Trabulsi (2008), os fungos sdo organismos eucariéticos cujos ndcleos sao
dispersos em um micélio continuo ou septado e sua nutricdo € obtida por absorcdo. S&o
organismos saprofiticos parasitas facultativos ou biotréficos e possuem crescimento como
célula Unica (leveduras) ou como col6nias filamentosas multicelulares (fungos filamentosos).

Os fungos sdo amplamente distribuidos na natureza, mas necessitam de substrato
para 0 seu crescimento. Por isso, sdo contaminantes corriqueiros de alimentos, graos e
ragdes, 0s quais contém nutrientes como carboidratos, proteinas e lipideos, constituintes
apropriados para o seu pleno desenvolvimento, ocasionando degradacdo e producdo de
micotoxinas (MEIRELES et al., 2006; AMORIM et al., 2010).

A ocorréncia de fungos em produtos armazenados € um grande problema e uma
situacdo que facilita a sua proliferacdo em unidades armazenadoras ocorre quando gréos
trincados e quebrados, removidos na operacdo de limpeza, ndo sdo adequadamente
armazenados. Assim, pode ocorrer que esse produto apresente niveis de toxinas acima do
permitido e contamine a massa de gréos, quando acrescido durante a expedicdo (SILVA,
2010).

As condicdes climaticas de um pais determinam, em grande parte, as classes de

fungos que irdo crescer e os tipos de micotoxinas que podem produzir. No Brasil, existem
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condicbes propicias para o crescimento de todo tipo de fungos produtores de micotoxinas
(MAZIERO; BERSOT, 2010).

A infestacdo de grdos por fungos pode ocorrer: no campo, no periodo entre a
colheita e o pré-processamento, e durante a armazenagem. Para cada uma dessas
situacdes o teor de umidade dos grdos define um determinado nivel de atividade aquosa
para o qual prevalece uma determinada espécie de fungo (SILVA, 2010).

Os fungos filamentosos adaptados para o ambiente terrestre sdo geralmente
reconhecidos como os produtores de micotoxinas, produzidas, principalmente, pela estrutura
micelial desses fungos, pertencentes a espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium presentes no solo e que podem crescer em alimentos, durante o armazenamento
em condi¢cdes favoraveis de temperatura, umidade e atividade de é&gua (HUSSEIN;
BRASEL, 2001).

O género Fusarium é classificado como fungo de campo, pois geralmente ataca as
plantas no periodo de crescimento e maturagdo, produzindo micotoxinas antes e
imediatamente ap6s a colheita, mas algumas espécies podem infectar grdos durante o
armazenamento. Ja os géneros Aspergillus e Penicillium séo classificados como fungos de
armazenamento, pois sdo comumente encontrados desenvolvendo-se e produzindo suas
toxinas em grdos durante o armazenamento, com umidade abaixo de 17%, mas certas
espécies desses géneros sdo capazes de infectar grdos no campo (PITT, 2000; RICHARD
et al., 2003; SILVA, 2008).

Segundo Ferrari Filho (2011), os fungos do género Fusarium e Penicillium
predominam tanto no campo como no armazém. O género Aspergillus tem grande nimero
de espécies presentes em diversos nichos ecologicos. Embora sejam distribuidos
mundialmente, esses fungos sdo mais comuns em clima subtropical e temperado quente.
Entre eles encontra-se o Aspergillus flavus, produtor de aflatoxinas e que é mesofilico, com
temperatura 6tima para crescimento entre 35 e 38 °C, minimo entre 8 e 15 °C e maximo
entre 40 e 45 °C (DHINGRA; COELHO NETTO, 1998; RICHARD et al., 2003).

Os fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos e a producéo de toxinas sao
classificados em trés categorias: fatores fisicos, quimicos e bioldgicos: tais como, umidade
relativa, conteddo de umidade, temperatura, luz e danos mecanicos entre outros
(SCUSSEL, 1998).

45 Micotoxinas

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos

filamentosos predominantemente dos géneros Aspergillus, Penicilium e Fusarium, sob
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condicbes ambientais oportunas. Os metabdlicos primarios sdo essenciais ao
desenvolvimento e crescimento e os secundarios sdo formados durante o final da fase
exponencial de crescimento e nao possuem significancia aparente. Em geral, o0s
metabdlicos secundarios parecem ser formados quando possuem grandes quantidades de
precursores metabdlicos primarios, tais como aminodcidos acetato, piruvato e outros sao
acumulados (FREIRE 2007; QUESLATI et al., 2011).

As micotoxinas sdo ubiquas em produtos agroalimentares, acabando por serem
ingeridas involuntariamente, quando produtos de origem vegetal contaminados sé&o
consumidos. Por ser um contaminante natural, ndo é possivel eliminar completamente a sua
presenca nos alimentos, mas o seu nivel pode e deve ser reduzido tanto quanto seja
tecnologicamente possivel, para que néo representem risco para a saude publica (BENNET;
KLICH, 2003).

As micotoxinas caracterizaram-se como um dos maiores desastres econdmicos
ocorridos na Inglaterra, quando cerca de 100.000 perus morreram por causa desconhecida.
As aves adoeciam, tornavam-se apaticas, perdiam as forcas e morriam em
aproximadamente uma semana. Apos intensos estudos, verificou-se que as aves morriam
por necrose hepatica, ocasionada pela ingestdo de quantidades significativas de aflatoxina
B1, presente na racao oferecida aos animais (CALDAS NETO et al., 2008).

Em 2008, casos de intoxicagdo por citreoviridina, uma micotoxina, foram
diagnosticados no Brasil, no estado do Maranhdo, a partir do consumo de arroz
contaminado, provocando quadros clinicos de beribéri e levando dezenas de pessoas a
morte pela deficiéncia de vitamina B1 (HOELTZ et al., 2008; LIRA; ANDRADE, 2008).

A producdo de micotoxina depende do crescimento fangico, por conseguinte pode
ocorrer em qualquer época de cultivo, colheita ou estocagem dos alimentos, e essas podem
permanecer nos graos mesmo apoés desaparecimento dos seus fungos produtores, porém, o
desenvolvimento fungico e a producao de toxinas ndo sdo sindnimos, visto que nem sempre
as melhores condigBes de crescimento coincidem com as de sintese (TANIWAKI, SILVA,
2001; KAWASHIMA, 2004). Os fungos toxigénicos podem crescer em varios substratos,
mas as condi¢cdes em que as micotoxinas sao formadas sdo especificas de um género ou
até mesmo de uma espécie fungica (COPPOCK; JACOBSEN, 2009).

As micotoxinas sdo substancias toxicas produzidas por fungos e encontradas em
alguns alimentos, principalmente em grédos. A ingestdo dessas substancias em grande
quantidade pode causar sérios problemas para a salude da populacdo como: cirrose
hepatica, necrose aguda e até mesmo o cancer. A contaminagdo de alimentos por
micotoxinas esta ligada, principalmente, ao manejo incorreto das plantagdes e as condi¢des
de umidade e temperatura de armazenagem do alimento. Uma secagem rapida e adequada

do produto é a melhor forma de prevenc¢éo (BRITO 2010).
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Cerca de 400 tipos de micotoxinas foram descobertas e sdo classificadas em grupos,
com base nas similaridades estruturais e nos seus principais efeitos téxicos. As mais
frequentes nos alimentos e racdo sdo: aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A, citrina,
tricotocenos, patulina, acido penicilico e alcaléides do ergot (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Os riscos para a saude humana sdo normalmente associados ao consumo direto de
alimentos contaminados com micotoxinas. Varias destas toxinas podem ser produzidas
antes da colheita (aflatoxinas, desoxinivalenol), enquanto outras sdo produzidas,
principalmente, durante as fases de pos-colheita (fumonisina, ocratoxina). Os sintomas
gerais das micotoxicoses em humanos sao vOmitos, diarreia e outros problemas
gastrointestinais associados. Dependem da quantidade e duracdo da exposicdo, idade e
estado nutricional dos individuos. A exposi¢ao crénica a micotoxinas pode induzir ao cancer,
toxicidade hepatica, renal, imunossupressado (BENNET; KLICH, 2003).

As micotoxinas costumam ser termoestavel, a abordagem preventiva em relagéo a
elas € de suma importancia. Evitar a contaminacdo pelos fungos é, frequentemente,
impossivel, visto que os principais bolores toxigénicos sdo bastante disseminados pelo
ambiente. Portanto, restam estratégias ligadas a utlizagdo de linhagens de plantas
resistentes a colonizagdo fungica, colheita apropriada, estocagem adequada, controle de
insetos e roedores, controle de temperatura, umidade, tempo de estocagem dentro dos
limites de vitalidade dos gréos e, eventualmente, irradiacdo dos graos (BRASIL, 2009).

Na Figura 1 visualiza-se o ciclo dos fatores que influenciam na ocorréncia de
micotoxinas na cadeia de alimentos, podendo-se verificar que a temperatura e a umidade
séo fatores importantes para o desenvolvimento das micotoxinas e que estas podem
desenvolver-se ainda na lavoura e, quando nédo detectadas nas diversas etapas do ciclo,

prosseguem na cadeia alimentar até serem ingeridas pelos humanos.
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Fonte: Paterson e Lima (2009).

O controle de qualidade, para garantir alimentos seguros nho momento do consumo
humano ou animal, € questao prioritaria em todas as cadeias produtivas. Para o trigo, a
presenca de contaminantes quimicos como residuos de agrotdéxicos e micotoxinas é
visualmente imperceptivel no produto final e um dos atuais desafios na producdo de
alimentos com qualidade (TIBOLA, 2013).

Considerando a presenca frequente destas micotoxinas nos graos de trigo e,
consequentemente, em seus derivados, é importante a monitorizacdo de toda a cadeia
produtiva, com o intuito de evitar condicbes que sejam ideais para o desenvolvimento
desses fungos e a posterior produgcéo de micotoxinas.

Geralmente, os grdos armazenados com teor de umidade igual ou menor a 0,70 de
Aw (teor de agua < 14,5% de umidade em peso) ndo estdo sujeitos a deterioracdo por
fungos e produgdo de micotoxinas. O perigo das micotoxinas €, portanto, associado a um
risco significativo na producdo de graos em situagdo de pos-colheita. A secagem do material
recém-colhido até 0,70 Aw e a manutencdo nessa condi¢do evita a contaminagéo dos graos.
O trigo sofre a primeira transformacdo na moagem para a producao de farinha. Esta farinha
produzida também esta suscetivel as micotoxinas. Portanto, a produg¢éo, armazenamento e
transporte de farinha requerem, essencialmente, o mesmo tipo de gestdo que 0s cereais
(ALFRED; MAGAN, 2004).

Nos paises em desenvolvimento, a exposicdo a micotoxinas ocorre com mais
facilidade uma vez que as praticas agricolas, os métodos de armazenamento e a legislacao
sao inadequados (WILD; GONG, 2010).

A influéncia da atividade da agua e da temperatura no crescimento de fungos e na
producdo de micotoxinas deve ser considerada uma forma de preservar as caracteristicas
dos gréos (NOUREDDINE; KIM; STRELKOV, 2009).

Dentre as micotoxinas encontradas no trigo estd o desoxinivalenol produzido por

fungos do género Fusarium.

4.6 Tricotecenos — desoxinivalenol

O desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina do grupo dos tricotecenos e também é
conhecido como vomitoxina, isso pelo fato de a principal resposta fisiolégica aos
tricotecenos ser a perda de apetite (toxina da recusa de alimento) (KNOW MYCOTOXINS,
2008).
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As caracteristicas estruturais mais importantes, quanto a atividade biol6gica dos
tricotecenos, estdo no anel epdxi nos C-12 e C-13, na presenca de grupamentos hidroxila ou
acetila e na estrutura e posicdo das cadeias laterais (KNOW MYCOTOXINS, 2008). Os
tricotecenos podem ser divididos em 4 tipos (A, B, C ou D), de acordo com as caracteristicas
dos seus grupos funcionais.

O desoxinivalenol (3a 7a 15-triidroxi-12, 13-epoxitricotec-9-en-8-ona) é a micotoxina
mais frequentemente detectada dentro da categoria dos tricotecenos do tipo B, que
possuem uma funcéo carbonil no C-8 que foi totalmente caracterizada como um tetraciclico,
epoxi-sesquiterpe com sete centros estéreos. Sua estrutura quimica esta representada na
Figura 2 (ERIKSEN; ALEXANDER, 1998; TURKER; GUMUS, 2009).
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Figura 2 Estrutura quimica do desoxinivalenol.
Fonte: Desjardins et al. (2000).

O desoxinivalenol possui dois grupos OH alcodlicos secundarios e um principal, além
da presenca de dois grupos funcionais quimicamente reativos, ou seja, uma cetona
conjugada e um anel epoxi. Pelo menos uma, mas talvez estas duas funcionalidades
possam estar associadas a atividade téxica do desoxinivalenol (NAGY et al., 2005).

Sendo um tricoteceno do tipo B, esta toxina € sollvel tanto em agua quanto em
solventes polares como 0 metanol aquoso, acetonitrila aquosa e acetato de etila. O grupo
12,13-epoxi é extremamente estavel ao atague nucleofilico e a toxina é estavel a
temperatura de 120 °C e ndo é decomposta em condi¢fes levemente &cidas (JARVIS et al.,
1990; NAGY et al., 2005; TURKER; GUMUS, 2009).

Todos os tricotecenos contém o grupo epoéxi nas posi¢cdes C12 e C13, e estes s&o 0s
responsaveis por sua atividade toxicolégica. A produgdo destas micotoxinas se da,
especialmente, por espécies de fungos do género Fusarium (Fusarium graminearum,
Fusarium sporotrichioides, Fusarium poae. e Fusarium equiseti.) (MOAZAMI; JINAP, 2009).

Os tricotecenos sao micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium, que
podem causar aos homens e animais doencas e sintomas tais como: vémitos, hemorragias,
recusa de alimento, necrose da epiderme, reducdo do ganho de peso e da producdo de
ovos e leite, interferéncia no sistema imunoldgico e ébito. Ocorrem em graos como o milho,

trigo, cevada e outros. As micotoxinas mais comuns da familia dos tricotecenos s&o
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desoxinivalenol (DON) e T-2, sendo, provavelmente, a micotoxina mais largamente
distribuida em alimentos e ra¢des (MILLER, 1995; SILVA, 2010).

Os fungos patégenos do género Fusarium sdo comumente encontrados no trigo e
estdo frequentemente associados a fusariose (CALORI-DOMINGUES et al., 2007). Além
dos danos diretos a cultura, causados pela doenca, os grédos infectados podem apresentar
contaminacdo por micotoxinas téxicas tanto para o homem quanto para o0s animais.

Ramirez, Chulze e Magan (2006) compararam o crescimento e a producdo de DON
pelas linhagens Fusarium graminearum e Fusarium culmorum do Reino Unido e
descobriram que a principal diferenca entre elas foi o efeito da temperatura sobre a
producdo de DON. Esse estudo também sugere que o Fusarium graminearum nao cresce
em Aw menor que 0,900.

No estudo de Ramirez, Chulze e Magan (2006) variaram-se a Aw (0,900 a 0,995), a
temperatura (5, 15, 25 e 30 °C) e o tempo de incubagéo (7 a 49 dias) e foram avaliados os
efeitos no crescimento e na produgdo de DON por 2 linhagens de F. graminearum (RC 17-2
e RC 22-2) isoladas de trigo argentino. A faixa de Aw e de temperatura simulam o
amadurecimento do gréo na colheita de uma safra imida. O crescimento 6timo aconteceu a
25 °C em trigos com os maiores valores de Aw. A méaxima produgéo de DON foi obtida para
ambas as linhagens quando a Aw foi de 0,995, a 30 °C e em 42 dias de incubagéo (135,462
e 98,446 ug g™, respectivamente).

Segundo lamanaka, Oliveira e Taniwaki (2010), o animal doméstico mais afetado é o
suino. A toxicose aguda é manifestada como uma desordem intestinal. O DON raramente
causa uma toxicidade aguda porque a sua presenca na ragao faz o animal rejeitar a ragao.
Este efeito resulta no decréscimo do crescimento do animal, além dos efeitos reprodutivos
incluindo o aborto e o0 nascimento enfraquecido. As aves sdo mais tolerantes do que os
suinos quanto a presenca de DON na dieta, embora a qualidade do ovo e 0 peso possam
ser reduzidos. O gado também é mais tolerante do que os suinos, possivelmente devido a
degradacao da toxina em metabdlitos secundarios no rimem. Os efeitos no gado incluem
reducdo no consumo da racdo e taxa de concepcdo. Os grdos naturalmente contaminados
com o DON podem afetar a producéo de leite, inibir a sintese de DNA, RNA e de proteinas e
causar sindromes hematicas e anoréxicas nos mamiferos, bem como efeitos neurotoxicos e
imunotéxicos (VISCONTI et al., 2004).

Verifica-se um aumento na preocupacdo com a contaminagdo de alimentos por
micotoxinas, incluindo-se o DON, tanto mundialmente quanto no Brasil. Assim, conhecer a
extensdo dessa contaminacdo poderd fornecer subsidios para os diversos segmentos
envolvidos com a producéo, utilizagdo e importagcdo de trigo, bem como fiscalizagéo e
pesquisa, sempre visando garantir ao consumidor final a possibilidade de ter produtos de
melhor qualidade (CALORI-DOMINGUES et al., 2007).
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4.7 Legislagéo brasileira para micotoxinas em trigo

Com a intensificacdo do monitoramento da contaminacdo de grdos e subprodutos
por micotoxinas e o maior conhecimento de seus efeitos maléficos, os limites maximos
tolerados em normativas de varios paises sdo cada vez mais restritivos. O impacto dessa
medida, que pode resultar em prejuizos na cadeia produtiva, visa assegurar que 0S
alimentos produzidos com a matéria prima ndo apresentem contaminantes acima dos niveis
aceitaveis. Assim, torna-se necesséria a ado¢ao de préaticas de manejo da cultura e controle
da doenca no campo, bem como na pés-colheita, que contribuam para minimizar o risco de
contaminacédo (TIBOLA et al., 2013).

No Brasil, a ANVISA em sua Resolucéo ne. 7, de 18 de fevereiro de 2011, estabelece
o limite maximo toleravel (LMT) de desoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA) e ocratoxina
A (OCRA), para cereais destinados a alimentacdo humana (ANVISA, 2011).

Para produtos destinados a alimentagcdo infantil os niveis sdo menores e com
vigéncia imediata, a partir da publicacdo da legislacdo (Tabela 1). Os niveis tolerados nos

demais alimentos destinados ao consumo humano séo, progressivamente, mais restritivos.

Tabelal Limite maximo tolerdvel de desoxinivalenol para alimentagdo infantil, trigo em
graos e seus derivados

Ano 2011 2012 2014 2016

Micotoxina Produto LMT LMT LMT LMT
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)

Desoxinivalenol  Alimentacao infantil 200 200 200 200
Trigo em graos - - 3000 3000

Trigo integral e farelos - 2000 1500 1000

Produtos derivados do trigo - 1750 1250 750

Notas: LMT = Limite Maximo Toleravel; ppp = particula por bilhdo.
Fonte: ANVISA (2011).
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5 MATERIAL E METODOS

51 Amostragem

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Controle de Qualidade (LACON),
Laboratério de Armazenagem e Protétipos de InstalagBes de Secagem (LAPIS), Laboratério
de Biotecnologia Agricola e Laboratério de Saneamento Ambiental (LASAM) da
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), localizados no campus de
Cascavel.

Foram utilizadas amostras de gréos de trigo (Triticum aestivum L) do cultivar BRS
Tangara, produzido na regido Oeste do Parana, provenientes da safra de 2013. As amostras
foram obtidas no momento da chegada dos grdos a unidade armazenadora. Logo apés a
recepgdo, as amostras foram secadas em secador, até atingirem um teor de agua abaixo de
13% b.u.

As amostras foram transportadas para os Laboratérios da UNIOESTE e foram
retiradas as impurezas e as matérias estranhas por um processo de peneiramento da massa

de graos.

5.2 Armazenamento

Os graos foram acondicionados em recipientes de vidros com capacidade para
0,530 mL. Em cada frasco foram colocados 400 g de grédos de trigo, totalizando
72 amostras.

Os recipientes foram fechados com tecido tipo voil, a fim de facilitar as trocas
gasosas; 36 amostras foram submetidas a infestacdo de 20 insetos adultos de Sitophilus
zeamais (Gorgulhos dos cereais) e 36 ndo foram submetidas a nenhum tipo de infestacéo
(testemunha). As amostras (com e sem insetos) foram armazenadas por um periodo de
135 dias, sendo ambas retiradas a cada 45 dias em camera incubadora B.O.D. a
temperaturas de 20, 25 e 30 °C, simulando trés condi¢cbes de armazenamento para 0S
gréos, cada tratamento foi constituido de 3 repeticdes.

Foram realizadas andlises fisico-quimicas e toxicolégicas no inicio do
armazenamento e, periodicamente, aos 45, 90 e 135 dias, em 3 amostras de cada

tratamento, escolhidas aleatoriamente .
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5.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido através de um fatorial 2 x 3 x 4 dos tratamentos
compostos pela combinacéo de duas condigfes: infestacdes inicial (I) e ndo infestados (NI);
trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C; quatro tempos de armazenamento: 0, 45, 90 e 135 dias,
instalados num delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticbes em cada

tratamento.

5.4  Analises fisico-quimicas

Foram realizadas analises referentes ao teor de agua, peso hectolitro, variagdo
populacional de insetos, teor de proteinas e cinzas. As analises foram realizadas em trés

repeticdes e o resultado final foi obtido pela média.

5.4.1 Peso hectolitro (PH)

O PH foi determinado em balanca Dalle Molle e expresso em kg 100L™, realizado de
acordo com a metodologia do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento descrita

em Regras para andlise de sementes (BRASIL, 1992).

5.4.2 Determinacdo do teor de dgua

A determinacao do teor de agua das amostras foi realizada de acordo com as Regras
para andlise de sementes (BRASIL, 2009). Foram pesados 10 g de amostra de cada
tratamento e levados para estufa de secagem em temperatura de 105 + 3 °C por 24 h. ApGs
este periodo, as amostras foram retiradas, deixando-as resfriarem no dessecador até
temperatura ambiente, e posteriormente pesadas. A determinacdo do teor de agua das

amostras se da pela diferenca de massas antes e ap0s secagem em estufa.

5.4.3 Determinacgdo de teor de proteina

O teor de proteinas das amostras foi obtido através do método de Kjeldahl, segundo

metodologia de Instituto Adolfo Lutz, que se baseia em trés etapas: digestéo, destilacdo e
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titulacdo (IAL, 2008). Foram pesados 0,2 g da amostra, colocada em tubo digestor de
proteina micro Kjeldahl com 0,5 g de mistura digestora e 3 mL de acido sulftrico. Foi
realizada a digestdo, com os tubos dispostos no bloco digestor a temperatura de 35 °C,
dentro de uma capela, até a solugcdo se tornar azul-esverdeada. ApGs o resfriamento, as
amostras seguiam para a etapa de destilacdo, onde os tubos foram colocados em um
destilador de nitrogénio, da marca Tecnal (modelo TE 0363) para que a amonia fosse
liberada da solucdo pela reacdo com hidréxido de sddio e recebida numa solugéo de &cido
bérico. Na ultima etapa, foi realizada a titulacdo com &cido cloridrico a 0,11 M até a
coloracao résea.

Apos determinar a percentagem de nitrogénio da amostra, o valor foi multiplicado
pelo fator de converséo 5,83.

5.4.4 Determinacdo do teor de cinzas

O teor de cinzas das amostras foi obtido pelo método de incineragdo em mufla a
550 °C, segundo metodologia de Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Foram pesados 5 g da
amostra em capsula de porcelana, colocados em mufla, em temperatura de 550 °C até a
eliminacdo completa do carvdo, as cinzas encontravam-se brancas ou ligeiramente

acinzentadas. A determinagdo do teor de cinzas ocorreu por diferengca de massas.

5.4.5 Avaliagdo populacional de insetos

A avaliacdo populacional de insetos foi determinada pelo ndmero de insetos
sobreviventes, mortos e totais de insetos, a partir do nimero inicial de infestacdo que foi de

20 insetos adultos de Sitophilus zeamais.

5.5  Analise microbiolégica

5.5.1 Contagem de fungos filamentosos

A contagem de fungos filamentosos UFC foi realizado segundo proposto por Silva,
Junqueira e Silveira (2007). Foram pesados 10 g da amostra e adicionados 90 mL de agua
peptonada (0,1%). Em seguida, foram preparadas diluicdes decimais até 10 para posterior

inoculagéo de aliquotas de 0,2 mL de cada, sobre a superficie de placas de Petri contendo



19

Agar Dextrose Batata (BDA) acidificado com &cido tartarico a 10% para atingir pH 3,5 £ 0,1,
as quais foram incubadas por cinco dias a 25 °C, em camara BOD, da marca Tecnal
(TE 391). Procedeu-se a contagem de unidade formadora de col6nias (UFC), contabilizando
as colonias totais de fungos filamentosos e multiplicando-se pelo inverso da diluicdo
inoculada. Para os dados obtidos, foi calculada uma média geral para as diluicdes em cada
lote. Para a analise estatistica, contabilizaram-se somente as placas que continham entre 15
a 150 UFC.

5.5.2 Identificacdo dos fungos filamentosos

A identificagdo dos fungos filamentosos foi realizada pela técnica de microcultivo,
segundo Brasil (2004), em continuidade a determinacao e contagem de fungos filamentosos.

Em uma placa de Petri esterilizada, com fundo composto por papel filtro qualitativo,
foram colocadas duas laminas também estéreis. Colbnias tipicas das placas com BDA foram
repicadas e um cubo foi disposto sobre a lamina, cobrindo-se com laminula esterilizada. Foi
feita uma camara Umida ao fundo da placa de Petri, adicionando 1 a 2 mL de 4gua destilada
também estéril, a placa foi tampada e incubada por um periodo de trés a cincos dias a
25 °C. Apés o periodo de incubacéo, a laminula foi retirada, com auxilio de uma pinca, e
acrescentada uma gota do corante Lactofenol-algoddo, para posterior identificagdo em
microscopio Optico com objetiva de 40 X caracteristicas como: tipo, disposicdo das hifas

septadas ou cenocitica, hialina ou demacia e formacg&o de esporos.

5.5.3 Andlise de quantificacdo de desoxinivalenol (DON)

As analises de desoxinivalenol nos graos de trigo foram identificadas e quantificadas
pelo laboratorio A3Q, localizado na cidade de Cascavel — PR. O método empregado foi

imunocromatogréafico. Os valores foram expressos em mg kg™ (ppm), e transformados em

Hg kg ™ (ppb).

5.6 Andlises estatisticas

Os resultados da qualidade fisico-quimicas dos gréos de trigo com e sem infestacgéo,
em relacdo ao peso hectolitro (PH) de teor de &gua, proteinas, cinzas e avaliacdo
populacional de insetos foram avaliados quanto & normalidade e submetidos ao teste de

aderéncia Kolmogorov-Smirnov & Lillefors test for normaly, quando os dados ndo atenderam
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ao pressuposto de normalidade (p-valor> 0,05), foram transformados em +/x. A partir disso,
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), para comparacao das médias utilizando o teste
de Tukey a 5% de significAncia. Foram consideradas significativas as diferencas cujo
p <0,05.

Os dados microbioldgicos de fungos filamentosos (Penicillium spp, Aspergillus spp,
Rhizopus spp, Fusarium spp e Mucor spp) encontrados nas amostras de trigo com e sem
infestacao, com identificacdo até género.

Os resultados foram submetidos a normalidade, pelo teste de Shapiro Wilk normaly e
foram transformados em log (x) para posterior analise, utilizando estatistica

nao-paramétrica, para amostras independentes pelo Teste de Mann Whitney.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Peso hectolitro

A interacdo entre temperatura e infestacdo, temperatura e tempo e infestacdo e
tempo foram significativos a 5% de significancia.

As médias de peso hectolitro dos graos com e sem infestacao inicial, em diferentes
tempos de armazenamento e temperaturas apresentaram coeficiente de variacéo de 2,28%,
indicando baixa disperséo dos dados.

Os valores médios do peso hectolitro determinados em graos de trigo armazenado
em quatro tempos (0, 45, 90, 135 dias), nas condi¢cbes com e sem infestacdo e em trés

diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C) estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Peso hectolitro (kg 100 L™) em gréos de trigo armazenados, com infestacéo (I) e
sem infestacdo (NI) de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos:
0, 45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

~ Temperatura
Tempo de Infestacéo - - -
Armazenamento (dias) inicial 20 C 25 C 30 C
0 I 77,80 aA 77,59 aA 77,56 aA
NI 77,71 aA 77,72 aA 77,66 aA
45 I 72,46 aA 70,38 aA 77,30 bA
NI 76,01 aB 74,36 aB 77,34 aA
90 I 72,01 aA 70,03 aA 76,92 bA
NI 75,72 aB 75,08 aB 76,91 aA
135 I 69,87 bA 65,22 aA 77,12 cA
NI 74,52 aB 74,54 aB 76,72 aA

Notas: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Quando avaliadas as temperaturas, em cada tempo de armazenamento, verificou-se
gue o peso hectolitro na temperatura de 30 °C difere das demais temperaturas nos gréos
infestados, exceto no tempo 0, no entanto, para grdos nao infestados ndo ocorrem
diferencas significativas entre as temperaturas. Para a temperatura de 30 °C, as médias
foram semelhantes para o grau de infestacdo, no entanto, apresentaram maior peso
hectolitro para todos os tempos avaliados com excec¢ao do tempo 0. A menor média ocorreu
no tempo de 135 dias a 25 °C, com infestacdo, indicando que a infestacédo dos graos altera o

seu valor.
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Observou-se, de modo geral, que o PH apresentou melhor qualidade na temperatura
de 30 °C, o que ocorreu devido ao menor nimero de insetos que se desenvolveram nessa
temperatura. As menores médias de peso hectolitro foram verificadas na temperatura de
25 °C, principalmente no tratamento com infestacdo, comprovando que a presenca do inseto
danifica a qualidade do gréo.

O peso hectolitro € um indicador de qualidade que se correlaciona com taxa de
extracdo de farinha, sendo que valores mais elevados apresentam maior qualidade dos
gréos. Ao longo do armazenamento ocorre redugdo de PH, em virtude do consumo de
componentes organicos dos graos (FLEURAT-LESSARD, 2002). O mesmo foi constatado
em relacdo ao periodo de armazenamento, sendo verificada uma reducédo do peso hectolitro
em todos os tratamentos estudados, nas temperaturas de 20 e 25 °C, para os tempos de 45,
90 e 135 dias, tanto para graos infestados como néo infestados. Para a temperatura de
30°C, o peso hectolitro foi maior tanto para grdos infestados quanto para grdos sem
infestacéo.

Quando avaliados os tempos de armazenamento com e sem infestagdo em todas as
temperaturas verificou-se que o tempo de 45 dias diferiu dos demais tratamentos.

Os resultados do presente trabalho estdo em acordo com os relatados por Deliberali
et al. (2010), que verificaram valores de peso hectolitro refletidos em perdas qualitativas
totais, resultantes dos processos de deterioracdo dos gréos, em razdo do seu metabolismo

intrinseco a atividade microbiana e a de pragas associadas.

6.2 Teor de agua

A interacdo entre temperatura e tempo e infestacdo e tempo foram significativas a
5% de significancia.

Os dados médios de teor de agua nos gréos, com e sem infestacdo e em diferentes
temperaturas, resultaram em um coeficiente de variacdo de 1,67%, indicando baixa
dispersdo dos dados, o que era esperado, pois 0s grados estavam em condi¢cdes ambientes
estaveis ao longo do armazenamento.

Ocorreu diferenca significativa entre o grau de infestagcdo nas temperaturas de 20 e
25 °C para os tempos de armazenamento de 45 e 90 dias; para 135 dias o teor de 4gua
para os grdos com e sem infestacéo diferem entre si em cada temperatura.

Quando avaliadas as temperaturas em cada tempo de armazenamento, verificou-se
que o teor de 4gua na temperatura de 20 °C difere das demais temperaturas nos graos

infestados e ndo infestados. As médias do teor de agua foram menores nos tempos de 90 e
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135 dias nas temperaturas de 25 e 30 °C tanto para grdos com e sem infestacdo. Essa
variacdo ocorre devido ao metabolismo dos insetos, ou seja, sua respiracao.

O tempo inicial de armazenamento apresentou maior média para graos com e sem
infestacdo em todas as temperaturas. Para os tempos de 45 e 90 dias, observaram-se
diferengas significativas para as temperaturas de 20 e 25 °C. No entanto, na temperatura de
30 °C ocorreram diferencas estatisticas para os tempos de 90 e 135 dias.

Tabela3 Teor de agua para grdos de trigo armazenados, com infestacdo (I) e sem
infestacdo (NI) de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos: 0,
45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

~ Temperatura
Tempo de Infestacéo - - -
Armazenamento (dias) inicial 20 C 25 C 30 C
0 I 12,86 aA 12,85 aA 12,83 aA
NI 12,88 aA 12,86 aA 12,86 aA
45 I 12,56 cB 11,52 bB 10,89 aA
NI 12,10 cA 11,19 bA 10,73 aA
90 I 11,86 cB 10,36 bB 9,53 aB
NI 11,56 cA 9,79 bA 9,25 aA
135 I 11,26 cA 9,86 bA 9,03 aA
NI 11,36 cA 9,62 bA 9,29 aB

Notas: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Em geral, o teor de agua reduziu quando houve aumento na temperatura e periodo
de armazenamento. Os valores obtidos nas amostras estdo de acordo com os valores
determinados pela legislacéo brasileira, que estabelece em 13% o valor de umidade maxima
para graos de trigo (BRASIL, 2001). Para Faroni et al. (2002), valores de umidade inferiores
a 13% sao recomendados para garantir a conservagao e a armazenagem dos graos.

Na avaliacdo do aumento do teor de dgua em graos infestados, verificou-se que 0s
resultados estdo de acordo com o obtido por Pinto et al. (2002), que analisaram a influéncia
da densidade populacional de Sitophilus zeamais sobre a qualidade do trigo destinado a
panificacdo, e verificaram um aumento do teor de agua da massa de graos de trigo, devido
ao metabolismo dos insetos, ou seja, devido a sua respiracao. Nos frascos infestados em
relacdo a ndo infestados o aumento resultou em maior perda de qualidade do produto e
aumento na deterioracao.

Freitas et al. (2011) encontraram resultados semelhantes, pois houve um aumento
no teor de 4gua em feijdo armazenado em silos-bolsa, atribuidos & atividade respiratéria dos
graos, insetos e microrganismos a eles associados.

Antunes (2011) concluiu que a umidade dos graos infestados néo diferiu
estatisticamente ao longo do tempo de armazenamento, contradizendo o0s resultados

encontrados por Silva et al. (2003), que analisaram as perdas causadas por Sitophilus
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zeamais e Rhyzopertha dominica em trigo armazenado, e observaram que o teor de agua
nos grdos aumentou, na medida em que aumentava a populacdo de ambos os insetos

presentes no armazenamento.

6.3  Teor de proteina

A interacdo entre temperatura e tempo e infestacdo e tempo de armazenamento foi
significativa a 5% de significancia.

As médias do teor de proteina dos grdos com e sem infestacao inicial, em diferentes
tempos de armazenamento e temperaturas apresentaram coeficientes de variacdo de

0,43%, indicando baixa dispersédo dos dados.

Tabela4 Teor de proteinas em gréos de trigo armazenados, com infestacéo (I) e sem
infestacdo (NI) de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos: O,
45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

~ Temperatura
Tempo de Infestacéo - - -
Armazenamento (dias) inicial 20 C 25 C 30 C
0 I 13,90 aA 13,92 aA 13,89 aA
NI 13,89 aA 13,91 aA 13,90 aA
45 | 14,01 aA 14,09 aB 13,97 aA
NI 13,98 aA 13,98 aA 14,00 aA
90 I 14,18 aA 14,38 bB 14,27 abA
NI 14,11 aA 14,20 aA 14,21 aA
135 I 14,98 aB 15,07 aB 14,97 aB
NI 14,88 aA 14,85 aA 14,82 aA

Nota: Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

O tempo inicial de armazenamento para teor de proteinas ndo apresentou diferenca
significativa entre as temperaturas e tempos de armazenamento. O tempo de 45 dias, para
graos nao infestados, apresentou diferenca significativa entre 20 °C e 25 °C.

Em relacdo aos tempos de armazenamento de 45 e 90 dias, verificou-se que
apresentaram diferencas entre graos com e sem infestacéo nas temperaturas de 20 e 25 °C.
J& para o tempo de 135 dias, observaram-se diferencas significativas entre todas as
temperaturas, apresentando a maior media.

Os dados de proteinas indicam que, nos tratamentos com infestacdo, em geral,
ocorrem maiores valores de proteinas que aumentam com o tempo de armazenamento.
Esse aumento de teor de proteina com insetos pode ter ocorrido pelo fato de que na

determinacdo da proteina dos grdos ocorreu também a determinacdo de proteinas dos
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insetos e isto, aumentou o valor ao longo do armazenamento, pois conforme aumentava o
periodo de armazenamento proporcionalmente aumentava a populacao total de insetos.

Em estudos realizados por Pinto et al. (2002), foi observado que, quanto maior o
namero de insetos de Sitophilus zeamais e o periodo de armazenagem, maior foi o teor de
proteinas total e que na auséncia do inseto ndo ocorreu variagdo no conteudo proteico,
devido a presenca de protedlise e também pela alimentacdo dos insetos, que reduz o
conteudo de carboidratos, ocasionando aumento percentual do contetdo proteico.

Freo (2010) também encontrou resultados semelhantes, nos quais quanto maior a
densidade de Rhyzopertha dominica nos gréos de trigo, durante o0 armazenamento, maior foi
0 acréscimo no teor de proteinas, contradizendo os resultados encontrados por Ferrari Filho
(2011), que constatou, aos seis meses de estocagem, uma reducdo nos teores de proteina
bruta e extrato etéreo dos gréos, devido a presenca de insetos da espécie Sitophilus

zeamais que atacaram diretamente o embrido do grao e consumiram esses nutrientes.

6.4 Teor de cinzas

A interacdo entre temperatura e tempo e infestacdo e tempo de armazenamento foi
significativa a 5% de significancia.

As médias de teor de cinzas dos graos com e sem infestacdo inicial, em diferentes
tempos de armazenamento e temperaturas apresentaram coeficiente de variagdo de 3,17%,

indicando baixa disperséo dos dados.

Tabela5 Teor de cinzas em grdos de trigo armazenados, com infestagdo (I) e sem
infestacdo (NI) de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos: O,
45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

Temperatura 'C

Tempo de Infestacéo
Armazenamento (dias) inicial 20 25 30
0 ' 1,36 aA 1,37 aA 1,36 aA
NI 1,36 aA 1,36 aA 1,37 aA
45 I 1,38 aA 1,43 aA 1,42 aA
NI 1,36 aA 1,44 aA 1,45 aA
90 ' 1,51 aA 1,63 bA 1,47 aA
NI 1,53 abA 1,59 bA 1,45 aA
135 ' 1,65 bB 1,73 cB 1,55 aA
NI 1,56 abA 1,59 bA 1,49 aA

Nota: Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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O tempo inicial de armazenamento para teor de proteinas ndo apresentou diferenca
significativa entre as temperaturas e tempos de armazenamento

Para o teor de cinzas, verificou-se que, quando analisados cada tempo de
armazenamento em relagdo a temperatura, no tempo de armazenamento de 90 dias, os
valores de teor de cinza dos grdos com e sem infestacdo das temperaturas de 20 e 30 °C
apresentam maiores médias, que diferem da temperatura de 25 °C. No tempo de 135 dias,
as temperaturas diferem entre si nos graos infestados, no entanto, para os grédos sem
infestagdo, verificou-se que as maiores médias ocorrem na temperatura de 25 °C, diferindo
das demais temperaturas.

Em geral, verifica-se que o teor de cinzas aumentou ao longo do tempo de
armazenamento, as amostras apresentaram teores de cinza entre 1,38% e 1,76%. Vieira,
Bardiale-Furlong e Oliveira (1999) relataram que a associacdo de elevados teores de
umidade e cinzas poderiam resultar em um ambiente propicio a sintese de micotoxinas em
graos e produtos derivados.

Estudos realizados por Freo (2010), na aplicagédo de terra diatomacea e infestagéo
com Rhyzopertha dominica nas propriedades fisico-quimicas e tecnolégicas de grédos de
trigo armazenados no sistema convencional, o teor de cinzas nao foi significativo para a
infestagcdo com Rhyzopertha dominica e interagdo tempo x insetos, porém observou que
com o passar do tempo ocorreu reducdo no teor de cinzas em todos os tratamentos
estudados e os menores valores foram verificados com o nivel de interagdo de 48 insetos.
As variagdes no conteudo mineral estdo relacionadas com a distribuicdo dos componentes

dos gréos e da forma de alimentac&o dos insetos.

6.5 Avaliagdo populacional de insetos

A interag&o entre temperatura e tempo de armazenamento foi significativa a 5% de
significancia.

As médias do teor de proteina dos graos com e sem infestacao inicial, em diferentes
tempos de armazenamento e temperaturas apresentaram coeficiente de variagcdo de
15,26%, o que pode ser justificado tendo-se em vista que em cada tempo e repeticdo os
insetos agiam de forma diferente no seu desenvolvimento.

Os valores médios obtidos para avaliagdo populacional de insetos em gréos de trigo
armazenados, com e sem infestagdo inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em trés
tempos: 45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 ‘C de armazenamento estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 Avaliacdo populacional de insetos em gréos de trigo armazenados, com e sem
infestacao inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos: 0,
45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

Temperatura
Tempo 20°C 25°C 30°C
Armazenamento Insetos vivos
0 20,00 aA 20,00 aA 20,00 aA
45 56,33 abA 71,67 bA 38,67 abA
90 92,00 bA 123,67 cA 53,67 abB
135 425,33 cB 735,00 dA 84,33 bC
Insetos mortos
0 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
45 10,67 bA 16,00 bA 6,33 aB
90 26,33 cB 49,67 cA 18,67 bB
135 60,33 dB 109,67 dA 28,00 cC
Total de insetos
0 20,00 aA 20,00 aA 20,00 aA
45 67,00 abA 87,67 bA 45,00 aA
90 118,33 bB 173,33 cA 72,33 abB
135 485,67 cB 845,00 dA 100,33 bC

Nota: Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Ao avaliar os insetos vivos no tempo de armazenamento de 90 dias, verificou-se que
ocorreu diferenca significativa da temperatura de 30 °C em relacdo as demais, visto que as
temperaturas de 20 e 25 °C apresentam a maior média. No tempo de armazenamento de
135 dias, verificou-se que as temperaturas diferem entre si. Com relagédo a anélise em cada
temperatura, observou-se que em 20 ‘C, o tempo de 135 dias difere dos tempos de 0, 45 e
90 dias. J& na temperatura de 25 °C, ocorreu diferenca significativa em todos os tempos
estudados e na temperatura de 30 “C, o tempo inicial difere do tempo de 135 dias.

Em geral, verificou-se um incremento do nuimero de insetos na populagdo de S.
zeamais, com o tempo de armazenamento nas temperaturas de 20, 25 ‘C e 30 °C. Ao avaliar
as temperaturas em cada tempo de armazenamento, observou-se que na temperatura de
20 °C, ocorreram as maiores contagens de insetos vivos, principalmente nos tempos de 90 e
135 dias.

Para a sobrevivéncia (insetos vivos) de insetos, as temperaturas de 20 e 25 °C
apresentaram melhor resultado, em todos os tempos de armazenamento.

Avaliando o numero de insetos mortos, observou-se que existe uma relacao direta
entre numero de insetos e tempo de armazenamento, pois, verificou-se que quanto maior o
tempo de armazenamento, maior a mortalidade dos insetos. Em relacdo aos tempos de

armazenamento, verificou-se que nas temperaturas de 20 e 25 ‘C ocorreram diferencas
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significativas entre os tempos de 0, 45, 90 e 135 dias. J& na temperatura de 30 °C, o tempo
de 135 dias diferiu dos demais tempos. A temperatura de 25 °C apresentou maiores médias
de mortalidade, quando comparada as de 20 e 30 °C. Nota-se ainda que, no tempo de
armazenamento de 90 dias, a temperatura de 25 °C diferiu das temperaturas de 20 e 30 °C e
no tempo de 135 dias as temperaturas estudadas diferem entre si.

Na avaliagdo populacional total de insetos, pode-se inferir que ocorreu um
incremento populacional em relagcdo ao tempo de armazenamento nas temperaturas de 20,
25, e 30 °C, em relac&o ao tempo inicial de infestac&o.

Antunes et al. (2011) observaram também que conforme aumentava o tempo de
armazenamento aumentavam os valores de sobrevivéncia e mortalidade dos insetos,
apresentando diferencas estatisticas para os tempos de armazenamento (30, 60 e
120 dias). Alencar et al. (2011) também observaram que o aumento do periodo de
armazenamento aumentou o nimero de insetos vivos Sitophilus zeamais na massa de
graos de milho.

De acordo com Silva et al. (2003), sdo necesséarios 180 adultos de Sitophilus
zeamais kg™t em trigo armazenado para causar 1,5% de grdos danificados, umedecer os
grdos em 0,13% e reduzir o peso hectolitro em 0,4 kg 100L™ e causar uma perda de matéria
seca em 0,7%.

Massaro Junior et al. (2011) observaram que conforme aumentava o tempo de
armazenamento, aumentavam os valores de sobrevivéncia, emergéncia e mortalidade dos
insetos, apresentando diferencgas significativas para os tempos de armazenamento estudado
(30, 60 e 120 dias). Alencar et al. (2011) observaram que com o0 aumento do
armazenamento houve um aumento no nuimero de insetos vivos Sitophilus zeamais na
massa de grdo de milho.

Silva et al. (2006), ao estudarem um modelo analitico de crescimento populacional
de insetos Sitophilus zeamais em trigo armazenado, com diferentes infestacbes e
temperaturas, observaram que o crescimento populacional aumenta conforme a quantidade
inicial de insetos que infestam cada parcela, tendo como temperatura ideal 28 °C, com
drasticas diminui¢cbes abaixo e acima desta, diferenciando do experimento em estudo, em
que a temperatura mais adequada para o desenvolvimento foi de 25 °C.

A presenca de insetos pode acarretar rejeicdo ou desvalorizagdo do produto no
mercado, tanto para os gréos importados quanto para o nacional, estando diretamente
relacionada com o namero de insetos presentes na massa de grédos e na medida em que
aumenta o numero de insetos maior € a depreciagdo da matéria-prima durante o
armazenamento, justificando reducéo da massa de gréos e do peso hectolitro do gréo, o que
influenciara no rendimento de farinha durante a moagem (SANTOS et al., 2002; ALENCAR
et.al., 2011).
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6.6  Avaliacdo de fungos filamentosos em amostra de trigo

Nas amostras de trigo com e sem infestac&o inicial de insetos adultos de Sitophilus
zeamais em quatro tempos de armazenamento: 0, 45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20,
25 e 30 °C, foram identificados 5 géneros de fungos filamentosos, Aspergillus spp,
Penicillium spp, Rhizopus spp, Fusarium spp e Mucor spp, conforme Figura 3.



30

G ' H

Figura 3 Identificacdo de fungos filamentosos em gréos de trigo com e sem infestacéo de
insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos: 0, 45, 90, 135 dias de
armazenamento em trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C. A- Aspergillus spp. B-
Conidios de Aspergillus spp. C- Penicillium spp. D- Conidios de Penicillium spp.
E- Rhizopus spp. F- Conidios de Rhizopus spp. G- Fusarium spp. H- Mucor spp.

Figura 3 H: Fonte : Georg (2008).
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Tabela7 Valores de contagem de unidade formadora de colonia (UFC.g-1 x 103) de
fungos filamentosos em grdos de trigo armazenados, com e sem infestacéo
inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos: 0, 45, 90 e
135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

Temperatura
Tempo Infestac&o inicial 20°C 25°C 30°C
Rhizopus spp
0 I 0,70 0,23 0,43
NI 0,55 0,44 0,55
45 I 0,97 0,43 1,30
NI 0,60 0,40 0,57
90 I 0,73 0,40 0,17
NI 0,37 ND 0,13
135 I 0,53 0,20 0,03
NI 0,17 0,07 0,03
Fusarium spp
0 I 0,10 0,16 0,13
NI 0,15 0,14 0,18
45 I 0,03 ND 0,04
NI 0,10 ND ND
90 I 0,04 0,03 0,23
NI ND 0,03 ND
135 I ND ND ND
NI ND ND ND
Penicillium spp
0 I ND 0,55 0,05
NI ND 0,33 0,03
45 I 0,33 0,40 1,16
NI ND ND ND
90 I 0,40 0,10 0,13
NI 0,37 ND 0,10
135 I 0.83 0,73 3,03
NI 0,77 0,23 0,36
Aspergillus spp
0 I 0,06 0.20 0,55
NI ND 0,10 0,34
45 I 2,67 0,80 0,27
NI 0,30 ND 0,17
90 I 0,10 0,07 1,56
NI 0,17 ND ND
135 I 0,27 2,43 0,13
NI 0,07 1,03 ND
Mucor spp
0 I 0,02 ND ND
NI ND 0,03 ND
45 I ND 0,20 0,03
NI ND ND ND
90 I 0,10 ND 0,50
NI ND 0,20 ND
135 I 0,40 1,06 0,20

NI 0,1 0,2 ND
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Verificou-se a maior prevaléncia de UFC (10°) de Rhizopus spp, Fusarium spp,
Penicillium spp, Aspergillus spp e Mucor spp na condicdo de graos infestados. Para o
género Rhizopus spp a prevaléncia foi maior nas temperaturas de 20 e 25 °C, para 0s
tempos de 45, 90 e 135 dias. Na temperatura de 30 °C apenas o tempo de 45 dias de
armazenamento apresentou maior contagem.

O Fusarium spp apresentou maior prevaléncia no tempo inicial de armazenamento
para todas as temperaturas, devido a sua colonizacdo ser no campo. Para Penicillium spp
observou-se que a prevaléncia de UFC ocorreu para todos os tempos e temperaturas. No
entanto, na temperatura de 30 °C ocorreu maior contagem de UFC. A contagem de UFC de
Aspergillus spp néao foi padréo, apresentando contagem variada em todos os tempos de
armazenamento e temperaturas. O Mucor spp apresentou maior prevaléncia no tempo de
armazenamento de 135 dias. Os fungos do género Mucor e Rhizopus ocorrem normalmente
em solo, frutas, vegetais, grdos armazenados e sdo contaminantes comuns de locais onde
se processam produtos armazenados, o que também explica a presenca destes organismos
nas amostras (BANWART, 1981; SINHA; SINHA, 1991).

Observando-se os dados, pode-se inferir que a temperatura de 25 °C pode ser
utiizada para armazenar graos, devido a maior prevaléncia de fungos tanto de
armazenamento como de campo.

Em geral, observou-se que os géneros Penicillium spp, Arpergillus spp e Rhizopus
spp foram os mais prevalentes para grdos de trigo armazenados com infestacdo de
Sitophilus zeamais o0 que esta de acordo com Reverberi et al. (2010), que consideram
fungos de armazenamento, Aspergillus spp e Penicilium spp. Além de deteriorarem
causando danos no germe, descoloracéo e alteracdes nutricionais, perda de matéria seca
sdo também produtores de micotoxinas altamente toxicas para os seres humanos e animais.

Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor s&o
encontrados em grande ndmero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores,
equipamentos e lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos
agricolas. Causam danos ao produto somente se as condicdes de armazenagem forem
impréprias a manutencdo da qualidade do produto. Os fungos do género Aspergillus (A.
halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A. candidus, A. alutaceus, A. ochraceus e A. flavus) e
os do género Penicillium (P. viridicatum, P. verrucosum) sdo os indicadores de deterioracédo
em sementes e grdos causando danos no germe, descoloracéo, alteragbes nutricionais,
perda da matéria seca e os primeiros estagios da deterioragdo microbiolégica (MILLER,
1995; SINHA; SINHA, 1991).

Basilico et al. (2010) avaliaram a contaminacdo fungica de amostras de trigo
cultivadas na Argentina e encontraram 19 géneros de fungos, alguns dos quais produtores

de micotoxinas.
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Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com Samsom (1991), que
evidencia que fungos pertencentes aos géneros Aspergillus sp Rhizopus sp e Penicillium sp
sdo organismos bem conhecidos na deterioracdo de alimentos, produtos armazenados e
producdo de micotoxinas. Portanto, estes fungos tém um efeito bastante significativo na
qualidade dos alimentos devido a sua presenga como contaminante e 0s riscos da producgéo

de micotoxinas.

6.7 Quantificacdo de desoxinivalenol

Os resultados médios de contagem de UFC de Fusarium spp e quantificacdo de
Desoxinivalenol (DON) obtidos em grdos com e sem infestagdo nos tempos de
armazenamento inicial e de 135 dias, nas temperaturas de 20 25 e 30 °C, estdo
apresentados na Tabela 8. Estes dados estdo dentro do limite maximo toleravel de
3000 pg kg * DON em gréos de trigo, conforme estabelece a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2011).

Constatou-se neste estudo que 100% das amostras de trigo analisadas estavam
contaminadas com DON em todos os tratamentos, com niveis méaximos de 740 ug kg ™ no
tempo inicial, e niveis minimos < 200 ug kg * para 135 dias de armazenamento. O tempo
inicial apresentou niveis elevados de DON e de Fusarium spp, quando comparado com 0

tempo de 135 dias de armazenamento.

Tabela8 Contagem de unidade formadora de coldnia (UFC.g™* x 10°) para os tempos 0 e
135 dias de armazenamento com infestacdo e sem infestagéo, contaminado por
Fusarium spp, nas temperaturas: 20 25 e 30°C e quantificacdo de
Desoxinivalenol (DON), expresso em particula por bilhdo (ug kg-1 ppb)

I DON (ppb) NI DON (ppb)
Temperatura 0 dias
20°C 0,70 740 0,55 740
25°C 0,23 740 0,44 740
30°C 0,43 740 0,55 740
135 dias
20°C 0,02 760 ND <200
25°C ND 600 0,03 680
30°C ND 770 ND 460
Notas: ppb = particula por bilhao;
I = graos de trigo om infesta¢éo Sitophilus zeamais;
NI = graos de trigo sem infestacao de Sitophilus zeamais;

ND = nao detectado.
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Os valores da micotoxina encontrados neste trabalho foram menores do que os
relatados por Nievinski (2009), que encontrou em média de 1.025,900 ug kg ™.

Furlong et al. (1995) avaliaram 38 amostras de grdos de trigo provenientes de Sao
Paulo e de armazéns do Rio Grande do Sul e constataram que 23% estavam contaminadas
com toxinas produzidas por espécies de Fusarium, com predominio de DON, que ocorreu
em 55% das amostras analisadas, em niveis que variaram de 400 a 590 ug kg™. Pinto
(2008) relata que das 19 amostras de trigo analisadas, 68% estavam contaminadas com
DON na faixa de 300 a 700 ug kg™ e 11% na faixa de 7500 e 6700 g kg™.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

e O aumento do periodo de armazenamento dos grdos de trigo na presenca de S.
zeamais, diminuiu o peso hectolitro.

e A temperatura em que houve maior desenvolvimento de insetos foi a de 25 °C.

e Em geral, o teor de proteina aumentou com o tempo de armazenamento nos
tratamentos com e sem infestacdo de Sitophilus zeamais nos gréaos de trigo.

¢ A qualidade fisico-quimica dos graos € afetada diretamente pelos insetos-praga,
provocando um aumento no teor de agua dos gréos e reducéo do peso hectolitro,
ocasionado aumento na incidéncia de fungos filamentosos.

e Grédos de trigo com infestagdo apresentam maiores contagens totais de UFC de
fungos filamentosos.

e Conforme aumentou o tempo de armazenamento e temperatura, aumentou
também o teor de cinzas.

e Os gréaos infestados perderam qualidade durante o armazenamento.

e As amostras avaliadas de gréos de trigo infestados e néo infestados estdo dentro
do limite maximo toleravel de 3000 ug de DON kg -1 de trigo, conforme estabelece
a RDC n° 7/2011 ANVISA.

¢ A infestacdo de insetos ndo contribuiu para o aumento da concentragdo de DON

nas amostras.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo podem oferecer informacdes para futuras
pesquisas, que visem identificar a interacdo do inseto Sithopilus zeamais com os fungos
Rhizopus spp, Fusarium spp, Penicillium spp, Aspergillus spp, Mucor spp e micotoxinas
produzidas em grédos de trigo armazenados. Em particular, considerando-se a grande

quantidade desses fungos encontrada nos grados durante esta pesquisa.
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APENDICE A TABELAS DE ANALISE DE VARIANCIA

Peso hectolitro

45

Tabela de analise de variancia para PH (Peso Hectolitro) em grdos de trigo armazenados,
com e sem infestacdo inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos de
armazenamento: 0, 45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 'C

Peso Hectolitro (PH)

Fonte de variacdo G.L F P-valor
Temperatura 2 35,129 0,0000*
Infestacdo 1 38,451 0,0000*
Tempo 3 23,700 0,0000*
Temperatura X Infestagao 2 11,571 0,0001*
Temperatura X Tempo 6 4,769 0.0007*
Infestagcdo X Tempo 3 5,265 0,0032*
Temperatura X Infestagdo X Tempo 6 2,147 0,0649

Total Corrigido 71

Notas GL = Grau de Liberdade, F = Estatistica, Prob (F) = Probabilidade da estatistica F,

significativo a 5%

Teor de agua

Tabela de analise de variancia para Teor de agua em graos de trigo armazenados, com e
sem infestacdo inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos de

armazenamento: 0, 45, 90, 135 dias e temperaturas 20, 25 e 30 °C

Teor de 4gua

Fonte de variacéo G.L F Prob (F)
Temperatura 2 588,256 0,0000*
Infestacéo 1 20,213 0,0001*
Tempo 3 1180,162 0,0000*
Temperatura X Infestagdo 2 3,667 0,0330

Temperatura X Tempo 6 71,996 0,0000*
Infestagcado X Tempo 3 78,941 0,0001*
Temperatura X Infestagéo X Tempo 6 1,099 0,3770

Total Corrigido 71

Notas GL = Grau de Liberdade, F = Estatistica, Prob (F) = Probabilidade da estatistica F, *

significativo a 5%
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Teor de proteinas

Tabela de andlise de variancia para Teor de proteinas em graos de trigo armazenados, com
e sem infestacdo inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos de
armazenamento: 0, 45, 90, 135 dias e temperaturas: 20, 25 e 30 °C

Teor de proteina

G.L F Prob (F)
Temperatura 2 6,225 0,0039*
Infestacdo 1 27,620 0,0000*
Tempo 3 1039,059 0,0000*
Temperatura X Infestagéo 2 3,789 0,0297*
Temperatura X Tempo 6 1,934 0,0943
Infestagcdo X Tempo 3 5,965 0,0015*
Temperatura X Infestagdo X Tempo 6 0,493 0,8107
Total Corrigido 71

Notas GL = Grau de Liberdade, F = Estatistica, Prob (F) = Probabilidade da estatistica F, *
significativo a 5%.

Teor de cinzas

Tabela de analise de variancia para Teor de cinzas em graos de trigo armazenados, com e
sem infestacdo inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em quatro tempos de
armazenamento: 0, 45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C

Teor de Cinzas

G.L F Prob (F)

Temperatura 2 26,385 0,0000*
Infestacdo 1 15,563 0,0004*
Tempo 2 91,519 0,0000*
Temperatura X Infestagéo 2 1,850 0,1718
Temperatura X Tempo 4 8,576 0,0001*
Infestacdo X Tempo 2 8,333 0,0011*
Temperatura X Infestagdo X Tempo 4 0,764 0,5523
Total 71

Notas GL = Grau de Liberdade, F = Estatistica, Prob (F) = Probabilidade da estatistica F, *
significativo a 5%.



Variagdo populacional de insetos

Tabela de analise de variancia para Variacdo populacional de insetos em gréaos de trigo
armazenados, com e sem infestacdo inicial de insetos adultos de Sitophilus zeamais em
quatro tempos de armazenamento: 0, 45, 90, 135 dias e trés temperaturas: 20, 25 e 30 'C

Variacdo populacional de insetos

G.L F Prob (F)
Temperatura 2 206,720 0,0000*
Tempo 3 578,917 0,0000*
Temperatura X Tempo 6 139,405 0,0000*
Total 35

Notas GL = Grau de Liberdade, F = Estatistica, Prob (F) = Probabilidade da estatistica F, *

significativo a 5%.



