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RESUMO

O trigo se destaca por ser uma das culturas de cereais com maior produtividade mundial,
podendo ser afetada por condigdes climaticas que podem alterar a condigdo fitossanitaria dos
graos, deixando-os suscetiveis a contaminagdo por fungos toxigénicos capazes de sintetizar
micotoxinas, como os tricotecenos. O objetivo do trabalho foi avaliar a reducao dos niveis dos
tricotecenos DON, ADONS e NIV através da aplicagdo de processos fisicos de ondas
ultrassonicas (US) e luz ultravioleta (UV-A ou UV-C) em graos de trigo, durante a etapa de
condicionamento umido vinculado ao processo de beneficiamento, e verificar possiveis
alteracdes tecnoldgicas nas farinhas derivadas destas amostras. Para a avaliagdo dos
tratamentos fisicos foi utilizado planejamento experimental fatorial fracionado 2*"'. Para a
extracdo de micotoxinas, utilizou-se 0 método de QUEChERS otimizado com identificacdo e
quantificagdo realizada através de CLAE-UV. O estudo foi realizado com graos de trigo
provenientes da regido norte do RS, onde foi detectada a presenga de DON, ADONS e NIV
(3890, 1947,1 e 2321,6 ng kg'l) e apods a aplicacdo do tratamento com US obteve-se redugdo
média de 26, 23,2 e 17,8%, respectivamente, sendo que as melhores condigdes foram 16 h de
condicionamento, 3,5 h de exposicao, frequéncia de 25 kHz e diametro do béquer de 3 cm.
Para o tratamento com UV-A, as redugdes de DON, ADONS ¢ NIV foram de 36,8, 29,9 ¢
32,8%, respectivamente, ao utilizar 16 h de condicionamento, 8 h de exposi¢ao, distancia de 8
cm entre a lampada e superficie dos graos e espessura da camada dos graos na placa de 1,2
cm. Para o tratamento com UV-C, a média de redugoes de DON, ADONS ¢ NIV ficou em
torno de 40,5, 37,8 ¢ 20,5%, respectivamente, mostrando melhores resultados ao utilizar 16 h
de condicionamento, 2 h de exposicao, distancia de 8 cm entre a lampada e superficie dos
graos e espessura da camada dos graos na placa de 1,2 cm. Com as condi¢des otimizadas de
cada tratamento, foi verificado que o uso combinado de US e UV-C proporcionou perfil
semelhante de redugdo. As caracteristicas fisico-quimicas dos graos ndo foram alteradas apds
os tratamentos, exceto o conteudo de umidade, em funcdo do ajuste realizado durante o
condicionamento dos graos. O perfil lipidico indicou a predominancia de 4cidos graxos mono-
insaturados oléico (78,6%) e palmitoléico (19,4%), sendo que ambos sofreram alteragdes
significativas apos tratamento com UV-C. Para as propriedades tecnoldgicas das farinhas
provenientes dos graos tratados com US e UV-C, ocorreram diferencas significativas em
relagdo ao controle nos parametros de nimero de queda, grau de extracdo, absor¢do de agua,
tempo de desenvolvimento da massa, estabilidade, indice de tolerancia a mistura, tenacidade e
extensibilidade, forca do gluten, e colorimetria, indicando o fortalecimento das caracteristicas
reologicas das massas feitas com as farinhas provenientes dos trigos tratados com US e UV-
C. Desta forma, se torna imprescindivel a avaliacdo do efeito dos tratamentos fisicos na
redu¢do da contaminagdo por micotoxinas em graos e suas possiveis modificacdes nos
produtos de beneficiamento.

Palavras-chave: Micotoxinas. Processos fisicos. Reduc¢ao






MITIGATION OF TRICHOTECENES IN WHEAT GRAINS THROUGH
EMPLOYMENT OF ULTRASONIC WAVES AND UV LIGHT

Wheat stands out as one of the world's most productive cereal crops and can be affected by
climatic conditions that can alter the phytosanitary condition of the grains, leaving them
susceptible to contamination by toxigenic fungi capable of synthesizing mycotoxins, such as
trichothecenes. The objective of this work was to evaluate the reduction of the levels of
trichothecenes DON, ADONS and NIV through the application of ultrasonic waves (US) and
ultraviolet light (UV-A or UV-C) in wheat grains during the conditioning stage wetted to the
beneficiation process and to verify possible technological changes in the flours derived from
these samples. For the evaluation of the physical treatments we used a fractional factorial
experimental planning 2*! for both the application of US, UV-A and UV-C. For the
extraction of mycotoxins, the procedure described by the optimized QUEChERS method was
used with identification and quantification performed using HPLC-UV. The study was carried
out with wheat grains from the northern region of RS, where DON, ADONS and NIV were
detected at levels of 3890, 1947.1 and 2321.6 pg kg™'. After the treatment with US, a mean
reduction of DON, ADONS, and NIV of 26, 23.2 and 17.8% respectively was obtained, and
the best conditions were 16 h of conditioning, 3.5 h of exposure, frequency of 25 kHz and
diameter of the beaker of 3 cm. For the treatment with UV-A, the reductions of DON,
ADONS and NIV were 36.8, 29.9 and 32.8% respectively, indicating optimized conditions
when using 16 h of conditioning, 8 h of exposure, distance of 8§ cm between the lamp and
surface of the grains and thickness of the layer of the grains in the 1.2 cm plate. On the other
hand, for the treatment with UV-C, the average reductions of DON, ADONS and NIV were
around 40.5, 37.8 and 20.5%, respectively, showing better results when using 16 h of
conditioning , 2 h of exposure, distance of 8 cm between the lamp and surface of the grains
and thickness of the layer of grains in the 1.2 cm in plate. Under the optimized conditions of
each treatment, it was found that the combined use of US and UV-C also provided the same
reduction profile. The physico-chemical characteristics of the grains were not altered after the
treatments, except for the moisture content, as a function of the adjustment made during the
conditioning of the grains. The lipid profile indicated the predominance of mono-unsaturated
fatty acids oleic (78.6%) and palmitoleic (19.4%), both of which suffered significant
reductions after UV-C treatment. For the technological properties of the flours from the grains
treated with US and UV-C, significant differences were observed in relation to the Falling
number, extraction degree, water absorption, time of mass development, stability, tolerance
index to the blend, tenacity and extensibility, gluten strength, and colorimetry. Thus, it is
essential to evaluate the effect of physical treatments on the reduction of mycotoxins
contamination in grains and its possible modifications in the beneficiation products.

Keywords: Mycotoxins. Physical processes. Reduction
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma graminea origindria do Oriente Médio e
segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos — USDA (2017), a sua produ¢ao
¢ a segunda maior do mundo, superada apenas pela cultura do milho. No Brasil, o trigo ¢
caracterizado por ser uma cultura predominantemente de inverno, sendo mais cultivado na
regido sul por apresentar as melhores condi¢des climaticas para o desenvolvimento do cereal,
sendo o Estado do Rio Grande do Sul pioneiro na producdo de trigo em escala comercial e
industrial (FARTRIGO, 2016; ABITRIGO, 2017). Contudo, através de pesquisas para
melhoramento genético, as plantagdes de trigo também se difundiram por outras regides
brasileiras como o centro-oeste e sudeste (CONAB, 2015).

Ao término da safra 2014/2015, o trigo participou com aproximadamente 720
milhdes de toneladas referentes a producdo mundial de graos (USDA, 2015). A producao
brasileira em 2016 esta atingiu aproximadamente 7 milhdes de toneladas, com um consumo
em torno de 11 milhdes de toneladas, havendo necessidade de importar 5 milhdes de
toneladas e exportar 700 mil toneladas (CONAB, 2016).

Como pode ser observado, o trigo possui elevada importancia econdmica sendo a
farinha utilizada na producdo de diversos produtos como paes, bolos, biscoitos e massas.
Desta forma, a qualidade sanitaria dos grdos tem recebido especial atencdo devido a
ocorréncia de contaminagdo por fungos toxigénicos que podem produzir micotoxinas,
podendo ocorrer tanto no campo como no armazenamento, dependendo de fatores intrinsecos
(quando inerentes ao substrato) e extrinsecos (quando inerentes as condi¢gdes que envolvem o
substrato) (AMAYA; SABINO, 2002).

A espécie Fusarium graminearum pode causar uma doenga denominada Fusariose
nos graos de trigo, que podem ser toxicos para o homem e animais devido a presenca de
micotoxinas como nivalenol (NIV), zearalenona (ZEA), 3-acetil-desoxinivalenol (3-ADON),
15-acetil-desoxinivalenol (15-ADON) e especialmente pela freqiiente ocorréncia de
desoxinivalenol (DON) (DESJARDINS, 2006; CALORI-DOMINGUES et al., 2007;). De
acordo com Del Ponte, Garda-Buffon e Badiale-Furlong (2012), as condic¢des climaticas que
prevalecem em algumas das sub-regides de producado de trigo sdo propicias para a infecgao do
fungo principalmente quando coincidem com o periodo de antese (florescimento), onde a
susceptibilidade a infeccdo ¢ maior.

O impacto negativo das micotoxinas sobre a saide humana e animal ¢

significativo e a utilizacdo de métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos para a redugdo deste
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tipo de contaminagdo em trigo se torna imprescindivel (HUWIG et al., 2001), visto que seus
produtos derivados sdo consumidos diariamente pela populagdo mundial. Os métodos
quimicos utilizam agentes que podem degradar as micotoxinas estruturalmente, incluindo
agentes oxidantes como o peréxido de hidrogénio (ADEGOKE; BABALOLA ¢ AKANINI,
1991; FOUNTAIN et al., 2015), ozonio (MCKENZIE et al., 1997; YOUNG; ZHU e ZHOU,
2006) e bissulfito de s6dio (MOERCK et al., 1980; YOUNG et al.,, 1987) ou agentes
hidroliticos acidos (SIEGEL et al., 2010; HUMER et al., 2016), alcalis (TRENHOLM et al.,
1989; MENDEZ-ALBORES et al., 2013) e amonia (CHEFTEL, 1989; ALI; EJAZ; SHAH,
2000). Por outro lado, os métodos biolodgicos envolvem a a¢do de micro-organismos como
leveduras, algas e bactérias, agindo através da competicdo por nutrientes, espago e interagdes
(FAZELI et al., 2009). Em contrapartida, os métodos fisicos utilizados em cereais para a
redugdo dos niveis de micotoxinas envolvem principalmente procedimentos de limpeza e
classificagdo (TIBOLA; FERNANDES; GAURIENTI, 2016), moagem (TIBOLA et al.,
2015), tratamento térmico (YUMBE-GUEVARA; IMOTO; YOSHIZAWA, 2003; BRETZ et
al., 2006; VIDAL et al., 2015), tratamento com ultrassom (US) (LINDNER, 1996) e
irradiagao ultravioleta (UV-A ou UV-C) (GARG et al.,, 2013; CALADO; VENANCIO;
ABRUNHOSA, 2014).

No entanto, os dados acerca da utilizagdo dos processos fisicos relacionados a US
e (UV) para a reducgdo dos niveis de tricotecenos presentes na literatura sao escassos. Assim, a
investigacdo sobre estas aplicagdes poderd apresentar alternativas eficientes em relagdo aos

métodos quimicos e biologicos na reducdo desta classe de micotoxinas em trigo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a redu¢do dos niveis de tricotecenos (NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON)
através da aplicagdo de US e UV em graos de trigo durante a etapa de condicionamento

umido vinculado ao processo de beneficiamento.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito isolado ¢ combinado dos tratamentos fisicos na reducao dos
niveis de tricotecenos (NIV; DON; 3-ADON; 15-ADON) em graos de trigo;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos graos tratados e ndo tratados com
USeUV;

e Estudar as caracteristicas tecnoldgicas das farinhas provenientes dos graos

tratados com US e UV.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 TRIGO E DERIVADOS DA MOAGEM

O trigo pertence a familia Poaceae, subfamilia Poideae, tribo Triticeae e género
Triticum. Trés espécies sdo principalmente cultivadas e utilizadas na alimentagdo: Triticum
aestivum (trigo-comum ou trigo de pao), Triticum durum e Triticum compactum, sendo que a
propor¢ao das varias substancias que compdem o grao (amido, minerais, vitaminas e
proteinas) oscila conforme a variedade. Esta classificacdo depende de dois diferentes fatores:
textura do endosperma (duro ou mole), que influencia nas caracteristicas da moagem para a
extracdo da farinha, e a concentragdo de proteinas, que determina o uso da farinha obtida
(GUTKOSKI et al., 2008; KOBLITZ, 2011; ABITRIGO, 2017).

O grao de trigo ¢ constituido basicamente por pericarpo, endosperma e gérmen. O
pericarpo consiste na parte mais externa, recobrindo todo o grdo, sendo composto por seis
camadas: epiderme, hipoderme, remanescentes da parede celular ou células finas, células
intermediarias, células cruzadas e células tubulares (MOUSIA et al., 2004). O endosperma e o
gérmen estdo recobertos por mais trés camadas: capa do tegumento, hialina e aleurona. O
endosperma ¢ composto de células contendo granulos de amido, os amiloplastos que estdo
envoltos em uma matriz protéica e o estroma. O gérmen ¢ a parte embrionaria do grio,
abundante em enzimas, lipidios e vitaminas, separada do endosperma pelo escutelo
(DELCOUR; HOSENEY, 2010). A Figura 1 ilustra todas as partes constituintes do grao.

Figura 1 - Corte longitudinal de grao de trigo.

— Endosperma

Tegumento ) Farelo

@8- Hipoderme | Pericarpo

A B b Gérmen
O

Fonte: Delcour e Hoseney (2010)
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O processamento de trigo envolve as etapas de recep¢do e estocagem dos graos,
limpeza, condicionamento, moagem, peneiramento, purificagdo e embalagem da farinha (EL-
DASH, 1982; ELIAS et al., 2009). Durante o beneficiamento do trigo, primeiramente 0s graos
sao recebidos e passam por um processo de limpeza, para a retirada de materiais estranhos.

Em seguida, os grios sdo submetidos a etapa de condicionamento que possui trés
principais variaveis: teor de umidade, temperatura e tempo. Nesta etapa, € realizado um ajuste
no teor de agua e a mistura ¢ continuamente agitada até atingir a umidade desejada,
permanecendo em repouso durante um periodo de tempo antes da moagem, sendo que as
variaveis sdo definidas com base na dureza dos graos. No periodo em que o grao umidificado
repousa nos silos, ha uma lenta migragdo da agua do pericarpo, que ira avangar para o
endosperma. Este processo ¢ considerado concluido quando o pericarpo ¢ o endosperma
atingirem aproximadamente o mesmo teor de umidade (POTTER; HOTCHKISS, 2007). O
principal objetivo do condicionamento dos graos ¢ obter uma separagdo eficiente do farelo e
do endosperma, garantindo um alto rendimento de farinha com minimo teor de cinzas. A
literatura cita diversas faixas de tempo de condicionamento ¢ teor de umidade, utilizando
temperatura ambiente (EL-DASH, 1982; KWEON; MARTIN; SOUZA, 2009). Hook; Bone e
Fearn (1982) avaliaram cinco variedades de trigo do Reino Unido com graus de dureza
diferenciados, na faixa de umidade de 14 — 16% e tempos de condicionamento de 12 e 24 h,
verificando que a taxa de extragdo reduziu de forma linear com o aumento do teor de
umidade. Kweon; Martin e Souza (2009) constataram que o rendimento da farinha
proveniente do trigo umidificado com 15% de 4gua foi menor que para o trigo quando
condicionado a 12%, porém, a qualidade do primeiro foi melhor indicando menor teor de
cinzas e polifenoloxidase. Warechowska et al. (2016) avaliaram o condicionamento de quatro
variedades de trigo polonés, sendo trés de trigo duro de primavera e uma cultivar de trigo
médio-duro aplicando 12, 14, 16 e 18% de umidade durante 24 h, verificando que o aumento
do teor de umidade do grao contribuiu para o fortalecimento mecanico da rede de gluten,
aumentando sua capacidade de sor¢do. Entdo, de maneira geral, basicamente a umidade inicial
do trigo ¢ ajustada em média a aproximadamente 15%, a temperatura ambiente (25 °C),
passando por um periodo variavel de repouso (dependendo da sua dureza) para que a dgua
penetre de forma uniforme e equilibrada (HOSENEY, 1991).

O processo de moagem dos graos da origem a farinha e ao farelo de trigo, nas
proporcdes de aproximadamente 75% e 25%, respectivamente, sendo que a primeira tem
maior parte destinada ao consumo humano e o segundo, ao consumo animal

(WESENDONCK et al., 2013; ABITRIGO, 2017). Além disso, outros co-produtos sao
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originados ap6s o processo de moagem, conforme a Figura 2. Dentre eles, se encontra a
semolina que ¢ extraida do grdo e separada do farelo e do gérmen, sendo utilizada para a
producdo de massas, como o macarrdo. O rendimento ¢ de aproximadamente 65 %,
necessitando um teor acima de 11% de proteinas para garantir uma caracteristica de

cozimento adequada (KOBLITZ, 2011; ZHENG et al., 2014; RAGGIRI et al., 2016).

Figura 2 - Fluxograma do processo do beneficiamento do trigo.
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Fonte: Adaptado de Hazel e Patel (2004).

No processo de moagem, o trigo passa por uma série de cilindros proéximos uns
aos outros, que giram em sentido contrario e com velocidades diferentes. E realizado por uma
série progressiva de divisdes e fracionamento dos graos, onde os primeiros cilindros rompem
a estrutura dos graos e liberam o gérmen do endosperma, sendo que os seguintes pulverizam o
endosperma, que ¢ quebradico. As peneiras situadas abaixo dos primeiros conjuntos de
cilindros eliminam os fragmentos de farelo e de gérmen. O endosperma pulverizado passa por
outros cilindros que estdo ainda mais proximos entre si, com o objetivo de obter uma farinha
fina. Como resultado dessa operagdo, a medida que a farinha passa pelos cilindros, sua

coloragdo vai se tornando mais branca, resultando em boa qualidade de panificagdo. Porém, o
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contetido de vitaminas e minerais se torna menor, devido a auséncia do farelo (POTTER;
HOTCHKISS, 2007).

De acordo com a Resolucdo — CNNPA n° 12 de 1978 da ANVISA (1978), a
farinha de trigo ¢ classificada de acordo com as suas caracteristicas. A farinha integral ¢ o
produto obtido do cereal limpo com uma extragdo maxima de 95% e teor maximo de cinzas
de 1,75%; a farinha especial ou de primeira se caracteriza por ser o produto obtido a partir do
cereal limpo, desgerminado, com uma extragdo méaxima de 70% e com teor maximo de cinzas
de 0,38%; a farinha comum ¢ obtida a partir do cereal limpo, desgerminado, com uma
extragdo maxima de 78% ou com extragdo de 58%, apds a separacdo dos 20%
correspondentes a farinha de primeira, sendo o teor maximo de cinzas de 0,85%. A farinha de
trigo comum, por determinagdo do Governo Federal, para fins de panificacdo, pode ser
adicionada de farinhas de outras origens. Segundo a Associagdo Brasileira da Industria do
Trigo (ABITRIGO, 2017), do total de farinhas comercializadas no Brasil aproximadamente
56% sdo destinadas a panificagdo, 15% a industria de macarrdo, 10% para biscoitos, 10% para
uso doméstico e 9% em outros segmentos.

A composi¢do quimica do grao de trigo afeta suas caracteristicas funcionais e
tecnologicas e, juntamente com as propriedades estruturais € a populacdo microbiologica,
define a qualidade da farinha (MOUSIA et al., 2004). O trigo ¢ o principal cereal rico em
proteinas capazes de formar a malha de gliten com propriedades tnicas de elasticidade e
extensibilidade. O gluten ¢ composto por gliadina (uma prolamina) e glutenina (uma
glutelina), sendo a primeira caracterizada por ser extremamente pegajosa quando hidratada e
por formar cadeias simples, e a segunda por de conferir & massa a propriedade de resisténcia a
extensao, formando cadeias ramificadas. Estas proteinas possuem baixa densidade de cargas,
fato que corrobora com a afirmacdo de que as forcas de repulsdo na estrutura sdo pequenas,
fazendo com que as cadeias possam interagir entre si facilmente, condi¢do necesséria para a
formacao da massa (HOSENEY, 1991).

A qualidade da farinha depende diretamente do tipo de trigo do qual provém,
assim como do processo de produgdo. Quanto menor o grau de extragdo da farinha, maior sera
a propor¢do de proteina formadora de gliten, aumentado sua qualidade tecnologica
(KOBLITZ, 2011). Além disso, a qualidade da farinha de trigo pode ser avaliada com base
em diversas caracteristicas mensuraveis relevantes como as andlises de Falling number,
alveografia, farinografia e teor de gluten (PIZZINATO; MAGNO; CAMPAGNOLLI, 1996).

O numero de queda ou Falling number mede a intensidade da atividade da enzima

alfa-amilase no grao, com resultado expresso em segundos. Baixos valores indicam alta
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atividade dessa enzima, situacdo que comumente resulta do processo de germinagdo pré-
colheita, formando paes com miolo escuro e pegajoso (MODENES; SILVA; TRIGUEROS,
2009).

A alveografia simula o comportamento da massa durante a fermentagao, imitando
em grande escala a formagdo de alvéolos originados na massa pelo CO, produzido pela
levedura. As caracteristicas viscoelasticas de uma massa podem ser avaliadas por diferentes
parametros de alveografia como tenacidade, extensibilidade da massa, relagdo
tenacidade/extensibilidade e indice de elasticidade. A energia de deformacdo da massa ou
forca de gluten (W) representa o trabalho de deformagdo da massa e indica a qualidade da
farinha, correspondendo ao trabalho mecanico necessario para expandir a bolha até a ruptura,
expressa em 107 J. A expressio "forca de uma farinha" normalmente ¢ utilizada para designar
a maior ou a menor capacidade de uma farinha sofrer um tratamento mecéanico ao ser
misturada com agua. Também ¢ associada com a maior ou menor capacidade de absorcdo de
agua pelas proteinas formadoras de gluten, combinadas a capacidade de retencdo do gés
carbonico, resultando em um adequado produto final de panificagdo, ou seja, pado de bom
volume, de textura interna sedosa e de granulometria aberta (GUTKOSKI; NETO, 2002)

Na farinografia hd determinag¢do da absor¢do da agua exata feita pela farinha,
tendo como base a consisténcia especifica da massa (QUAGLIA, 1991). Esta analise ¢
amplamente utilizada como forma de monitorar o desenvolvimento da rede proteica de gliten
durante o processo de mistura da massa, sendo uma analise reoldgica que auxilia a predizer a
aplicagdo tecnologica da farinha de trigo (MONTENEGRO; ORMENESE, 2008).

A avaliagdo do teor de gluten (seco e umido) fornece a medida quantitativa das
gliadinas e gluteninas. De acordo com Mandarino (1993), o coeficiente de hidratagdo do
gluten, que pode ser determinado a partir da operagdo de secagem para obter o gliten seco,
corresponde a quantidade de dgua eliminada durante o processo de secagem na estufa.

De maneira geral, as analises relacionadas a caracterizagdo tecnologica das
farinhas contribuem para a verificagdo da qualidade da matéria-prima. Por outro lado, a
seguran¢a alimentar também deve ser garantida, através da verificagdo das condig¢des
microbiologicas e de contaminantes organicos. De acordo com a Organizagdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO, 2013), estima-se que cerca de 25% das
colheitas mundiais de cereais, incluindo o trigo, esteja contaminada com alguma micotoxina.
Este valor assume especial relevancia econdmica nos paises em que a producdo agricola
representa uma porcentagem consideravel das suas exportagdes, sendo estimadas perdas

globais de cerca de milhdes de toneladas de alimentos por ano.
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3.2 MICOTOXINAS, TRICOTECENOS E LEGISLACAO

As micotoxinas ja foram detectadas em quase todos os tipos de cereais e produtos
alimenticios, tanto de origem vegetal como animal (MONBALIU et al, 2010; PLEADIN et
al., 2013; IQBAL et al., 2014; CABRAL et al., 2016). Estes compostos sdo metabolitos
secundarios, de baixa massa molecular, produzidos por espécies flngicas toxigénicas
submetidos a condi¢des de estresse e apresentam efeito toxico para o0 homem, animais, plantas
e micro-organismos (BENNETT; KLICH, 2003; ROCHA et al., 2014; CHEAT et al., 2016;
PANDYA; ARADE, 2016). Uma grande variedade de espécies dos gé€neros fungicos
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps, Alternaria e Trichoderma sdo capazes de
produzir esses metabolitos (MARIN et al., 2013; ARITA et al., 2014; CHATTERIJEE et al.,
2016).

Exemplos de micotoxinas de maior significAncia em relagdo a saude publica e
significado agroecondmico incluem aflatoxinas (AFLA), ocratoxinas (OTA), tricotecenos,
zearalenona (ZEA) e fumonisinas (FUM). Estas micotoxinas, em nivel mundial, sdo
responsaveis por perdas de milhdes de dolares por ano, inviabilizando produtos agricolas e
causando efeitos prejudiciais a sadde humana e animal (VASANTHI; BHAT, 1998;
ANATER et al., 2016; DWEBA et al., 2017). Diferentes espécies flngicas podem produzir o
mesmo tipo de micotoxina, como também, uma unica espécie de fungo pode produzir mais de
um tipo de micotoxina e além disso, os efeitos toxicos podem ser potencializados pelo
sinergismo entre estas (HUSSEIN; BRASSEL, 2001).

Entre as diversas culturas de cereais, o trigo tem sido apontado com frequente
contaminagao por tricotecenos (LANGHSET; RUNDBERGET, 1998; AYALEW et al., 2006;
ABEDI-TIZAKI; ZAFARI, 2015; LI et al., 2016) que s@o constituidos por aproximadamente
150 metabolitos produzidos por fungos do género Fusarium, Trichoderma, Trichotecium,
entre outros (KRSKA; BAUMGARTNER; JOSEPHS, 2001).

Dentre os tricotecenos, DON ¢ o que apresenta mais estudos sobre ocorréncia em
alimentos e ainda existem poucas informagdes e avaliagdes sobre a toxina T-2, NIV, 3-ADON
e 15-ADON. A Agéncia Interacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2002) o classificou
no grupo 3, ndo possuindo caracteristicas carcindgenas para humanos, pois ndo houveram
evidéncias suficientes quanto a sua carcinogenicidade em animais de experimentacao.

Todas as micotoxinas desta classe s3o caracterizados por possuir anéis
tricotecanos que apresentam uma liga¢ao dupla entre os carbonos 9 e 10 e um anel epoxido na

posicao 12,13 da estrutura (UENO, 1983), conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Estrutura quimica basica dos tricotecenos.
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Fonte: Razzazi-Fazeli et al., 2002.

Tabela 1 — Grupamentos constituintes para a formacao da estrutura dos tricotecenos

tipo-B.
Tricoteceno R1 R2 R3 R4
Nivalenol OH OH OH OH
Deoxinivalenol OH H OH OH
3-acetil-deoxinivalenol OCOCH;3; H OH OH
15-acetil-deoxinivalenol OH H OCOCH; OH

Fonte: Razzazi-Fazeli et al., 2002.

Alguns estudos vém demonstrando que esta classe de micotoxinas ¢ responsavel
pela inibicdo da sintese de proteinas em células eucaridticas, por ligacdo a subunidade
ribossomal 60S e por interagdo com a enzima peptidiltransferase, interferindo nas etapas de
iniciacdo, elongacdo e terminacdo (WEI et al., 1974). Impactos adicionais da toxicidade
incluem rompimento de acidos nucleicos, fungdo mitocondrial, integridade da membrana e
divisdo celular (PESTKA, 2007; FOROUND; EUDES e FRANCOIS, 2009).

Os tricotecenos sao sesquiterpendides policiclicos que possuem uma ligacao dupla
no C-9,10, um anel epéxido no C-12,13 e varios grupamentos hidroxila. A divisdo desta
classe ¢ realizada em quatro grupos (A; B; C e D), de acordo com as caracteristicas funcionais
de cada um. Os tricotecenos do tipo A, como a toxina T-2, HT-2 e o DAS, tem uma fun¢ao
oxigénio no C-8 e sdo caracterizados por serem altamente toxicos. Os do tipo B, tais como
NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON e fusarenona X (FUS-X), possuem um grupo funcional
carbonila na posi¢ao (C-8). Os do grupo C sdo caracterizados por possuir uma segundo anel
epoxido no C-7,8 ou C-9,10 e os do tipo D contém um anel macrociclico entre C—4 ¢ C-15
com duas ligagoes éster (KRSKA; BAUMGARTNER; JOSEPHS, 2001). A estrutura quimica
dos tricotecenos ¢ estavel e o anel epoxido € resistente a ataques nucleofilicos (ROCHA,

ANSARI; DOOHAN, 2005), sdo estaveis a altas temperaturas e ndo sdo degradaveis em
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processos utilizando autoclave, além de possuirem estabilidade em uma ampla gama de pH de
neutro a acido (UENO, 1985).

Esta classe de micotoxinas caracteriza-se por ser constituida de moléculas
anfipaticas, que podem se mover de forma passiva através das membranas celulares, sendo
substancias facilmente absorvidas através do sistema gastrointestinal, permitindo um
acelerado efeito em tecidos de proliferacdo rapida (WANNEMACHER; WINER, 1977). A
exposicao a estas toxinas pode causar rejeicdo de alimentagdo, problemas imunoldgicos,
vomitos, dermatite e lesdes hemorragicas (UENO, 1985; PESTKA, 2007). Devido as suas
propriedades toxicas, sdo de grande importancia em relagdo a sua presenga em culturas
agricolas, como o trigo, pois podem entrar na cadeia alimentar humana e animal, causando
prejuizos.

Devido ao fato das micotoxinas se desenvolverem nas mais variadas matrizes
alimentares, as legislagdes surgiram como ferramenta para regulamentar os teores maximos
permitidos, de acordo com pesquisas de ocorréncia e toxicidade em humanos e animais. Em
relagdo a legislacdo de micotoxinas a nivel mundial, o Comité Conjunto de Peritos em
Aditivos Alimentares (Joint Expert Committee on Food Additives- JECFA) das Nagdes
Unidas (World Health Organization - WHO) e a FAO sio os organismos responsaveis pela
avaliag@o dos riscos associados a contaminacdo dos alimentos (FAO, 2001).

Existem diversos fatores para conduzir a elaboragdo das legislacdes, incluindo os
aspectos cientificos como a disponibilidade de informagdes toxicoldgicas, o conhecimento
acerca da distribuicdo das micotoxinas nos alimentos e das metodologias analiticas. Ainda,
devem ser considerados aspectos politicos e econdmicos, especialmente em relacdo aos
interesses comerciais € aos impactos da disponibilidade da oferta de alimentos (VAN
EGMOND; JONKER, 2004).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA) vem
implementando de forma gradativa, com rigor crescente, os limites maximos tolerados (LMT)
para algumas micotoxinas, através da RDC n° 7, apresentados na Tabela 2 (BRASIL, 2011).
Entre os tricotecenos, apenas a incidéncia de DON ¢ controlada, provavelmente por ser a
micotoxina desta classe mais extensamente distribuida nos alimentos e ragdes (FURLONG et
al., 1995; MILLER, 1995; MILANEZ; VALENTE-SOARES; BAPTISTA, 2006; SOUZA et
al., 2015). O prazo de adequacao dos LMT para os alimentos comercializados foi prorrogado

até 1° de janeiro de 2017, estabelecido pela RDC n° 59 (BRASIL, 2013).
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Tabela 2 - Teores maximos de micotoxinas em graos e derivados, estabelecidos pela
Legislagao Brasileira.

LMT LMT**
Micotoxinas Alimento . .
(ng kg™) (ngkg™)
- - .
o o
B2, GI, G2 0 © detivados, e Y
malteada
Ocratoxina A Cerea1§ para.l posterjor processamento, 20 20
incluindo grao de cevada
Trigo integral, trigo para quibe,
farinha de trigo integral, farelo de 1500 1000
trigo, farelo de arroz, grao de cevada
N Trigo e milho em graos para posterior 3000 3000
Deoxinivalenol processamento
Farinha de trigo, massas, crackers,
blsco¥tos d? agua e sal, e produtos de 1250 750
panificagdo, cereais e produtos de
cereais, incluindo cevada malteada
Farinha de trigo, massas, crackers e
Ficach .
Zearalenona produtos de pani 1‘caga0, cere'als e 400 100
produtos de cereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada
Milho de pipoca 2000 2000
Milho em grao para posterior 5000 5000
.. processamento
Fumonisina
(B1+B2)
Farinha de milho, canjica, fuba 2500 1500
Amido de milho e ouFros produtos a 2000 1000
base de milho
Patulina Suco de maga e polpa de maga 50 50

LMT*= Limite maximo tolerado a partir de 1° janeiro de 2014; LMT** = Limite maximo tolerado a partir de 1°
de janeiro de 2017. Fonte: Brasil (2011); Brasil (2013)
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Na Europa, a Autoridade de Seguranga Alimentar Europeia (EFSA) estabelece os
regulamentos sobre os limites tolerados relacionados a presenga de micotoxinas em matérias-
primas e produtos processados, sendo o 6rgao mais importante quando se trata da avaliacdo de
riscos sobre seguranga alimentar humana e animal da Unido Europeia (UE), e como
complemento, cada pais europeu possui uma legislagdo adicional (EFSA, 2013).

De acordo com Freire e Rocha (2016), a nivel europeu estdo legalmente fixados
limites maximos para as AFLA B1, AFLA B2, AFLA G1, AFLA G2, AFLA M1, OTA, PAT,
DON, ZEN e FUM B1 e B2 em diversos géneros alimenticios. No contexto atual, observa-se
uma tendéncia na harmonizagdo das legislagdes em todos os continentes, bem com uma
tendéncia a reducdo dos limites maximos permitidos, especialmente para as aflatoxinas, pelo
fato da Agéncia Internacional de Investiga¢do do Cancer (IARC, 2002) classificar as AFLA
B1, AFLA B2, AFLA G1 e AFLA G2 no grupo I, como carcindgenos humanos.

3.3 OCORRENCIA DE TRICOTECENOS EM TRIGO E DERIVADOS E FORMAS DE
DETECCAO

A presenga de fungos micotoxigénicos € preocupante tanto na produ¢do como no
processamento do trigo, pois os compostos toxicos produzidos causam impacto negativo em
relacdo a seguranga ¢ qualidade dos produtos derivados, visto que, sdo consumidos
diariamente pela populacdo (VISCONTI; PASCALE, 2010).

Desta forma, para a realizacdo da deteccdo destes contaminantes, utilizam-se
métodos cromatograficos que necessitam de estrutura adequada e pessoal treinado, fatores
limitantes para a sua utilizagdo em analises de rotina de grande demanda de amostras (XU et
al., 2010). O método de cromatografia em camada delgada (CCD) oferece a capacidade para
analise de grande nimero de amostras, baixo custo de operagdo e facilidade de identificagdo
de compostos alvo, utilizando UV-visivel e andlise espectral. Porém, sdo necessarias grandes
quantidades de solvente e o método apresenta falta de automacdo (TURNER;
SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). Além disso, através das inovagdes tecnologicas,
este método caiu em desuso, como pode ser observado na Tabela 3, que mostra um
levantamento de dados sobre a ocorréncia de contaminacdo de tricotecenos em trigo e
derivados, associados ao tipo de instrumentacdo analitica utilizado, com suas respectivas

faixas de contaminacao.



Tabela 3 - Dados referentes a incidéncia de contaminagao de tricotecenos em graos de trigo, farinha de trigo e produtos processados, € seus
métodos analiticos de quantificagao.
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NO

Ocorréncia Faixa de contaminacdo Instrumentacio

Matriz amostras Tricoteceno (%) (ug kg Analitica Referéncia
40 DON 80 300 a 4500 CLAE-EM/EM Dalcero et al. (1997)
94 DON 48,8 40 a 2340 CLAE Ayalew et al. (2006)
100 DON 91 <90 a 4573 CCD Calori-Domingues et al. (2007)
36 DON 72,2 n.da 1592,21 CLAE Santos et al. (2011)
DON 89 n.da>1250 Del Ponte; Garda-Buffon; Badiale-
65 NIV 89 n.da>1250 CLAE-EM/EM Furlong (2012)
113 DON 66,4 206,3 a4732,3 ELISA Santos et al. (2013)
50 DON 40 70 a 4730 CLAE-EM/EM Mishra et al. (2013)
81 DON 11,1 65a 1310 CLAE-DAD Ennouari et al. (2013)
180 DON 74,4 14,52 a41157,13 CLAE-EM/EM Shi et al. (2014)
53 DON 47,2 243,77 a2281,3 CLAE-UV Savi et al. (2014)
Graos DON 59 -
86 3-ADON 8,5 - CLAE-EM/EM Alkadri et al. (2014)
15-ADON 32 -
DON 74
162 3-Ac-DON 35,8 10,2 23204 CLAE-UV Abedi-Tizaki; Zafari (2015)
15-Ac-DON 48,7 10,3 a 550,3
17 oo ;gg e ﬁgi CLAE-DAD Trombete et al. (2016)
150 DON 98 292,6 a 1302 CLAE-EM/EM Tramalazza et al. (2016)
DON 86 144 a 1230a ) .
745 - % nda<100 CLAE-DAD Calori-Domingues et al. (2016)

“continuacao”
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Tabela 3 - Dados referentes a incidéncia de contaminagdo de tricotecenos em graos de trigo, farinha de trigo e produtos processados, e seus
métodos analiticos de quantificagao.

Matriz N° de Tricoteceno Ocorréncia Faixa de contaminacdo Instrumentacio Referéncia
amostras (%) (ng kg-1) Analitica
61 DON 92,8 250 a 9000 CG Pacin et al. (1997)
60 DON 100 15a1379 CG-EM/EM Schollenberger et al. (2002)
15 DON 86,7 292 a 976 UCLAE Skrbic et al. (2012)
DON 97,2 1,3a825,9
NIV 40,4 0,4a23,9
359 3-Ac.DON 111 0.623.6 UCLAE-EM/EM Zhang et al. (2016)
Farinha 15-Ac-DON 14,2 2all,l
DON 91,5 2,4a1130
672 3-Ac-DON 5 nda2,6 CLAE-EM/EM Liu et al. (2016)
15-Ac-DON 35 ndab6
18 DON 97 200 a 4140 CLAE-EM/EM Almeida et al. (2016)
DON 100 n.d a 2205,8
28 15-Ac.DON 24 ndall523 UCLAE-EM/EM Xu et al. (2016)
61 DON 64 30a60 CG-EM/EM Rodriguez-Carrasco et al. (2014)
Biscoito 23 DON 78,2 378 a 5296 CLAE-DAD Souza et al. (2015)
36 DON 97,1 nd a 1720 CLAE-UV Almeida et al. (2016)
135 DON 81,5 600 a 1200 CLAE-DAD Moazami; Jinap (2009)
DON 62,6 10,9 a 623,3 ,
Massa 75 T2 93 n.d 22596 CG-EM/EM Gonzalez-Osnaya et al. (2011)
N DON 81,8 n.da4l,7 CG Pacin et al. (2010)
Paes 45
DON 28 n.d a 146,6 ,
75 T 2.6 n.d267.9 CG-EM/EM Gonzalez-Osnaya et al. (2011)
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode ser aplicada para
quantificar tricotecenos do grupo B, os quais apresentam pequena absor¢ao no espectro UV.
Para tricotecenos do grupo A, técnicas de derivagao tém sido empregadas para determina-los
por CLAE, devido ao fato de ndo possuirem grupos cromoéforos quando expostos a radiagdo
UV (PASCALE; HAIDUKOWSKI; VISCONTI, 2003). Além disso, a CLAE se caracteriza
por ser o padrdo da industria para a detec¢do de micotoxinas pela eficiéncia e versatilidade de
fases moveis e estacionarias (VALENTA, 1998; CASS e CASSIANO, 2015)

A Cromatografia gasosa (CG) também ¢ uma técnica utilizada, principalmente
acoplada a espectrometria de massas (EM). Pelo fato de possuir uma capacidade superior de
resolugdo, permite a separagdo e a determinacdo simultanea dos tricotecenos dos grupos A e
B. Entretanto esta técnica requer, em geral, etapas de limpeza mais trabalhosas, envolvendo a
derivatizacdo e frequentemente parti¢do em conjunto com colunas de extracdo em fase solida
(MILANEZ; SOARES; BAPTISTA, 2004).

A espectrometria de massas (EM) ¢ caracterizada por ser o método de detecgdo
preferencial, pois permite alta precisdo e a detecg@o especifica de micotoxinas. Os detectores
presentes podem estar ligados a outras técnicas de separagdo, tais como CLAE e GC,
aumentando o poder de separacdo ¢ identificacdo destes sistemas. Os fatores limitantes na
utilizacao de EM como ferramenta analitica, ¢ o elevado custo do equipamento, os complexos
requisitos de laboratério e limitagdes no tipo dos solventes utilizados na extragdo e separagao
das micotoxinas (OLSSON et al., 2002).

De acordo com Iamanaka; Oliveira; Taniwaki (2010), devido a variedade de
estruturas quimicas das micotoxinas, nao ¢ possivel utilizar um método padrdo para detecta-
las. Devido a este fato, estes compostos requerem métodos analiticos sensiveis e confiaveis,
além de conter caracteristicas como baixo custo, simplicidade e rapida execucdo, que permita
segregar adequadamente os analitos dos lotes contaminados.

Através do avango de tecnologias e metodologias analiticas € constatado que a
contaminagdo de matérias-primas e produtos processados por micotoxinas ¢ cada vez mais
comum, gerando a necessidade de desenvolver procedimentos que viabilizem a

descontaminacao destes graos, para posterior utiliza¢do na alimenta¢cdo humana e animal.

3.4 METODOS DE REDUCAO DOS NiVEIS DE MICOTOXINAS

A reducdo da contaminagdo por micotoxinas pode ser realizada por métodos
fisicos, quimicos ou biologicos (KARLOVSKY, 1999; KABAK; DOBSON; VAR, 2007). De

acordo com Bata e Lasztity (1999) deve-se ter um controle sobre os produtos de degradacao e
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efeitos da detoxificagdo, avaliando as propriedades sensoriais e nutritivas dos alimentos,
sendo uma parte decisiva sobre a investigacdo de potenciais aplicagdes. Contudo, vale
ressaltar que a prevencdo da contaminagao em alimentos evita transtornos e deve ser realizada
através da adogao de estratégias de intervengao contra a contaminacao por micotoxinas, que
incluem boas praticas agricolas, secagem e armazenamento adequado, saneamento e controle
quimico e bioldégico (WAGACHA; MUTHOMI, 2008; TIBOLA; LORINI; MIRANDA,
2009; PAGNUSSATT et al., 2013).

3.4.1 Métodos Quimicos

Rastegar et al. (2017) pesquisaram sobre a degradagdo de AFLA B1 em pistache,
investigando a eficacia do processo de torrefacdo com a incorporacdo de suco de limao e
acido citrico, indicando que a torrefagdo com 30 mL de agua, 15 mL de suco de limdo e 2,25
g de acido citrico a 120 °C durante 1 h resultou numa degradagdo de 49,2%, sem alteragdes
perceptiveis no aspecto, observando-se um sinergismo entre o aquecimento e a adicdo dos
compostos acidos. Kokkinidou; Floros; LaBorde (2014) estudaram a degradagdo de patulina
sob 25 ¢ 85 °C na auséncia e presenca de acido ascorbico, verificando que este composto
aumentou significativamente as taxas de degradacdo desta micotoxina em todas as
temperaturas estudadas.

Paulick et al. (2015) testaram um meétodo de preservacao imida com sulfito de
sodio (Na,SOs3) e 4cido propidnico para a redu¢do de DON em graos de milho, verificando
que a concentracdo de DON diminuiu com quantidades crescentes de Na,SO; sendo que os
resultados globais mostraram que para se obter uma redu¢ao completa de DON ¢ necessario a
adicdo de 10 g Na,SOs.kg de milho™ a 30% de umidade durante 8 dias.

Em pesquisa realizada por Abramson; House, Nyachoti (2005) foi avaliada a
reducdo dos niveis de DON em cevada naturalmente contaminada utilizando solucao de
carbonato de sodio (Na,COs;) 1 M aliada a temperatura de 80 °C durante 5 dias, sendo
evidenciada uma redu¢do de aproximadamente 58 e 44% para a presenca e auséncia de
Na,COs3 10% m/v. Méndez-Albores et al. (2013) avaliaram a degradacdo de aflatoxinas
(AFLA B1 e AFLA B2) presentes em farinha de sorgo através do processo de extrusdo aliado
a adicdo de acido citrico, verificando uma degradacao de 92%, sem afetar as propriedades
fisico-quimicas e funcionais dos extrusados.

O estudo de Wilson et al. (2005), demonstrou a capacidade do dioxido de cloro
(CIOy) em solugdo na reducao da concentragdo de dois tricotecenos, a roridina A e a

verrucarina A, em experimento contendo ambas micotoxinas juntamente a uma concentragao
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de 200, 500 e 1000 ppm de ClO,, mantidos durante 116 h em temperatura ambiente. Ao final
do processo, verificou-se que ambas foram degradadas em 2 h apds o tratamento com 1000
ppm de CIO,. Norred et al. (1991) avaliaram o tratamento realizado sobre graos de milho
contaminados naturalmente com FUM B1 através da adi¢do de amodnia em concentragdes de
1, 2 e 5%, incubados a 50 ° C durante 4 dias. Ao final do processo, reportaram uma redugao
de 45% de FUM BI1 ao utilizar 2% de amonia, que também possui a capacidade de inibir o
crescimento fingico. Young; Zhu e Zhou (2006) verificaram a capacidade de degradagdo de
tricotecenos através da utilizagdo de ozdénio aquoso (Os3), com a possivel interacdo deste
composto com a ligacdo dupla entre os carbonos 9 e 10, porém, ndo identificaram os produtos
de degradagao.

De forma geral, os métodos quimicos exigem ndo s reagdes adequadas, mas
também tratamentos adicionais (secagem, limpeza) que podem torné-los demorados e de alto
custo. A literatura mostra que varios produtos quimicos, incluindo agentes oxidantes e
redutores, acidos, bases e sais ja foram testados quanto a sua capacidade de degradar as
micotoxinas em produtos agricolas. Porém, apenas um niimero limitado se mostrou eficaz,
sem diminuir o valor nutricional ou a palatabilidade do alimento (HEIDLER;

SCHATZMAYR, 2003; JARD et al., 2011).

3.4.2 Métodos Bioldgicos

Em relagdo a tratamentos bioldgicos para a redugdo dos teores de micotoxinas,
Young et al. (2007) avaliaram a degradacdo de tricotecenos por micro-organismos intestinais
de frangos, onde se observou que reacdes de desacilacdo e epoxidagdo reduziram a toxicidade
dos compostos. Cougo, Fontes e Duarte (2015) verificaram a reducdo de 27,1 % na
concentracdo de NIV ao final do processo de fermentacdo alcoolica de 96 h, indicando a agao
da levedura utilizada. Garda et al. (2005) utilizaram malte contaminado artificialmente com
DON e toxina T-2 e observaram que ocorreu reducao de 47% e 46% nos niveis destes
tricotecenos, respectivamente, ap6és 120 h de fermentagdo utilizando Saccharomyces
cerevisiae.

Em estudo realizado por Feltrin (2013), foi verificado que a enzima peroxidase
(PO) possui potencial degradativo sobre DON e que estudos cinéticos de interagdo entre a
enzima e a micotoxina podem contribuir para aplicacdo em alimentos. Gautério et al. (2017)
realizaram a purificagdo de PO obtida de farelo de arroz através de adsorcdo em leito
expandido acoplado a ultrafiltragdo para a degradacdo de DON e verificaram uma reducao de

81,7% no teor de DON em solu¢ao modelo.
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Dellafiora et al. (2017) investigaram a degradacdo de AFLA Bl ¢ AFLA Ml
utilizando lacases provenientes de Trametes versicolor estudando a interacdo enzima-
substrato para diversas isoformas das enzimas através de técnicas de modelagem molecular
3D, constatando diferengas estruturais entre as isoformas identificadas, o que causou
diferentes padrdes de interagdo entre as aflatoxinas B1 e MI, sendo considerada uma
estratégia promissora para a mitigag¢ao de aflatoxinas.

De acordo com Varga et al. (2005), diversos fungos filamentosos dos géneros
Rhizopus e Mucor foram avaliados quanto a capacidade para degradar ocratoxina A (OTA),
aflatoxina B1 (AFLA BI1), ZEA e patulina (PAT) em meio liquido. Embora nenhum dos
isolados tenha apresentado atividade degradante para AFLA B1, a OTA foi degradada com
éxito por Rhizopus stolonifer, R. microsporus, R. homothallicus e dois isolados de R. oryzae,
sendo que estes ultimos foram capazes de degradar mais do que 95% da OTA em um periodo
de 16 dias. Garda-Buffon e Badiale-Furlong (2010) avaliaram a capacidade de espécies
fungicas de Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae em degradar DON durante fermentagao
submersa e verificaram que Rhizopus oryzae ocasionou a maior redugdo na concentragao de
DON, aproximadamente 90% em 240 h, enquanto Aspergillus oryzae ocasionou com maior
rapidez, 74% de redugdo em 96 h.

Xing et al. (2014) avaliaram a degradacdo de FUM B1 através de 0leos essenciais
de canfora, cravo, eucalipto, anis, horteld e canela, sendo este Ultimo o mais promissor. A
partir dele, as condi¢des ideais foram otimizadas tendo como resultado a utilizagdo da
concentragio de 280 ug mL™ de 6leo de canela, sob 30 °C durante 120 h, onde obteve-se 94%
de redugao no niveis de FUM BI.

3.4.3 Métodos Fisicos

Alguns métodos fisicos podem ser aplicados isoladamente ou em conjunto, tais
como moagem Umida e a seco, limpeza, lavagem, descasque, polimento, cozimento e
extrusdo. A eficicia destes métodos depende do grau de contaminagdo, da distribuicdo da
micotoxina no grao e dos métodos de processamento utilizados (TRIGO-STOCKLI, 2002).
Trenholm et al. (1991) conduziram experimentos para avaliar a eficiéncia dos processos de
peneiramento e descasque na reducdo de DON e ZEA em cevada, trigo e milho, contendo
concentracoes entre 5 e 23 mg kg'1 e0,5e 1,21 mg kg'1 de DON e ZEA, respectivamente. Os
graos foram segregados em fragdes de diferentes tamanhos de particulas por peneiramento

através de uma série de peneiras. As fragdes que reteram as particulas maiores continham
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menor concentragdo de toxinas, entre 67 e 83%. Quando os graos foram introduzidos em um
descascador Scott-Strong (para retirar a parte externa dos graos), houve uma reducdo entre
40-100% de DON e ZEA, concluindo que tanto o peneiramento quanto o descasque podem
representar procedimentos uteis na reducdo dos niveis de micotoxinas em graos
contaminados.

Pronyk, Cenkowski e Abramsom (2006) relataram a redugdo de até 52% de DON
em graos de trigo naturalmente contaminados, submetendo-os a vapor superaquecido (185 °C)
durante 6 min de processamento. Samar (2007) avaliou o efeito de diferentes temperaturas no
processo de fritura de produtos elaborados com farinha de trigo contendo DON, verificando a
reducgdo dos niveis de 66% a 169 ° C, 43% a 205 °C ¢ 38 % 243 °C.

Peng et al. (2015) investigaram a degradacdo de OTA induzida por irradiagdo do
feixe de elétrons, indicando que este processo foi mais eficaz em meio contendo dgua do que
em uma mistura de acetonitrila e metanol-agua (60:40, v / v). A eficiéncia de degradacdo da
OTA aumentou de forma dependente da dose de irradiacdo e reduziu no aumento da
concentracdo de substrato, sendo que as condi¢des alcalinas (pH 9) e a adicdo de H,O;
(<0,1% v / v) melhoraram notavelmente a eficiéncia da degradagdo da OTA. Moreau et al.
(2013) analisaram o efeito da tecnologia de luz pulsada para a degradagdo de micotoxinas,
relatando que oito flashes de luz pulsada degradaram 84,5, 72,5, 92,7 ¢ 98,1 % de ZEA, DON,
AFLA B1 e OTA em solucao, respectivamente. Além disso, a toxicidade e genotoxicidade de
ZEA e DON foram estimadas apos a exposi¢do a um tratamento claro pulsado usando o teste
de Ames em Caenorhabditis elegans,indicando que o tratamento da AFLA B1 por luz pulsada
pode eliminar completamente o potencial mutagénico desta micotoxina.

A irradiacdo UV também pode ser aplicada, pois apresenta efeito microbicida se
utilizada com intensidade e tempo de exposicdo suficiente. Ao utiliza-las na faixa de 210 e
330 nm sdo mais eficientes por serem absorvidas pelas proteinas e acidos nucléicos,
provocando o rompimento de cromossomos, mutacdes genéticas € inativagdo de enzimas e,
consequentemente a inviabilizagdo da célula (ALEXANDRE, 2008). Este tipo de irradiagado
inicia a oxidacao de radicais livres e forma radicais lipidicos, radical superoxido e peroxido de
hidrogénio (H>0O,) que reagem se ligando a carboidratos e proteinas. Portanto, sdo evidentes
as alteragdes na composi¢ao quimica do alimento quando o tratamento com luz UV ¢ aplicado
em doses elevadas (KOLAKOWSKA, 2003). Porém, de acordo com resultados reportados na
literatura, se a aplicagdo da radiagdo UV no alimento se realizar em quantidades moderadas,
ndo causa efeitos adversos (CAMINITI et al., 2012). Murata, Mitsumatsu e Shimada (2008),

realizaram estudos para verificar a possivel redug¢do da contaminagdo de DON e ZEA em
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cereais utilizando luz UV germicida UV-C com intensidade fraca (0,1 mW cm™ a 254 nm) e
forte (24 mW cm™). Quando os grios foram expostos 4 radiacio de intensidade fraca, os
niveis de ZEA ¢ DON (ambos 30 mg kg™') foram reduzidos proporcionalmente ao incremento
do tempo de exposicao. A irradiagdo UV de intensidade forte também foi dependente do
tempo de exposi¢ao, mas reduziu os niveis de micotoxinas de forma mais rapida. Desta forma,
foi confirmada que a irradiagdo UV aplicada in vitro foi eficaz na reducdo dos niveis de ZEA
e DON.

Jalili; Jinap e Noranizan (2010) estudaram os efeitos da radiacao gama aplicada
em pimenta preta, verificando a melhor condi¢do ao utilizar uma dose de 60 kGy, com
reducdo maxima de 52%, 43%, 24%, 40% e 36% para OTA, AFLA B1, AFLA Bl1, AFLA Gl
e AFLA G2, respectivamente. De acordo com Samarajeewa et al. (1990), a radiacdo gama
pode reduzir de 75% a 100% os niveis de AFLA B1 em farinha de amendoim e a radiagdo UV
reduz até 50% a concentracdo desta micotoxina. Segundo estudo realizado por Diao et al.
(2015), a redugdo de AFLA B1 em 6leo de amendoim foi avaliada aplicando-se um reator de
fotodegradacao e a seguranca alimentar do 6leo foi avaliada apos a irradiagdo UV, baseada na
mutagenicidade de cepas de Salmonella typhimurium pelo teste de citotoxicidade de células
HepG2. Os resultados mostraram que o teor de AFLA B1 em 6leo de amendoim foi reduzido
com eficiéncia, de 52 para 7,23 pg kg™, durante 10 min de exposicio a luz UV.

O US ¢ uma forma de energia gerada pelas ondas sonoras que pode assumir
diferentes freqiiéncias e a remocao de residuos dos produtos alimentares a partir de superficies
e a inativagdo de micro-organismos podem ocorrer como consequéncia da cavitagdo, que € a
formacao, o crescimento e colapso de bolhas que geram uma energia mecanica e quimica
localizada (KORNFELD; SUVOROV, 1944; TAO; SUN, 2013; CHEMAT et al., 2017). De
acordo com Adekunte et al. (2010), pode ser aplicado em alimentos liquidos ou semissélidos
e dependendo de seu estado fisico, suas ondas podem ser propagadas por meio de uma sonda,
ou por meio da imersdo do proprio alimento em banhos de ultrassonicos.

Existem poucos relatos na literatura sobre métodos que utilizem ondas
ultrassOnicas para a redu¢do dos niveis de micotoxinas. Porém, o US ¢ usado para diversos
fins na industria de alimentos para a descontamina¢do microbiana (ANDRADE et al., 2014).
Quando ¢ propagado através de uma estrutura bioldgica, promove a compressao € expansao
das particulas médias, resultando na producdo de uma quantidade elevada de energia,
inativando os micro-organismos em consequéncia da cavitacdo (RASTOGI, 2011).

De acordo com a patente publicada por Lindner (1996), o método ultrassonico

pode ser utilizado para reduzir niveis de micotoxinas em nozes, graos e farinha, além de
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culturas incluindo arroz, milho, trigo, cevada, aveia e centeio. Alguns testes da propria patente
indicaram que pode ser eficaz para tricotecenos, embora também seja capaz de reduzir a
contamina¢do de ZEA, OTA e AFLA. O tempo de impulso do US pode variar de 10 s a 200
min e a temperatura do tratamento pode ficar na faixa de 12 e 50 °C. O tratamento deve ser
aplicado em meio aquoso que pode ser 4gua pura ou uma mistura de 4gua juntamente a um ou
mais solventes organicos. Além disso, bases e acidos podem ser utilizados como aditivos para
aumentar a atividade de desintoxicagdo. Um dos possiveis mecanismos para o método
ultrassonico sdo as ondas de pressdao, resultando na liberacdo de materiais a partir da
superficie. Outro mecanismo provavel ¢ o sono-quimico, com o US fornecendo energia,
provocando reagdes que resultam em mudangas nas estruturas quimicas. Provavelmente, ¢
possivel que a reagdo ocorra no grupo epoxido dos tricotecenos, porque os grupos hidroxila
sao abundantes no meio reacional. Ja em relagdo a ZEA, OTA e AFLA, a reagao pode ocorrer
com as aminas primarias ou secundarias para formar amidas.

Qualquer que seja a estratégia de descontaminagdo, a micotoxina deve ser
degradada através da transformacdo em compostos ndo toxicos e os esporos flngicos e
micélios devem ser destruidos para que novas toxinas ndo sejam formadas (KABAK;
DOBSON; VAR, 2007). O alimento precisa manter seu valor nutritivo ¢ permanecer palatavel
apés a descontaminagdo e as propriedades fisicas da matéria-prima ndo devem alterar
significativamente (PARK, 1993).

Deste modo, os métodos fisicos podem ser facilmente empregados
industrialmente objetivando a reducdo de micotoxinas em matérias-primas agroindustriais.
Entretanto, devido a falta de dados na literatura sobre o efeito destes métodos na redugao de
tricotecenos em trigo e consequentes modificacoes nas propriedades tecnoldgicas, mais

estudos sdo necessarios para comprovar sua eficacia e aplicabilidade.
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento do trabalho consistiu em avaliar a aplicacdo de diferentes
métodos fisicos sobre graos de trigo, através de planejamento experimental, com o intuito de
reduzir os niveis de tricotecenos presentes naturalmente nas amostras.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande (LAMCA-FURG), com parceria do
Laboratorio de Cereais da Universidade de Passo Fundo (UPF).

4.1 MATERIAL

4.1.1 Instrumentos

Balanga Analitica de Precisdo (Marte — AY220);

e Banho-Maria (Quimis);

e Banho Ultrassonico Ultra Cleaner (Unique) modelo USC-800A — 40 kHz;

e Banho Ultrassonico Ultra Cleaner (Unique) modelo USC-700 — 55 kHz;

e Banho Ultrassonico Cleaner (Unique) modelo USC-1850 — 25 kHz;

¢ Bloco Digestor (Gerhardt - Oxylab);

e Bomba a Vacuo (Prismatec);

e Camara contendo lampadas UV de A 254 e 365 nm (Dist — GRC-03);

o Centrifuga refrigerada (Cientec — CT-5000R);

e Coluna Analitica C;g3 Gemini (250 x 4,5 mm, 5 um) (Phenomenex — USA);

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu) equipado com sistema
administrador CBM-20A moédulo LC-20AT, desgaseificador DGU-20As5 e detector
UV-VIS SPD-20A, conectado em software LC solution data aquisition;

e Destilador de nitrogénio (Tecnal — TE-0363);

e Destilador de dgua (Quimis 341-25);

e Espectrofotdmetro (Kasuaki) modelo IL-226;

e Espectrofotometro (Femto — Cirrus 80);

e Estufa de Secagem com circulagdo de ar (Quimis);

e Lampada A 365 nm (Xelux — 8W) ;

e Lampada A 254 nm (FLTS5 — 8W);

e Microcentrifuga (Eppendorf — MiniSpin);

e Micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 10 — 1000 pL (LabMate);
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e Microseringas com capacidade varidvel (Hamilton);

e Moinho analitico (Quimis - Q298A21);

e Mufla (Quimis D-24);

e Shaker incubadora (Tecnal TE-420);

e Sistema de purificacao de agua Milli-Q (Direct-Q UV3 Millipore);
e Vortex Mixer (KMC-1300V);

4.1.2 Reagentes, solventes e materiais

e Acetonitrila grau CLAE (J. T. Baker)

e Acetonitrila P.A (Vetec)

e Agua destilada

e Agua ultra-pura — Milli-Q

e Amido

e Benzeno P.A (Synth)

o C5 (Hexis)

e Cloreto de Sodio (Synth)

e Etanol P.A (Vetec)

e Eter de petréleo P.A (Vetec)

e Frascos de vidro ambar com capacidade de 10 a 50 mL

e Gas Nitrogénio (White Martins)

e Guaiacol P.A (Vetec)

e Hexano P.A (Synth)

e Hidroxido de sodio P.A (Cinética)

e Padrdes analiticos: DON, 3-ADON 15-ADON e NIV (Sygma-Aldrich)
e Perdxido de hidrogénio P.A (Alphatec)

e Sulfato de Magnésio (Synth)

e Vidrarias em geral (béqueres, erlenmeyers, pipetas volumétricas, baldes volumétricos,

buretas).

4.1.3 Matéria-prima

A amostra de trigo utilizada para o estudo da reducdo da contaminacdo de

tricotecenos foi fornecida por um produtor da regido norte do Estado do Rio Grande do Sul, a
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qual foi colhida com umidade em torno de 20 % e em seguida, foi seca até atingir umidade de
aproximadamente 13% para posterior armazenamento. A sacaria continha aproximadamente
20 kg de graos provenientes dos silos e apos analise da presenca de tricotecenos, esta foi
denominada amostra padrao.

Para a avaliacdo da eficacia dos tratamentos fisicos ap6s a defini¢do das condic¢des
otimizadas na amostra padrdo, as amostras de trigo denominadas A, B, C e D foram
adquiridas no comércio local, sendo obtidas fragdes de 500 g (a granel).

Todas as amostras foram armazenadas em recipientes plasticos, sendo vedados e

estocados sob condic¢des de baixa temperatura (<5°C) até o momento das analises.

4.1.4 Padroes de micotoxinas

Os padrdes analiticos dos tricotecenos DON, NIV, 3-ADON e 15-ADON foram
adquiridos da Sygma-Aldrich (EUA). As solugdes estoque foram preparadas a partir de
recipientes que continham 1 mg de cada micotoxina e as mesmas foram solubilizadas,
separadamente, em benzeno:acetonitrila (95:5) até a concentragdo de 100 ug mL™.

Em seguida, cada solugdo estoque foi diluida para obtengdo das solugdes padrio,
cujas concentragdes corresponderam a 50 pg mL™, de acordo com a relagio massa/volume e
confirmada por espectrofotometria através do espectrofotdometro FEMTO UV-Vis modelo
Cirrus 80, de acordo com metodologia descrita por Bennett € Shotwell (1990) e Krska et al.
(2007).

O comprimento de onda pertencente & maxima absor¢ao foi 220 nm para todas as
micotoxinas. A absortividade molar de DON, NIV, 3-ADON e 15-DON utilizada foi de 6808,
6836, 6911 e 6895, em acetonitrila, respectivamente. Para estimar as concentragdes das

solugdes de trabalho foi utilizada a Equacao 1.

— Abs X MM X 1000 X FC
Ag mL™! = (1)

e X C

Onde:

Abs = Valor da absorbancia da solu¢ao-padrao (UA — unidade de absorbancia)

MM = Massa molecular da micotoxina (g.mol™)

FC = Fator de corre¢ao do espectrofotometro

€ = Absortividade molar da micotoxina no comprimento de onda de méxima absorbancia em

acetonitrila (mol™.cm™)
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C = Largura da cubeta (1 cm)

4.2 METODOS
4.2.1 Amostragem

Para a redugdo das amostras brutas, foi realizado o quarteamento que tem como
principio considerar que um quarto deve ser representativo do todo (CECCHIL 1999;
SOARES, 2006). Este procedimento consistiu em colocar a amostra sobre uma superficie
plana, onde foi homogeneizada com espatula formando uma pilha que foi nivelada e dividida
em quatro segmentos iguais. Destes, dois segmentos opostos foram utilizados e os outros dois,
descartados. Os segmentos restantes foram misturados e reduzidos da mesma forma, até a
obten¢ao do tamanho ideal da amostra. Para cada planejamento experimental, uma fracao de 1
kg de graos foi separada, sendo homogeneizadas para garantir a representatividade da amostra

analitica.

4.2.2 Condicionamento do trigo

Os graos da amostra padrao foram limpos superficialmente, para retirar sujidades
provenientes do armazenamento como palha, folhas e outros materiais estranhos. Em seguida
foi determinada a umidade inicial do trigo (conforme item 4.2.3), para a determinacdo do
volume de agua a ser adicionado para atingir a umidade final de 17%, de acordo com a
Equagao 2.

100—umidade inicial do trigo (%)
100 —umidade final do trigo (%)

Agua adicionada (mL) = ( ) — 1 X Peso da amostra ()

Através do volume de 4dgua estimado, as amostras foram hidratadas em placas de
Petri contendo tampas ou béqueres vedados com papel filme, com capacidade de 150 g, onde
a agua foi acrescentada a partir do centro da massa dos graos, utilizando pipeta graduada de 1
mL. Posteriormente, a mistura foi homogeneizada com bastdo de vidro durante 1 minuto.

Para estabelecer o tempo de condicionamento € o conteutdo de umidade a ser
estudado foram verificados relatos da literatura que descrevem que o tempo de
condicionamento e o conteido de umidade dependem da avaliagdo do tipo de trigo, sendo que
o grdo mais duro devera permanecer por mais tempo no silo para absorver melhor a dgua
adicionada (HOSENEY, 1991; POSNER; HIBBS, 1997). Pelo fato das especificacdes do

trigo da amostra padrdo nao terem sido apresentadas pelo produtor, optou-se por avaliar trés
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tempos de condicionamento (0, 8 e 16 h), mantendo o mesmo conteido de umidade para

todos, sob temperatura ambiente (25 °C).

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica dos graos de trigo

As amostras de trigo foram caracterizadas antes e apds os tratamentos fisicos com
US, UV-A ou UV-C através da composi¢ao proximal seguindo métodos da AACC (2010),
sendo analisados em triplicata. A umidade foi determinada por gravimetria, através da perda
de massa apds secagem em estufa conforme método n® 44-15.02; o teor lipidico foi
determinado de acordo com o método n° 58-99.01; o teor de cinzas por método gravimétrico
pela incineragdo utilizando o método n° 08-03.01; a proteina bruta pelo método micro-
Kjeldahl, seguindo método n® 46-13.01; a fibra alimentar total pelo método n® 32-05.01 e o

teor de carboidratos estimado por diferenga percentual.

4.2.4 Tratamentos fisicos de US e UV-A ou UV-C

Pelo fato de os processos fisicos de US e UV serem ainda pouco explorados para
a redug¢do dos niveis de micotoxinas, optou-se por utilizar para cada tratamento um
planejamento experimental fatorial fracionado que de acordo com Giesbrecht e Gumpertz
(2004) ¢ utilizado quando o objetivo ¢ investigar um grande nimero de fatores para
determinar quais podem ser os mais importantes na influéncia de determinado processo.

Para melhor entendimento do procedimento aplicado neste trabalho, o fluxograma

demonstrado na Figura 4 ilustra como os tratamentos com US e UV foram realizados.

Figura 4 - Esquema simplificado do preparo das amostras.

‘ Condicionamento ‘

‘ Tratamento fisico ‘

|
Ultravioleta

Isolados ou combinados

Avaliacido de micotoxinas e
caracterizagdo bioquimico-tecnoldgica
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Para a avaliagdo do efeito do US nos graos de trigo foi realizado um planejamento
experimental aplicando um delineamento fatorial fracionado 2*"' contendo 8 ensaios entre os
niveis superiores e inferiores e trés repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios, com
valores codificados e reais indicados na Tabela 4. A varidvel resposta foi a redug¢do (%) dos
niveis dos tricotecenos: DON, NIV, 3-ADON e 15-ADON e a escolha das variaveis

independentes tiveram como base a patente de Lindner (1996).

Tabela 4 - Variaveis independentes e dados codificados e reais para o planejamento fatorial
fracionado 2*' referente 4 aplicacio do US.

Varidvei Niveis
ariaveis | 0 |
Frequéncia (kHz) 25 40 55
Tempo de Exposicao (h) 0,5 2 3,5
Tempo de Condicionamento (h) 0 8 16
Diametro (cm) 3 6,5 10

Para a realizagdo dos experimentos, foram adicionados 40 g de graos de trigo em
béqueres com didmetros de 3; 6,5 ou 10 cm, tendo a umidade corrigida para 17% com base no
teor de umidade inicial (12,5%)determinado conforme item 4.2.3. Em seguida, as amostras
foram submetidas ao banho ultrassonico Ultra Cleaner (Unique) modelo USC-800A com
poténcia de 100 Watts e freqiiéncia de 40 kHz; ou banho ultrassonico Ultra Cleaner (Unique)
modelo USC-700 com poténcia de 55 Watts e freqiiéncia de 55 kHz; ou banho ultrassonico
Cleaner (Unique) modelo USC-1850 com poténcia de 155 Watts e frequéncia de 25 kHz,
conforme ilustrado na Figura 5. A amostra referente a cada ensaio do planejamento foi
submetida separadamente dentro da cuba ultrassonica e para que ndo houvesse movimentagao

do béquer, foram utilizadas fitas adesivas.

Figura 5 - Fotografia dos tratamentos onde foram aplicadas diferentes frequéncias
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Apbs o término de cada ensaio, o conteudo de cada béquer foi triturado em
moinho analitico Quimis - Q298A21 durante 5 min. A extra¢ao de tricotecenos da amostra foi
realizada em duplicata, sendo aplicado o método QUEChERS (ANASTASSIADES et al.,
2003) modificado por (SEUS, 2014), com posterior andlise em CLAE-UV. A variavel
resposta foi a reducdo dos tricotecenos e para fins de comparagdo, um experimento controle
foi realizado concomitantemente, consistindo em uma amostra sem aplicacdo do tratamento
fisico.

Em relagdo a avaliacdo do efeito da luz UV nos graos de trigo, foram avaliados os
comprimentos de onda de 254 nm (UV-C) e 365 nm (UV-A), em planejamentos
experimentais distintos. Foi aplicado um delineamento fatorial fracionado 2*' contendo 8
ensaios entre os niveis superiores e inferiores e trés repeticdes no ponto central, totalizando 11
ensaios, com valores codificados e reais indicados nas Tabela 5, para UV-C e UV-A,
separadamente. A variavel resposta foi a reducdo (%) dos niveis dos tricotecenos: DON,
ADONS e NIV. A escolha das varidveis independentes foram baseadas em dados
bibliograficos de Garg et al. (2013).

Para verificagdo da redugdo dos niveis das micotoxinas, foi realizado um
experimento controle que consistiu em uma amostra sem aplicacdo do tratamento fisico,

sendo utilizada para a comparagao dos dados.

Tabela 5 - Dados codificados e reais para os planejamentos fatoriais fracionados 2*' referente
a aplicagdo da luz UV-A e UV-C em grdos de trigo contaminados naturalmente por

tricotecenos.
i Niveis
Variaveis 3 0 T
Espessura camada graos na placa (cm) 0,4 0,8 1,2
Tempo de exposicao (h) 2 5 8
Tempo de condicionamento (h) 0 8 16
Distancia lampada/superficie graos (cm) 8 15 22

Para a realizagdo dos experimentos, foram adicionados 40 g de graos de trigo em
placas de Petri com didmetros de 7, 9 ou 14,7 cm, sendo submetidas a irradiagdo no interior
de uma camara com gabinete revelador cromatografico modelo GRC-03 da marca Dist,
contendo ldmpada UV de 8 W, de acordo com a Figura 6. A umidade dos graos foi corrigida
para 17%, tendo como base o teor de umidade inicial (12,5%) determinado conforme item

4.2.3.
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Figura 6 - Imagens referentes as placas de Petri (A); desenho simplificado da camara (B);
vista superior da Camara Dist GRC-03 sendo utilizada para experimento com UV-C (C) e
vista superior aproximada da Camara (D).

(A) (B)

Nos experimentos com UV, a dose ¢ o produto da intensidade de radiacdo pelo

tempo de exposicao e foi calculada conforme a Equagao 3.
D=1t 3)

Onde: D = Dose de radiagio UV (mW.s.cm™); I = Intensidade da radiagio (mW.cm™);

t = Tempo de exposigado (s). A intensidade foi estimada através da Equacao 4.
_F
=1 @)
Onde: I = Intensidade; P = Poténcia da lampada e A = Area

Apo6s a obtencdo das condicdes otimizadas, foi realizada a confirmagdo da
redugdo de tricotecenos pelos tratamentos fisicos, repetindo-se os ensaios onde ocorreram as
maiores reducdes de DON, por ser o Unico tricoteceno legislado no Brasil. Além disso, para a
avaliacdo dos tratamentos fisicos combinados, a condi¢do otimizada do tratamento com US
foi aliada a melhor condigdo de UV (UV-A ou UV-C) em sequéncia, respectivamente. Ao
final destes procedimentos, foi realizada a determina¢do de tricotecenos das amostras

conforme item 4.2.5.
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4.2.5 Determinacio de tricotecenos nas amostras de graos de trigo

Apds o término de cada ensaio com os tratamentos fisicos, os graos foram
primeiramente homogeneizados e em seguida, foi retirada uma fracdo de 35 g para a
realizagdo da moagem em moinho Quimis - Q298A21 durante 5 min. A extragdo de
tricotecenos das amostras foi realizada em triplicata, sendo aplicado o método QuEChERS
descrito por Anastassiades et al. (2003) modificado por Seus (2014), consistindo em adicionar
a 10 g de amostra 20 mL de dgua destilada. Ap6s, a mistura foi lavada com 10 mL de hexano
por duas vezes, sendo retirado com o uso de uma pipeta de Pasteur. Foram adicionados 20
mL de acetonitrila (ACN) e a mistura foi homogeneizada em agitador orbital por 20 min a
800 xg. Apobs, o material foi agitado em vortex por 2 min com 6 g de sulfato de magnésio e
1,5 g de cloreto de sddio. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min a 3220 xg. Foram
retirados 10 mL do sobrenadante e adicionados 0,3 g de sulfato de magnésio e 0,1 g de Cj5. A
mistura foi homogeneizada em voértex por 30 s e centrifugada novamente por 5 min a 3220 xg.
Foram recolhidos 3 mL de sobrenadante, o qual foi seco sob corrente de N,, para posterior
ressuspensao em 1 mL de ACN e inje¢do no CLAE-UV.

Para confirmar a eficiéncia dos tratamentos fisicos em graos da amostra padrao
contaminada artificialmente antes e apos os tratamentos, foram realizados de recuperagao para
verificar a reducdo da concentracdo de tricotecenos, conforme Equagdo 5, estimando-se

também o coeficiente de variacao (%).

R =42 o 100 (5)
C3

Onde:

R = Recuperacao (%);

C1 = Concentra¢do determinada na amostra fortificada;

C2 = Concentragao determinada na amostra ndo fortificada (branco);

C3 = Concentracao do padrao utilizado para a fortificagao.

A fortificagdo com cada tricoteceno (40 pg) foi realizada com 24 h de
antecedéncia para a completa evaporagao do solvente. Apos, os grdos foram submetidos ao

tratamento fisico especifico e em seguida submetidos a extracdo e quantificacao.

4.2.6 Determinacao de proteinas soluveis

A extragdo das proteinas soliveis para os graos de trigo tratados e ndo tratados foi

realizada com base na solubilidade das diferentes fragdes proteicas (albumina, globulina,
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prolamina e glutelina), que foram separadas por extracdo sequencial de acordo com a
solubilidade em agua, cloreto de sodio, etanol e hidroxido de sodio. Inicialmente foram
adicionados 10 mL de agua destilada a 1 g de amostra, seguido por agitacdo em mesa
agitadora orbital durante 30 min a 200 x g e 25 °C. As amostras foram centrifugadas a 3220 x
g durante 20 min e o sobrenadante foi coletado, repetindo-se o procedimento para obtencao da
fracdo albumina. Ao residuo da extracdo anterior foram adicionados 10 mL de NaCl 1 % para
a obtencao da fracdao globulina, utilizando as mesmas condigdes de agitagdo e centrifugacao.
Para as extragdes de prolamina e glutelina, foi utilizado etanol 70% e NaOH (0,1 mol L™ ),
respectivamente (OSBORNE, 1924).

A quantificagdo das fragdes protéicas separadas pela solubilidade foi realizada
pelo método de Lowry (1951), utilizando curva padrdo de albumina solubilizada em éagua
(0,018 — 0,18 rng.rnL'1 ), NaCl 1% (0,018 — 0,18 mg.mL'1 ), etanol 70% (0,018 — 0,18
mg.mL™") e NaOH (0,018 — 0,18 mg.mL™).

4.2.7 Extracao e determinacio da atividade enzimatica de a-amilase

A atividade enzimatica da a-amilase foi determinada pela degradacdo do amido
por método iodométrico descrito por Bernfeld (1955). Para a extragdo da a-amilase presente
nos graos de trigo, a 1 g de amostra foi adicionado 50 mL de NaCl 0,5% e a mistura foi
homogeneizada em agitador orbital durante 30 min, a 37 °C e 200 x g. Ap0s, foi realizada a
centrifugacao por 10 min a 2800 x g, com posterior filtracdo do sobrenadante em banho de
gelo, para obtengdo do extrato enzimatico.

Para a quantificacdo de a-amilase, foram adicionados 0,5 mL de amido 0,1%, 0,1
mL de tampao citrato pH 6 e 0,3 mL de 4gua destilada em tubos de ensaio, sendo submetidos
a banho-maria a 50 °C durante 5 min. Logo, foi adicionado 1 mL do extrato enzimaético e
novamente foram transferidos para banho-maria a 50 °C por 5 min. Em seguida, foi
adicionado 0,5 mL de HCl 1 M, 0,1 mL de iodo (0,3% I, em solugao 3% de KI) e 7,5 mL de
agua destilada e os tubos foram homogeneizados para entdo realizar a leitura em
espectrofotdmetro a 620 nm. A curva de amido teve uma linearidade de 0,02 2 0,15 mg mL™" e

a atividade especifica da enzima (AE) foi determinada de acordo com a Equagao 6.

Concentra ¢do inicial de amido —concentra ¢ao final de amido

AE = (6)

mg prote ina min
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4.2.8 Extracao e determinacio da atividade enzimatica de peroxidase

Para a extragdo da peroxidase dos grdos de trigo, a 5 g de amostra foram
adicionados 50 mL tampao fosfato 10 mM pH 5. Em seguida, a mistura foi submetida a
agitacdo orbital durante 1 h a 100 x g com posterior centrifuga¢ao por 10 min, 3220 x g ¢ 4
°C. O sobrenadante foi filtrado com papel filtro Whatmann n° 4 para a obten¢ao do extrato
enzimatico (FELTRIN, 2013).

A determinacdo da atividade enzimatica da peroxidase foi avaliada através de
método adaptado por Feltrin (2013), onde adicionou-se a tubos de ensaio 1,5 mL de tampao
fosfato 5 mM pH 5,5; 2 mL H,O destilada, 0,5 mL guaiacol 1% e 1 mL do extrato enzimatico,
submetidos ao banho-maria a 30 °C durante 10 min. A transmitancia do composto oxidado
(tetraguaiacol) foi obtida em espectrofotometro a 470 nm, sendo o €479 do guaiacol 26600
mol” cm™ (Vetal e Rathod, 2015). A atividade foi estimada de acordo com a Equacdo 7.

Abs x fdil x Vr x 103
eXtXV

UmL™1 =

(7

Onde, Abs é a absorvancia determinada por min, fy;; ¢ o fator de diluigdo da
amostra, 7, é o volume da rea¢io (mL), /0° ¢ o fator de conversdo de mmol para pmol, € é o
coeficiente de absor¢ao molar do substrato, 7 € o tempo de reagdo (min) ¢ V' € o volume de
extrato adicionado no meio reacional (mL).

Uma unidade de atividade especifica da enzima PO foi definida como a massa de
proteina capaz de causar um aumento da unidade de absorbancia em 0,001/min.mgproteina

(GARDA-BUFFON, BADIALE-FURLONG, 2010).

4.2.9 Determinacio do perfil lipidico

Os lipidios das amostras de trigo tratadas e ndo tratadas com os processos fisicos
nas condicdes otimizadas foram extraidos pelo método de Folch, Less e Stanley (1957),
utilizando-se cloroférmio e metanol (2:1) em funil de separacdo. Apds a separagdo das fases e
evaporacao do solvente foram quantificados gravimetricamente. Os acidos graxos obtidos
foram derivatizados para a obten¢do de ésteres metilicos, segundo o método de Metcalfe,
Schimtz e Pelka (1966), mediante adi¢do de 5 mL de solu¢do metandlica 500 mM de KOH,
aquecimento por 7 min, adicdo de 1,5 mL da mistura de trifluoreto de borometanol (10%),
aquecimento por 15 min e extracdo com hexano.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados por cromatografia a gas,

utilizando o cromatografo Varian Star Chromatograph 3400CX, equipado com coluna capilar
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de polietilenoglicol (DB-WAX 30 x 0,32 mm e espessura de filme de 0,25 um). A
temperatura da coluna foi programada para variar entre 100 e 230°C a 8°C/min, sendo
mantida a temperatura final por 20 min. As temperaturas do injetor e do detector foram 250°C
e 280°C, respectivamente, utilizando N, como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL min'. A
identificacdo dos picos cromatograficos ocorreu pela comparagdo dos tempos de retengdo de
cada éster metilico de 4cido graxo das amostras com os da mistura de padrdes, sendo a
quantificacdo efetuada pela normalizacdo das areas dos picos. Os resultados foram

apresentados como % de cada acido graxo identificado na fragao lipidica.

4.2.10 Caracterizacio tecnoldgica da farinha de trigo

Ap6s elucidar as condi¢des otimizadas dos tratamentos fisicos para a redugdo dos
niveis de tricotecenos, foram tratados 3 kg de amostra com US e 3 kg de amostra com UV-C,
utilizando uma amostra controle, sem tratamento. Todas as amostras foram enviadas a
Universidade de Passo Fundo (UPF) para avaliacdo das caracteristicas tecnoldgicas das
farinhas derivadas de cada processo.

Os graos de trigo tratados e nao tratados com US e UV nas condi¢des otimizadas
foram processados separadamente, até a obtengdo da farinha no Laboratorio de Cereais do

Centro de Pesquisa em Alimentacdo.

4.2.10.1 Moagem experimental

A extragdo experimental foi realizada através da moagem que simula o processo
industrial, servindo de indicativo do rendimento da farinha ou taxa de extracdo. A moagem foi
realizada em moinho piloto modelo CDI, marca Chopin (Villeneuve-la-Garenne, Cedex,

Franga) (CHOPIN, 1998).

4.2.10.2 Falling number ou nimero de queda

O numero de queda foi determinado através do uso do aparelho Falling Number,
modelo 1500 Fungal (Perten Instruments, Sui¢a) de acordo com o método n° 56-81.03 da

AACC (2010), utilizando 7 g de farinha, corrigido para 14% de umidade.

4.2.10.3 Alveografia

As caracteristicas viscoelasticas das amostras de farinha de trigo foram
determinadas no alveografo Chopin, modelo NG (Villeneuve-la-Garenne Cedex, Franca)

utilizando o método n°® 54-30.02 da AACC (2010). Os parametros obtidos nos alveogramas
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foram tenacidade (P), que mede a sobrepressdo maxima exercida na expansao da massa (mm);
extensibilidade (L), que mede o comprimento da curva (mm) e energia de deformagdo da
massa ou for¢a geral do gluten (W), que corresponde ao trabalho mecanico necessario para

expandir a bolha até a ruptura, expressa em 107 J.

4.2.10.4 Farinografia

Nesta analise, foi avaliada a resisténcia oferecida pela massa quando submetida a
uma ac¢do mecanica constante nas condi¢des experimentais, através de tracado grafico,
utilizando-se o farindgrafo da marca Brabender modelo Farinograph —E- type 810112- NR
06021, segundo metologia 54-21 AACC (2010).

4.2.10.5 Glaten umido/seco/indice

O teor de gluten foi determinado pelo método 38-12.02 da AACC (2010),
utilizando-se o aparelho Glutomatic (Peter Instruments North America Inc., Reno, USA). A
porcentagem de gluten imido foi obtida na base de 14% de umidade, calculando-se a relagado
entre o peso total do gluten umido/g ¢ 100% de umidade da amostra. O indice de gliten ¢é a

relacdo entre o gliten seco e o gliten total da amostra.

4.2.10.6 Colorimetria

Para a avaliacdo da cor, foi utilizado um colorimetro Konica Minolta Modelo CR
310 Japan 79981014 segundo metodologia 14-22.01 AACC (2010), que durante a andlise
emitiu raios de luz que foram refletidos e medidos pelo equipamento, mostrando os resultados
a partir das variaveis (L), (a) e (b). A varidvel (L) mede a intensidade de luz e varia de 0 a
100, sendo que valores mais proximos a 100 indicam coloragdo branca. Além disso, também
foram determinadas as coordenadas de cromaticidade pelo simbolo a*, onde varia de a*
positivo para a* negativo, sendo o positivo uma cor mais avermelhada e o negativo uma cor
esverdeada. A coordenada de cromaticidade caracterizada pelo simbolo b* positivo tende a

sua cor para o amarelo e b* negativo para o azul (MIRANDA; MORI; LORINI, 2010).

4.2.11 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos nos planejamentos experimentais fatoriais
fracionados foi realizada utilizado o Software Statistica 5.0 (Statsoft Inc, EUA), e a
sensibilidade dos pardmetros estudados sobre as respostas de interesse foram examinadas

através do diagrama de Pareto, permitindo indicar quais os parametros possuiam influéncia
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significativa sobre cada varidvel resposta utilizada. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando analise de

variancia (ANOVA) e comparados através do teste de Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE TRICOTECENOS NAS AMOSTRAS DE GRAOS DE TRIGO

Para a garantia da qualidade analitica, foram padronizados os parametros
analiticos de DON, ADONS ¢ NIV em CLAE-UV. Obteve-se uma curva analitica no solvente
€ na matriz, através da diluicdo dos padrdes dos tricotecenos DON, 3-ADON, 15-ADON e
NIV, onde a linearidade correspondeu a faixa de 0,5 a 4 pg mL™ para todos os analitos,

conforme indicado na Tabela 6.

Tabela 6 — Curvas analiticas dos tricotecenos, utilizando método QuUEChERS no sistema

CLAE-UV.
. Curva analitica no Curva analitica na
Tricoteceno R .
solvente matriz
DON y=23926x +38645 0,99 y = 18474x — 14825 0,99
ADONS y =29469x +248,9 0,99 y=27747x + 17539 0,98
NIV y = 13889x + 1480 0,93 y=11677x — 6696 0,98

r = coeficiente de correlagao

Os coeficientes de correlagdo (r) foram maiores que 0,93, estando de acordo com
as orientagdes do INMETRO (2003), EUROPEAN COMISSION REGULATION (2006) e
ANVISA (2011) que recomendam valores entre 0,90 e 0,99, assegurando a linearidade da
relacdo entre o sinal medido (y) e a concentragdo (x) para o intervalo de concentragdes em
questao.

Na Figura 7 estdo representados dois cromatogramas referentes as curvas
analiticas, indicando tempos de retencdo de 4,9 e 5,2 min para NIV e DON, respectivamente.
Além disso, observa-se que os picos cromatograficos dos tricotecenos 3-ADON e 15-ADON
co-eluiram em aproximadamente 6 min e ndo obtiveram separagdo, fato ja observado por Seus
(2014) durante o desenvolvimento do método para detecdo destes compostos em trigo. Desta
forma, neste trabalho foi considerado um tnico pico para representar os ADONS em todos os
estudos de extracdo, sendo que este mesmo sistema de quantificagdo também foi utilizado por

Krska et al. (2007).
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Figura 7 - Cromatogramas de eluigao dos tricotecenos - (A) Referente ao primeiro ponto da
curva: NIV (0,5 pg mL™); DON (0,5 pg mL'1); 15-ADON (0,5 ug mL™) ¢ 3-ADON (0,5 ug
mL™") e (B) referente ao ponto médio da curva: NIV (2 pg mL™); DON (2 ug mL1); 15-
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E PERFIL DE MICOTOXINAS

A avaliagdo da classe de tricotecenos na amostra de trigo padrdo indicou a
quantidade de 3890 (£11,2), 2321,6 (£9,2) e 1947,1 (+7,4) ug kg', para DON, ADONS e
NIV, respectivamente. Através deste resultado, foi possivel observar que o valor de DON
estava acima do limite maximo permitido pela legislagdo brasileira em vigor (BRASIL,
2011), que estima o limite maximo tolerado de 3000 pg kg™ para trigo em grdos destinados a
posterior processamento, sendo o Unico tricoteceno legislado. Na mesma safra, Machado et al.
(2017) realizaram um estudo de ocorréncia de DON em 668 amostras de graos de trigo
brasileiro coletados no sul do Brasil e verificaram valores entre 710 ¢ 11800 pg kg™

Durante a limpeza realizada superficialmente, foi observada a presenca de
impurezas como graos de outras espécies e fragmentos de insetos (Figura 8§B), além de graos
ardidos e de coloragao résea (Figura 8A), fato que corrobora com a possivel colonizacao por
espécies de Fusarium que segundo Champeil et al. (2004) sdao responsaveis pela formagao de

toxinas de campo, onde se enquadram os tricotecenos, fumonisinas e zearalenona. Dentre
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estas espécies, F. graminearum ¢ o principal causador de Fusariose ou Giberela em trigo,
doenca que danifica os granulos de amido e paredes celulares, afetando a estocagem de

proteinas do endosperma, resultando em uma baixa qualidade do produto (SNIJDERS, 2004).

Figura 8 - Graos de trigo danificados (A) e impurezas presentes na sacaria (B).

(A) (B)

Como a amostra avaliada quanto ao teor de tricotecenos apresentou valores de
DON acima do limite maximo permitido pela legisla¢do, além de possuir contaminagdo com
3-ADON, 15-ADON e NIV, foi selecionado para a aplicacdo dos tratamentos fisicos visando
verificar a eficiéncia do uso de US ou UV na redugdo da contamina¢do das micotoxinas
presentes.

Inicialmente foi realizada a composi¢ao proximal desta amostra (sem tratamento),
e apos alcangar as condi¢des otimizadas para os tratamentos fisicos aplicados, também foi
realizada a mesma andlise de caracterizacdo fisico-quimica. Os valores médios dos teores de
cada variavel analisada estdo expressos em % (g 100 g') de amostra em base umida,
conforme Tabela 7.

Tabela 7 - Composicao proximal da amostra de trigo ndo-tratado e tratado nas condi¢des

otimizadas.
Composigio Amostra Amostra Amostra Literatura
(Yb.u) Controle tratada com tratada com tratada com
UV-A Uv-C US
Umidade 12,5 (£0,05) 16,7* (£0,05) 16,5" (+0,15) 16,3" (+0,4) 10,6138
Lipidios 1,5% (£0,1) 1,5% (£0,1) 1,5% (£0,05) 1,4* (£0,05) 1,1-2
Cinzas 1,3% (£0,05) 1,45 (+£0,05) 1,4% (£0,05) 1,5% (+0,05) 1,4-2,5
Proteinas 14,8% (+0,5) 14,6 (+0,1) 14,6 (+0,1) 14,7% (£0,1) 52-13
Fibras 1,6 (£0,1) 1,5% (£0,06) 1,5% (+0,05) 1,6 (+0,05) 0,1 -44

Carboidratos  68,3% (£0,2)  64.2° (£0,06)  64,5°(x0,2) 64,5 (£0,36) 71,3 80,8

%b.u = Percentual em base umida +DP (desvio padrdo); Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p<0,05). Literatura = faixa de dados apresentados no texto.
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A umidade das amostras diferiu estatisticamente do controle (12,5%) pelo fato de
ser realizado o ajuste neste parametro para 17% nos tratamentos fisicos. Consequentemente,
os carboidratos também diferiram estatisticamente, pois sdo estimados por diferenca. De
acordo com Faroni et al. (2002), valores de umidade menores que 13% sdo recomendados
tecnicamente sobre a premissa de assegurar a conservacdo e armazenamento satisfatorio dos
graos de trigo. Berbert e Stenning (1999) relatam que o teor de 4gua presente nos graos ¢ um
dos fatores preponderantes para a obtencdo de um produto de melhor qualidade apds
processamento.

Pagnussatt et al. (2011) realizaram a composi¢ao proximal das cultivares de trigo
Safira, Onix e Pampeano, apontando valores de umidade entre 11,8 ¢ 12,4 %, lipidios entre
1,1 e 2,4%, cinzas de 1,5 a 1,7%, proteinas de 6,1 a 7,5%, fibras entre 0,1 ¢ 3,8% e
carboidratos de 72,2 a 79,4%. Ribeiro (2009) estudou a influéncia do tempo de
condicionamento do trigo na qualidade tecnologica da farinha e verificou resultados de
composi¢do proximal similares aos encontrados neste estudo, com teor de umidade 12,5%,
lipidios 1,27%, cinzas 1%, proteinas 13% e 71,3% de carboidratos, sendo estimados por
diferenga. Rutz (2012) avaliou o efeito da temperatura e do tempo de armazenamento do trigo
sobre a qualidade dos graos e das farinhas, indicando teor de umidade do trigo de 12,5%,
lipidios 1,2%, cinzas 1,4%, proteinas 12,2 %, fibras 4,4% e carboidratos 80,8%, estimados em
base seca.

Mendes (2013) ao avaliar a aplicagdo de extratos enzimaticos inibidores de a-
amilase provenientes de grdos de trigo para o biocontrole de Fusarium verticillioides,
constatou para as variedades Abalone, BRS Taruma, Quartzo NO, OR Marfim NE e
Fundacep Raizes valores de umidade entre 10,6 e 13,8%, lipidios entre 1,4 e 2,5%, proteinas
entre 5,2 ¢ 9,3%, fibras entre 0,7 e 1,9%, cinzas entre 1,1 e 1,8 ¢ carboidratos entre 74,3 ¢
78,6%

Ao realizar uma compara¢do dos dados obtidos neste trabalho com os resultados
da literatura, ¢ possivel observar que o conteido dos componentes dos graos possuem uma
variagdo, que de acordo com Pagnussatt et al. (2011) ¢ decorrente do manejo da cultura,
processamento ou armazenagem, produzindo grdos com caracteristicas nutricionais

diferenciadas também em func¢do da distribuicao ndo uniforme nas porg¢des do grao.

5.3 TRATAMENTO F{SICO COM APLICACAO DE US

Para a realizacdo do tratamento fisico através da aplicagdo do US, foi realizado

. . . . 4-1 . e, .
um planejamento experimental fatorial fracionado 2™, sendo avaliadas as variaveis
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frequéncia (F), diametro do béquer (Di), tempo de condicionamento (T.C) e tempo de
exposic¢do (T.E). Os resultados da concentracdo para cada tricoteceno apos a aplicacdo do US

estao apresentados na Tabela 8.

. . . 4-1 . . ~
Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental 2" para avaliar a aplicagdo de US, com
variaveis independentes e niveis avaliados em fun¢ao da concentragdao da contaminagao por
tricotecenos em trigo.

Concentraciio (ug kg™)
Ensaio F Di T.C T.E

DON ADONS NIV

I 125 -1(3) -1(0) -1(0,5) 2641,3(+3,5) 19083 (£5,7) 1489,5 (+4,2)
2 41(55) -1(3) -1(0) +1(3,5) 2649 (#8,5) 19594 (x4,1) 1540, (£9,5)
3 125 +1(10) -1(0) +1(3,5) 29642 (+4,6) 1880,5(+£8,2) 17874 (+2,7)
4 +1(55) +1(10) -1(0) -1(0,5) 2804,7 (x8,6) 2200,8 (£2,1) 14953 (+12,5)
5 -1(25) -1(3) +1(16) +1(3,5) 25168 (£12,1) 1557,8 (x10,3) 1423,3 (+9,2)
6  +1(55 -1(3) +1(16) -1(0,5 2598,5(x1,4) 1594,9 (+8,1) 1779,6 (+3.,9)
7 125 +1(10) +1(16) -1(0,5) 2450,7(£5,5) 1578,7(£7,9) 1398 (£5,2)

8  +1(55) +1(10) +1(16) +1(3,5) 2800,8 (+13,8) 14394 (£12,6) 14642 (£9,1)
9  0(40) 0(65) 0(8) 0(2)  3357,1 (x1,5) 1808,5(5,7) 1748,5 (+7,7)
0 0(40) 0(65) 0(8) 0(2) 33843 (x62) 1841 (3,2) 1725,1 (£10,2)
1 0(40) 0(65) 0(8) 0(2) 33959 (54) 1834 (x4,8) 17543 (£9,5)

p— —

F = Frequéncia (kHz); Di = Didmetro do béquer (cm); T.C = Tempo de condicionamento (h); T.E = Tempo de
exposi¢ao (h)

A magnitude dos efeitos estimados de cada variavel ¢ apresentada no diagrama de
Pareto (Figura 9) que mostra o efeito quantitativo estimado que cada uma das variaveis possui
sobre a reducdo dos niveis de DON, ADONS e NIV, sendo possivel identificar quais destes
efeitos encontram-se dentro do grau de confianga estabelecido para a analise (90%).

Ao observar a Tabela 9, verifica-se que a varidvel com maior efeito sobre a
redu¢do de ADONS e NIV foi o tempo de condicionamento, com valores de 19,1 e 3,1%,
respectivamente. Para a redu¢do de DON, esta foi a variavel que exerceu o segundo maior
efeito aumentando a redugdo em 1,9%. Entretanto, o didmetro do béquer indicou o maior
efeito, porém negativo, correspondendo a -6,4%. Ainda, observa-se que ao aplicar as varidveis
pertencentes aos tratamentos dos ensaios 1 ao 8, ocorreram redu¢des de DON fazendo com
que a concentragio ficasse abaixo do LMT permitido pela legislagio (3000 pg kg'). A
aplicacdo das variaveis pertencentes aos ensaios 9, 10 e 11 também propiciaram redugodes,

porém, ndo chegaram a ficar abaixo do limite.
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Figura 9 - Diagramas de Pareto para redugdo da concentragdo de DON, ADONS e NIV em
trigo utilizando tratamento com US.

(2)Di (cm) 17,77 (3)T.C(h) 36,74097
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F = Frequéncia (kHz); Di = Didmetro do béquer (cm); T.C = Tempo de condicionamento (h); T.E = Tempo de
exposigdo (h)

Tabela 9 - Resultados dos efeitos e niveis de significAncia provenientes do planejamento 2*
em relacdo a reducdo de DON, ADONS e NIV (%) ap6s tratamento com US.

Efeito Nivel de Efeito Nivel de Efeito Nivel de

Variavel (%) significincia (%) significAncia (%) significincia
DON ADONS NIV
Média 253 0,00003 23,2 0,00009 17,8 0,0001
F 0,7 0,19 -2,9 0,03 -2,3 0,05
Di -6,4 0,003 -0,85 0,2 1,12 0,18
T.C 1,9 0,03 19,1 0,0007 3,1 0,03
T.E -0,3 0,49 4,8 0,01 -0,6 0,35
F = Frequéncia (kHz); Di = Didmetro do béquer (cm); T.C = Tempo de condicionamento (h); T.E =
Tempo de exposicao (h)

O tempo de condicionamento dos grdos varia conforme cada variedade de trigo e
de acordo com Gutkoski; Antunes e Roman (1999), quanto maior o tempo de hidratagao,
maior a permissdao para que a agua penetre entre os poros dos graos, visto que, quando o

tempo de descanso da amostra umidificada ¢ curto, a extracdo da farinha também pode ser
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prejudicada. Por outro lado, periodos muitos longos podem elevar o risco de germinacdo dos
graos, além de proporcionar a possibilidade do desenvolvimento de micro-organismos.
Estudos realizados por Yildirim; Oner; Bayram (2010) avaliaram a utiliza¢do da tecnologia
ultrassonica em relacao a hidratacao de graos de bico aplicando o processo de US, verificando
que a absor¢ao de dgua aumentou significativamente com o incremento do tempo de imersao
e aumento de temperatura, sendo que baixas frequéncias (20 - 25 kHz) também apresentaram
melhores resultados de absor¢do. Em outra investigacdo, Patero e Augusto (2015)
pesquisaram sobre o processo de hidratagao de sementes de sorgo, comparando o efeito do
aquecimento e aplicacdo de US para melhorar a taxa de hidratagdo, verificando que ao utilizar
53 °C e poténcia de 40 kHz a taxa de absor¢do de agua foi maior. Ainda, ressaltaram que
algumas razdes possiveis podem explicar o aumento da hidratagdo, embora seja dificil
confirmar a importancia relativa de cada uma. A primeira razdo estd relacionada com a
reducdo na convecgdo e resisténcia na superficie solida, devido a intensa turbuléncia gerada.
Contudo, esperava-se que a resisténcia interna a transferéncia de massa durante a hidratagao
dos alimentos fosse muito maior do que a resisténcia limite. Mulet et al. (2003) destacaram
que o efeito do US ¢ diferente para cada material alimentar, uma vez que ¢ afetado por
propriedades presentes nas células e tecidos.

A solubilidade dos tricotecenos varia com o nimero de grupos polares € os
tricotecenos altamente hidroxilados como DON e NIV sdo soltiveis em solventes mais polares
como acetonitrila, metanol, etanol e 4gua (UENO, 1983). Neste trabalho, o maior tempo de
condicionamento, variavel estatisticamente significativa para ADONS e NIV, possivelmente
propiciou uma maior interagdo destes tricotecenos com a dgua devido a presenc¢a de hidroxilas
e grupos acetil nas estruturas, resultando em uma maior reducdo pelo efeito da cavitagdo
induzido por ondas ultrassonicas, alterando a estrutura das micotoxinas. De acordo com
Pyiasena et al. (2003) e Chemat e Khan (2011), o fendmeno de cavitacao, responsavel por boa
parte dos efeitos do US sobre a matriz alimentar, origina-se quando a onda ultrassonica
atravessa um meio liquido, provocando alternancia de ondas de compressao (pressao positiva)
e rarefacdo (pressdo negativa), produzindo bolhas. Na cavitacdo instavel ou transiente, essas
bolhas oscilam entre os estados de compressao/rarefacao até ocorrer a sua implosao, gerando
um aumento de pressdo e temperatura localizado e a producdo de microjatos que apresentam
energia suficiente para desintegrar células e desnaturar enzimas.

A maior parte das micotoxinas presentes em cereais ficam aderidas ao lado
exterior dos grdos, facilitando a a¢do degradativa. Devido a isso, o tratamento ultrassdnico

age na liberagdo de toxinas a partir da superficie dos graos. No caso dos tricotecenos, reacdes
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quimicas sdo desencadeadas levando a uma alteracdo molecular das toxinas, provavelmente
agindo na degradagdo no grupamento epdxido das estruturas (LINDNER, 1996).

A redugdo com a utilizacao de béquer com menor didmetro, que foi significativo e
com efeito negativo de -6,4 apenas para DON pode ser atribuido a maior facilidade de
penetragdo das ondas ultrassonicas ao centro do béquer, devido ao efeito cavitacional e efeito
mecanico, permitindo maior penetracao do solvente na matriz sélida (WANG et al., 2008).

A variavel freqiiéncia mostrou ser significativa e com efeito negativo de -2,9 e
-2,3 para ADONS e NIV, respectivamente, indicando que ao utilizar freqiiéncia de 25 kHz,
obtém-se maiores redugdes. Tal fato pode ser explicado através de estudo realizado por
Piyasena (2003), onde relata que ondas ultrassonicas de baixa freqiiéncia possuem alta
energia, desenvolvendo niveis de poténcia mais altos, com energia suficiente para romper
ligagdes intermoleculares, originando efeitos de cavitacdo capazes de modificar propriedades
fisicas e favorecer reagdes quimicas. Neste estudo, durante a aplicagdo do US, calor foi
gerado devido a alta intensidade, fazendo com que a temperatura da 4gua ao final do processo
atingiu valores entre 45 e 50 °C. Corbin et al. (2015) relataram que o aumento da temperatura
pode ser um efeito vantajoso, facilitando a permeabilidade das paredes celulares e permitindo
o processo de difusdo e transferéncia de dgua. A sonoquimica de superficies sélidas em
liquidos depende de uma mudanca na dinamica da implosao da cavidade. Quando a cavitacao
ocorre em um liquido perto de uma superficie sélida estendida, a implosao da cavidade difere
da implosdo esférica simétrica observada em sistemas somente liquidos. A presenga da
superficie distorce a pressdo do ultra-som, de modo que uma implosdo de cavidade perto de
uma superficie ¢ marcadamente assimétrica (SUSLICK, 1989). Em sistemas heterogéneos, a
destruicao da bolha ocorre assimetricamente originando um jato de liquido em dire¢do a
superficie solida, podendo causar erosdo localizada. Mas existem também microfluxos de
liquidos que acabam por favorecer o transporte de massa entre a fase liquida e a superficie
solida, acelerando algumas reacdes quimicas (LIU et al., 2008).

Em relagdo ao tempo de exposicdo, esta variavel foi significativa e com efeito
positivo de 4,8% para ADONS, indicando que ao utilizar maiores tempos de exposicao,
obtém-se maiores reducdes. Este fato pode estar relacionado a maior interagdo propiciada,
porém existe a possibilidade de alteragdo de alguns componentes presentes nas partes mais
externas dos graos de trigo, como os lipidios.

Através da relacdo do conteudo de tricotecenos na amostra Controle, foi possivel
estimar a porcentagem de reducdo destas micotoxinas apds o tratamento com as ondas

ultrassonicas, conforme Figura 10.
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Figura 10 - Grafico referente aos valores da redugdo dos niveis dos tricotecenos DON,
ADONS e NIV para o tratamento com US, tendo como referéncia o ensaio controle.
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De maneira geral, foi possivel verificar que a melhor condi¢do para a redugdo de
tricotecenos apos a aplicacdo de US foi: utilizagdo de béquer de 3 cm de didmetro, tempo de
condicionamento de 16 h, freqiiéncia de 25 kHz e tempo de exposicao de 3,5 h. Esta condigao
coincide com a do ensaio 5, que de acordo com a Figura 10, mostra teores de reducdo para
DON, ADONS e NIV de 35,3, 32,9 e 26,9%, respectivamente. O ensaio 7 se destacou por
apresentar as maiores redu¢des de DON e NIV, com 37 e 28,2%, porém, a variavel tempo de
exposic¢ao foi de 0,5 h e diametro do béquer de 10 cm. Os valores de redugdo de ambos os
ensaios superaram a média, que apresentou 26, 23,2 e 17,8%, para DON, ADONS e NIV,

respectivamente.

5.4 TRATAMENTO FISICO COM APLICACAO UV-A

A aplicagdo de luz UV estd entre as estratégias disponiveis para remediar
contaminagdes pds-colheita (CANALE et al., 2011). Com base nesta estratégia, este estudo
buscou avaliar diferentes parametros em planejamento experimental, objetivando a reducao de

micotoxinas, conforme mostra a Tabela 10.
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Tabela 10 - Matriz do planejamento experimental 2*"' para avaliar a aplicacdo de irradiago
UV-A — A 365 nm em fungdo da concentragdo de tricotecenos em trigo.

Concentraciio (ug kg™)

Ensaio E.C T.E T.C D
DON ADONS NIV
1 -104) -1(2) -1(0) -1 (8) 3493,2 (£3,8) 1397,6 (£7,9) 1285 (£12,8)
2 +1(1,2) -1(2) -1(0) +1(Q2) 34348(x7,2) 1418,5(£8,6) 1324 (+10,4)
3 -1(04) +1(8) -1(0) +1(22) 2734,6(+10,1) 1871,2(#9,3) 1524,5(%9,9)
4 +1(1,2) +1(8) -1(0) -1 (8) 1505,4 (£6,8) 1339,5 (+10,1) 11449 (x11,7)
5 -1(04) -1(2) +1(16) +1(22) 18555(%11,9) 1836,3(¢4,7) 1100,1 (£12,5)
6 +1(1,2) -1(Q2) +1(16) -1(8) 1925,5 (£7,7) 1413,8 (£3,4) 1084,5 (+8,4)
7 -1(0,4) +1(8) +1(16) -1(8) 2030,5 (#4,6) 1390,6 (£6,6) 11682 (£7,1)
8 +1(1,2) +1(8) +1(16) +1(22) 2326,2(%8,1) 1334,9(+10,3) 1115,7(£9,8)
9 0 (0,8) 0(5 0(8) 0 (15) 2590,7 (£5,2) 1968,7 (x12,3) 1579,1 (+10,9)
10 0 (0,8) 0(5 0(8) 0 (15) 2462,3 (£6,3) 1908,3 (x10,1) 15129 (£11,5)
11 0 (0,8) 0(5 0(8) 0 (15) 2684,1 (+4,1)  2005,8 (£9,7) 1555,7 (£10,1)

E.C = Espessura da camada dos gréos na placa (cm); T.E = Tempo de exposi¢do a luz UV (h); T.C = Tempo de
condicionamento (h); D = Distancia entre a lampada e a superficie dos graos (cm)

A magnitude dos efeitos estimados de cada varidavel independente esta
apresentada nos diagramas de Pareto (Figura 11), que fornecem os efeitos quantitativos
estimados que cada variavel possui sobre a redug¢do dos niveis dos tricotecenos, dentro de um
grau de confianga de 90%.

Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que o tempo de
condicionamento apresentou efeito significativo e positivo para a reducao dos niveis de DON
e NIV. Ainda, a espessura da camada de graos exerceu maior efeito sobre ADONS, sendo o
segundo maior efeito para NIV. Entre os trés tricotecenos, o tempo de exposi¢cdo foi
significativo apenas para a reducdo de DON, mostrando um efeito positivo de 13,5 %
indicado na Tabela 11, obtendo-se a maior redugdo. A distancia entre a lampada e a superficie
dos graos apresentou efeito significativo e negativo para todas as micotoxinas .

Ao aplicar as variaveis pertencentes aos tratamentos dos ensaios 3 ao 11,
houveram redugdes de DON fazendo com que a concentracdo ficasse abaixo do LMT
permitido pela legislacdo (3000 pg kg™). A aplicacdo das variaveis pertencentes aos ensaios 1

e 2 também indicaram reducdes, porém, nao chegaram a ficar abaixo do limite.
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Figura 11 - Diagrama de Pareto referente ao tratamento UV-A para redu¢do de DON (A);
ADONS (B) e NIV (C).
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T.C = Tempo de condicionamento (h); T.E = Tempo de exposigao (h)

Tabela 11 - Efeitos e niveis de significincia provenientes do planejamento 2*' em relagio a
reducdo de DON, ADONS e NIV (%) apos tratamento com UV-A.

Efeito Nivel de Efeito Nivel de Efeito Nivel de

Variavel (%) significincia (%) significincia (%) significincia
DON ADONS NIV
Média 36,8 0,0005 29,9 0,0004 32,7 0,0002
E.C 59 0,09 10,6 0,02 52 0,05
T.E 13,5 0,02 1,4 0,45 -2,0 0,23
T.C 19,4 0,01 0,5 0,75 10,4 0,01
D -8,9 0,04 -9,9 0,02 -4,9 0,05

E.C = Espessura da camada dos grdos na placa (cm); T.E = Tempo de exposi¢do a luz UV (h); T.C =
Tempo de condicionamento (h); D = Disténcia entre a lampada e a superficie dos graos (cm).
Ao realizar uma comparacdo entre os cromatogramas da Figura 12 referente a
amostra controle e o tratamento realizado no ensaio 6, respectivamente, foi observado que
houve uma redug¢do da intensidade dos picos de NIV, DON e ADONS, indicando a

degradacdo destes compostos.
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Figura 12 - Cromatogramas de eluicao referentes ao: (A) Ensaio controle e (B) Ensaio 6, do

tratamento realizado com UV-A.

mv
250 ! Det.A Chi
200- | (A)
| |
o ||t\_|-i
[ | 8.p
100~ | |,“E|'|" @
| W w] | =
AT [ | w
|! N *{'u
50- | L}
|II "‘l
o / N
1\ / i S
- T -5 T - T T T ~ B B e = T e
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
mv S
250 Det.A Ch1
] |
200-] | (B)
f |
150 [
] /18
100 : III |! :"!% 5
50— | YA
. f \ .
D]\ \ /
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min

Manzocco e Nicoli (2015) relataram que alimentos s6lidos representam matrizes
ideais para aplicagdo de luz UV, favorecendo a degradacdo de compostos toxicos na
superficie do produto. Em contrapartida, moléculas que atuam exercendo func¢do nutricional
como vitaminas e acidos graxos ou sensorial como carotendides e melanoides, podem estar
presentes no espectro de absorcdo com picos ao alcance da radiagdo UV, podendo ser
degradados. De acordo com Bintsis, Litopoulou-Tzanetaki e Robinson (2000) existem trés
regioes de luz UV dentro do espectro eletromagnético, nomeadamente UV-A (315-400 nm),
UV-B (280-315 nm) e UV-C (200-280 nm). Entre as trés regides, a UV-A possui a penetracao
maxima, mas a energia mais baixa, enquanto a UV-C possui a energia mais alta, mas a

penetracdo minima.
Em estudos com aflatoxinas, Diao et al. (2015) relataram a utilizacao de luz UV

para degradar AFLAs presentes em alimentos por um baixo custo, sem residuos e

minimizando a perda de qualidade em termos de sabor, cor e valor nutricional. Edward et al.

(2014) avaliaram a irradiacdo de UV-A e UV-C em cogumelos em fase de crescimento,
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variando o tempo de exposi¢ao (30 — 60 min) sob 20 °C e umidade de 80%, onde verificaram
que a UV-C teve um impacto maior nas propriedades mecanicas, porém, nido afetou a
qualidade dos cogumelos.

Tripathi e Mishra (2009) estudaram a degradacdo de AFLA Bl através de
peroxidase parcialmente purificada proveniente de alho, observando condi¢des Otimas ao
utilizar 12 U de enzima, 60 nmol de AFLA B1 por 100 g de p6 de pimenta, durante 24 h de
incubacdo com degradacdo maxima de 66%. Ainda, apds este processo, a amostra
desintoxicada enzimaticamente foi exposta a UV-A a uma distancia de aproximadamente 30
cm, durante 15- 60 min ¢ o conteido residual de AFLA Bl medido ao final de cada
exposic¢do, obtendo degradacao méaxima de 88% apos 60 min de exposigao.

Garcia-Cela et al. (2015) investigaram o impacto da radiacio UV em géneros
fingicos toxigénicos de Aspergillus isolados de vinhedos localizados no nordeste e sul da
Espanha, através da incubagdo durante 15 dias, sob 20 °C. Adicionalmente, os fungos ficaram
expostos a irradiagdo de 1,7 mW cm™ durante 6 h, sendo que um aumento na radiagio poderia
reduzir a contaminagdo fungica das uvas presentes no campo, € consequentemente diminuir o
conteudo de micotoxinas.

Através da relagdo do conteudo de tricotecenos na amostra Controle, foi possivel
estimar a porcentagem de reducao destas micotoxinas apds o tratamento com a irradiagao UV-
A, conforme Figura 13. Ao realizar uma avaliacdo global dos resultados, a condigdo
otimizada foi: tempo de condicionamento de 16 h, tempo de exposicdo de 8 h, 8 cm de
distancia entre a lampada e a superficie dos graos e 1,2 cm de espessura da camada de graos
na placa, caracterizando uma dose de radiacdo de 2880 kJ m? Esta condicdo difere da
espessura da camada de graos utilizada no ensaio 7 (0,4 cm) e no tempo de exposi¢do no
ensaio 6 (2 h), os quais apresentaram melhores valores de reducdo. Para o ensaio 6 a redugao
de DON, ADONS e NIV foi de 50,5, 39,1 e 44,3% e para ensaio 7 foi de 47,8, 40,1 ¢ 40% ,
respectivamente. Porém, o ensaio 4 pareceu ser mais eficaz na reducao dos niveis de DON,
alcancando 61,3% de reducdo. Tais valores superaram a média de redugdo encontrada para

este planejamento, com 36,8, 29,9 e 32,8% para DON, ADONS e NIV, respectivamente.
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Figura 13 - Grafico referente a redugdo dos niveis de DON, ADONS e NIV apos tratamentos

com UV-A.
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5.5 TRATAMENTO FiSICO COM APLICACAO DE UV-C

A luz UV de onda curta (UV-C, 254 nm) pode reduzir drasticamente a carga
microbiana em residuos alimentares e remover residuos organicos (BINTSIS;
LITOPOULOU-TZANETAKI; ROBINSON, 2000). Desta forma, foi realizada uma
investigacdo sobre a aplicacdo de UV-C em graos de trigo e as varidveis que poderiam
influenciar neste processo, de acordo com a Tabela 12.

A magnitude dos efeitos estimados de cada varidvel independente esta
apresentada nos diagramas de Pareto (Figura 14) que mostram o efeito quantitativo estimado
que cada variavel possui sobre a redugdo dos niveis dos tricotecenos, dentro de um grau de
confianca de 90%.

O tempo de condicionamento foi a varidvel com maior efeito sobre a redugdo dos
niveis de DON e ADONS, indicando um efeito positivo de 11,6 € 0,5%, indicados na Tabela
13. Para NIV, foi verificado que a espessura da camada de graos exerceu maior influéncia na
reducdo, com efeito negativo de -3,5%. Esta mesma variavel foi a que desempenhou o

segundo maior efeito na redu¢do de DON, porém, com efeito positivo de 9,8%.
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Tabela 12 - Matriz do planejamento experimental 2*! para avaliar a aplicacdo de irradiaco
UV-C — A 254 nm em fung¢do da concentracdo dos tricotecenos em trigo.

Concentracao (ng kg'l)
Ensaio E.C T.E T.C D
DON ADONS NIV
1 -104) -1(2) -1(0) -1(8)  2629,6 (+4,6) 1367,4 (£9,1)  1458,3 (£5,1)
2 +1(1,2) -1(2) -1(0) +1(22) 2022,8(+9,2) 1200,2(£3,8) 14739 (£7.,4)
3 -1(04) +1(8) -1(0) +1(22) 2979,7(%£3,7) 1778,3(+10,2) 1633,6 (£3.8)
4 +1(1,2) +1(8) ~-1(0) -1(8) 2225 (£11,5) 13279 (£7,7) 1417,4 (£9,2)
5 -1(04) -1(2) +1(16) +1(22) 1976,1(+10,2) 1179,3 (£5,5) 1372,7 (£10,1)
6 +1(1,2) -1(2) +1(16) -1(8) 1556 (£13,2) 1112 (£12,3)  1612,2 (#4,7)
7 -1(04) +1(8) +1(16) -1(8) 1843,8 (£9,9) 1160,8 (+4,1)  1364,9 (£5,5)
8 +1(1,2) +1(8) +1(16) +1(22) 1777,7(*7,1) 1253,6(£5,9) 15985 (+5,1)
9 00,8y 0(5 0(8) 0(15) 26335 (*7,5) 1824,7 (8,2) 1705,6 (+4,1)
10 0(@,8) 005 0(8) 0(15) 2816,3(+4,9) 18758 (£5,3) 1717,3(£3.2)
11 0,8y 0(5 0(8) 0(15) 3003 (+4,7) 1792,2 (£7,8)  1674,5 (£5.4)

E.C = Espessura da camada dos gréos na placa (cm); T.E = Tempo de exposi¢do a luz UV (h); T.C = Tempo de
condicionamento (h); D = Distancia entre a lampada ¢ a superficie dos gréos (cm).

Figura 14 - Diagrama de Pareto referente ao tratamento UV-C para reducdo de DON (A);
ADONS (B) e NIV (C).
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O tempo de exposi¢do foi significativo apenas para a redugdo de ADONS
apresentando um efeito negativo de -7,1%, sendo também a segunda varidvel que mais
influenciou nesta reducdo. Ja a variavel de distancia entre a lampada e a superficie dos graos
foi significativa para ADONS e NIV.

Ainda, observa-se que ao aplicar as variaveis pertencentes aos tratamentos dos
ensaios 1 ao 10, ocorreram redugdes de DON fazendo com que a concentragdo ficasse abaixo
do LMT permitido pela legislacdo (3000 pg kg™).

Tabela 13 - Resultados dos efeitos e niveis de significancia provenientes do planejamento 2+
em relacdo a redu¢do de DON, ADONS e NIV (%) apo6s tratamento com UV-C.

Efeito Nivel de Efeito Nivel de Efeito Nivel de

Variavel (%) significincia (%) significAncia (%) significincia
DON ADONS NIV
Média 42,5 0,001 37,8 0,0002 20,5 0,0002
E.C 9,8 0,09 6,3 0,03 -3,5 0,05
T.E 1,5 0,6 -7,1 0,03 -1,2 0,26
T.C 11,6 0,07 10,4 0,01 0,4 0,63
D -1,22 0,7 -4,7 0,06 -2,9 0,07

E.C = Espessura da camada dos grios na placa (cm); T.E = Tempo de exposi¢do a luz UV (h);
T.C = Tempo de condicionamento (h); D = Distancia entre a lampada e a superficie dos graos
(cm).

De acordo com estudo realizado por Murata; Mistsumatsu e Shimada et al. (2011),
foram avaliados os efeitos da irradiacdo com luz UV-C de curta duragdo (at¢ 60 min) em
silagem de milho com intensidade de 1,5 mW cm™, juntamente com agitagio constante da
silagem, sobre a concentragdo de DON, niveis de a-tocoferol (vitamina E) e B-caroteno (pro-
vitamina A). A silagem de milho foi artificialmente contaminada com uma concentragdo
inicial de DON em aproximadamente 60 pg g™ de silagem seca. Apos a irradiago, o nivel de
DON foi reduzido significativamente (p <0,05) para cerca de 13 pug g (22%) aos 30 min e 12
ng g' (21%) aos 60 min. No entanto, as concentragdes das vitaminas permaneceram
relativamente inalteradas.

Atalla et al. (2004) investigaram sobre a capacidade degradativa e inibitoria de luz
fluorescente e luz UV aplicadas em micotoxinas presentes em trigo, através do cultivo de
espécies produtoras de micotoxinas como Aspergillus parasiticus, Fusarium verticillioides,
Scopulariopsis fusca e Verticillium lecanii sobre esta matéria-prima. Os graos inoculados
foram expostos a luz fluorescente, luz UV-C e luz UV-A, sendo armazenados durante trés
semanas sob umidade relativa entre 50 e 80% a temperatura ambiente. Algumas micotoxinas

foram completamente eliminadas enquanto outras variaram de acordo com a umidade relativa
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e periodo de iluminagdo. Para os grios de trigo inoculados com F. verticillioides, os
tricotecenos DON, NIV e toxina T-2 apresentaram maiores redu¢des quando tratados com
UV-C sob uma maior porcentagem de umidade relativa durante maior tempo de exposigao,
obtendo-se melhores resultados do que em relacao a radiacdo UV-A e luz fluorescente. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo, pois verificou-se que através
da aplicacdo de UV-C também obtém-se melhores resultados quando comparado ao UV-A.

Mazaheri (2011) avaliou a degradacdo de AFLA Bl em pistache testando
diferentes distancias entre lampada e os graos (24, 42, 84 e 96 cm) e diferentes doses de
radiagdo UV-C (1071,8, 350, 87,5 ¢ 67 uW cm?), com fortificagdes de 10, 15 e 100 ng g’l de
AFLA BI. Os resultados mostraram que a concentragdo de AFLA B1 decresceu de 100 para
78,2 ppm apds 3 h de exposicao a luz UV-C com radiacdo de 87,5 uW cm?, sendo que apds
13 h este valor foi reduzido para 42,2 ppm.

Garg et al. (2013) analisaram a otimizagdo da dose de radiacdo para a redugdo
maxima do teor de aflatoxinas, variando a distancia entre a lampada de 15 W e as amostras de
amendoim contaminadas (15 ou 30 cm), a fonte de luz UV-C e a durac¢do da exposi¢do a luz
UV-C (2 a 12 h). A atividade fungicida da radiagdo UV-C foi mais pronunciada em
amendoins expostos a uma distancia de 15 cm. A reducdo maxima da concentragdo de
aflatoxina em ambos os tratamentos se deu ap6s 10 h de exposicao e nos estudos conduzidos a
uma distancia de 15 cm, houve reducao de 99,1% de aflatoxina (350 ppb para 3 ppb) com
diminui¢do da contagem de fungos para <10 UFC. Ja para a distancia de 30 cm, houve
reducdo de 97,4% (350 ppb para 9 ppb) do teor de aflatoxina com contagem fingica de <10
UFC. Os parametros de qualidade, incluindo valores nutricionais e parametros fisico-
quimicos do amendoim permaneceram relativamente inalterados.

Através da relacdo do conteudo de tricotecenos na amostra controle foi possivel
estimar a porcentagem de redugdo destas micotoxinas apds o tratamento com irradiagdo UV-
C, conforme Figura 15, onde observa-se que a melhor condigdo a ser empregada foi: tempo de
condicionamento de 16 h, espessura da camada de graos de 1,2 cm, distancia entre a lampada
e a superficie dos graos de 8 cm e 2 h de exposi¢do, caracterizando uma dose de irradiacdo de

720 kJ m>.
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Figura 15 - Grafico referente a reduc@o dos niveis de DON, ADONS e NIV apds tratamentos

com UV-C.
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Esta condi¢cdo coincide com a empregada no ensaio 6, apresentando ser mais
efetiva, com reducdes de 60, 52,1 e 17,2 para DON, ADONS e NIV, respectivamente. O
ensaio 7 também se destacou por indicar reducgdes de 52,6, 50 e 29,9% para DON, ADONS e
NIV, sendo que ambos os ensaios apresentaram valores de redu¢do acima da média que foi de

40,5, 37,8 € 20,5% para DON, ADONS e NIV, exceto para NIV.

5.6 CONDICOES OTIMIZADAS ATRAVES DOS PLANEJAMENTOS FATORIAIS
FRACIONADOS 2*!

Apoés a andlise de todos os resultados obtidos nos planejamentos, foi possivel
verificar as melhores condi¢des para cada tratamento fisico aplicado, conforme Tabela 14.
Para a obteng¢do de maiores reducdes de contaminagdo por tricotecenos, o tempo de
condicionamento foi undnime em 16 h, indicando que a 4gua também possui efeito importante
tanto na interagdo com US como com UV-C e UV-A. A espessura da camada de graos nas
placas de Petri pode ter configurado um possivel espalhamento de luz através dos graos,
facilitando a passagem dos raios UV. No béquer de menor diametro, as ondas ultrassonicas

interagiram com a maior superficie de contato lateral e basal propiciada.
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Tabela 14 - Condigdes otimizadas para cada tratamento fisico aplicado aos graos de trigo.

Tempo de A -
Tratamento qp dicioll)lamen to Tempo de Frequéncia Diametro do
(h) exposicao (h) (kHz) béquer (cm)
US 16 3,5 25 3
Distancia entre  Espessura da
a lampada e camada de
superficie dos  graos na placa
graos (cm) de Petri (cm)
UV-A 16 8 8 1,2
UV-C 16 2 8 1,2

O tempo de exposi¢do para o tratamento com US foi de 3,5 h, relativamente
moroso para aplicagdo em processo industrial e, além disso, demandaria mais energia, tendo
como conseqiiéncia maiores custos. Para UV-A, 8 h de exposi¢do torna o processo lento,
embora o custo da lampada seja menor quando comparado a UV-C. O tratamento com UV-C
indicou que em 2 h obtém-se os melhores resultados e embora o custo da ldmpada seja mais
cara, gasta menos energia. A distancia entre a lampada e a superficie dos graos foi de 8 cm,
indicando que o contato mais proximo dos raios UV promove maiores efeitos degradativos.
Para US, a freqiiéncia de 25 kHz propiciou maiores redugdes pelo fato de possuir uma alta
energia, suficiente para romper algumas ligagcdes intermoleculares. Pelo fato de ter obtido
redugdes similares nos tratamentos com UV-A e UV-C, optou-se por utilizar US e UV-C nas
proximas analises, por esta Ultima configurar um processo mais rapido e menos dispendioso

em relacdo a UV-A.

5.6.1 Confirmacao da degradacio de tricotecenos contaminados artificialmente

Para avaliar a eficacia dos tratamentos fisicos em relagdao a contaminagao artificial
de tricotecenos, o controle da amostra padrdo que j& mostrava contaminag¢do natural, foi
fortificado com 1000 pg kg' de cada tricoteceno. Nos tratamentos, os grios foram
fortificados com a mesma quantidade e apos repouso por 24 h, foram condicionados e
expostos a cada condi¢do experimental otimizada. As extracdes foram realizadas através do
procedimento 4.2.5. A partir disso, a recuperagdo dos experimentos foi avaliada apds a

obtencao das melhores condi¢des de redugao dos niveis de tricotecenos, conforme Tabela 15.
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Tabela 15 — Avaliacao do efeito da contaminacao artificial através da recuperacao dos
experimentos controle e tratamentos otimizados.

Tratamento Contaminag¢ao natural (ug kg'l) Recuperacao (%)
otimizado DON ADONS NIV DON ADONS NIV
Controle 3890 (£9,6) 2321 (4£9,2) 1947 (£9,4) 101 (£3.8) 80 (£6,6) 80 (%8,1)
uUS 2450 (£5,5) 1578 (£7,9) 1398 (£5,2) 71,1 (£6,9) 54 (#9,1) 63 (£8.4)

UV-A 1925 (+7,7) 1413 (43,4) 1084 (£8,4) 60 (£5,6)  53(£9,4) 50 (27,6)
Uv-C 1556 (£9,5) 1112(£9,2) 1612 (+4,7) 57,1 (24,9) 41,2 (+8,8) 62 (x10)

Resultados expressos com média e desvio padrao (£DP %).

No experimento controle houve uma recuperagdo de 101, 80 e 80% para DON,
ADONS e NIV, respectivamente. Os trigos tratados com US, o valor de recuperagdo reduziu
para 71,1, 54 e 63% para DON, ADONS e NIV; para o tratamento com UV-A, ocorreu uma
recuperagdo de 60, 53 e 50% para DON, ADONS e NIV e para o tratamento com UV-C, os
valores de recuperacdo foram 57,1, 41,2 e 62% para DON, ADONS e NIV, respectivamente.
A redugdo das recuperagdes dos tratamentos em relagdo ao controle indica que os processos

fisicos utilizados foram eficientes quanto a degradagdo dos tricotecenos.

5.6.2 Confirmacao da reducio de tricotecenos através dos tratamentos fisicos

Ap0s a otimizagdo dos tratamentos foi realizada a repeticdo dos ensaios de cada
planejamento levando em consideragdo as maiores taxas de reducdo de DON, por ser o unico
tricoteceno presente na legislacdo brasileira. Os resultados indicados na Tabela 16,
demonstram que houve aproximadamente a mesma redu¢do em comparacdo aos dados

anteriores, pertencentes aos experimentos dos planejamentos.

Tabela 16 - Reducao dos niveis de tricotecenos referente a repeti¢cao dos ensaios onde
ocorreram as maiores reducoes de DON.

N° Reducio (%)
Tratamento
ensaio DONP DON" ADONS? ADONS' NIV? NIV*
US 7 37(£3,7) 31(£4,1) 32(%5,0) 28(£3,8)  28,3(£3,4) 23,1(£3,6)
UV-A 4 61(£4,2) 55(%£3,9) 42,3(+4,4) 37.4(#4,1) 41,2(£3,7) 35(%3.,9)
Uv-C 6 60(+4,5) 54(+4,2) 52,1(£3,9) 46,1(%4,5) 17,2(£3,2) 20,2(£3,8)

Resultados expressos com média e desvio padrdo (+DP %). DONP = Resultados relativos ao
planejamento experimental e DON' = Resultados relativos a repeti¢do dos ensaios onde obteve-se
maiores redugdes. Idem para ADONS” e ADONS™;NIV? NIV*
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No planejamento com US, o ensaio 7 havia apresentado uma redugdo de 37, 32 e
28,3 para DON, ADONS E NIV, respectivamente. Ja no planejamento com UV-A, o ensaio 4
havia apresentado reducdes de 61,3, 42,3 e 41,2. No planejamento com UV-C, o ensaio 6
apresentou redugdes de 60, 52,1 e 17,2. Estas variagdes podem ter sido ocasionadas devido a
possivel insuficiéncia de homogeneizagdo das amostras no momento das extracdes bem como

a variabilidade amostral, comum em graos.

5.6.3 Aplicaciao dos tratamentos fisicos combinados

Para esta avaliacdo realizada na amostra padrao, foi escolhido o tratamento com a
radiagdo UV-C pelo fato de ser mais rdpido e menos dispendioso e obter resultados
semelhantes na redugdo de tricotecenos em relagdo a UV-A. Para a avaliagdo dos tratamentos
otimizados subsequentemente, primeiro a amostra foi submetida ao US e logo depois a
irradiacdo UV-C. Em média, a redugdo de DON no planejamento com US foi de 26%,
ADONS 23,2% e NIV 17,8%. Para o planejamento com UV-C, os niveis de DON reduziram
em 40,5 %, ADONS 37,8% e NIV 20,5%.

Apoés a extracdo das micotoxinas do trigo onde foram aplicados os tratamentos
fisicos combinados, foi possivel observar na Tabela 17 que houve uma maior reducido nos

valores de DON, ficando em torno de 55%, ADONS em cerca de 49% e NIV proximo a 35%.

Tabela 17 - Comparacdo dos teores de reducdo dos niveis de DON, ADONS e NIV entre os
tratamentos com US e UV-C isolados e aplicados em sequéncia.

Tricotecenos
Tratamento
DON(%) ADONS (%) NIV (%)
Tratamento isolado 26 (+5,3) 23,3 (£8.,2) 17,8 (+4,1)
US
Tratamento isolado 40,5 (+6,4) 37,8 (£6,7) 20,5 (+4,5)
UV-C
Tratamentq em 55 (£7,1) 49 (£6,2) 35 (£5,5)
sequéncia

Resultados expressos com média e desvio padrdo (=DP %).

Desta forma, ficou evidenciado que a interagdo entre os tratamentos subseqiientes
originou maior reducdo das micotoxinas, provavelmente pelo fato do US e seus efeitos
cavitacionais promoverem maior influéncia, deixando os graos mais suscetiveis a acdo da luz

UV-C, facilitando a penetracao dos raios e assim, havendo maior eficiéncia do processo.
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5.6.4 Aplicacio dos tratamentos otimizados em trigo comercial

Apbs a avaliagdo dos planejamentos experimentais e com as condi¢des ja
otimizadas, foram aplicados os tratamentos fisicos em quatro amostras adquiridas do
comércio local, a fim de verificar a reducdo da contaminacdo. Para a aplicagao do
condicionamento, foi necessario verificar a umidade das amostras para ajusta-las a condicao
de trabalho inicial. A extracdo dos tricotecenos foi realizada conforme procedimento descrito
no item 4.2.5 e indicaram a presenca de DON abaixo do limite estabelecido pela legislagao

brasileira, conforme apontado na Tabela 18.

Tabela 18 - Conteudo de tricotecenos presentes naturalmente em graos de trigo
comercializados no sul do Estado do RS.

Contaminaciio natural (ug kg™)

Amostra  Umidade DON ADONS NIV
comercial inicial (%)
12,4 (+0,6) 1451,3 (£7,2) 502,9 (£7,7) 648.2 (£8.4)

11,1 (£0,2)  1100,6 (+5.8) 323,4 (29,6) 444.6 (£10,8)
11,3 (£0,4) 23142 (#4,4) 9482 (£10,2)  1012,1 (£10,4)
11,7 (£0,7) 12107 (+5,1) 347,1 (+3.,9) 505,3 (£9,1)

Resultados expressos com média e desvio padrdo (+DP %).

oaw»>

Através da aplicacdo dos tratamentos fisicos otimizados com US e UV-C,
separadamente, foi possivel verificar na Tabela 19 que ocorreram maiores redugdes de DON,

seguido de ADONS, comportamento esperado e confirmado pelos estudos anteriores.

Tabela 19 — Redugdes dos niveis de tricotecenos nas amostras comerciais de trigo apos
tratamento com US e luz UV-C.

Amostra  Tricoteceno Tratamento Tratamento
com US com UV-C
Reducao (%) Reducao (%)
DON 23 37
A ADONS 21 34
NIV 18 16
DON 22 34
B ADONS 26 35
NIV 21 17
DON 28 28
C ADONS 24 30
NIV 15 20
DON 31 38
D ADONS 17 27

NIV 19 18
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Em geral, observa-se que o tratamento com UV-C mostra ser mais eficiente em
relacdo ao US principalmente para DON e ADONS. Com isso, tais resultados indicam que o

tratamento otimizado pode ser aplicado em diferentes variedades de trigo

5.7 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS AMOSTRAS APOS TRATAMENTOS
FISICOS

5.7.1 Avaliacio da solubilidade proteica

Neste trabalho, as diferentes fragdes proteicas presentes nas amostras de trigo
tratado e ndo tratado com US e UV (albumina, globulina, prolamina e glutelina) nas melhores
condi¢cdes de reducdo dos niveis de tricotecenos foram extraidas sequencialmente (Tabela 20)

para avaliar possiveis mudangas de perfil.

Tabela 20 - Distribui¢do das fragdes protéicas soliveis nas condigdes otimizadas dos
diferentes tratamentos fisicos dos graos de trigo.

Albumina Globulina Prolamina Glutelina
(%) (%) (%) (%)

Controle 14,7° (£0,5) 11,1* (£0,2) 28,9bc (£0,8) 45,3 (£0,2)
UVvV-C 15,6ab (£0,2) 11,4* (+0,1) 28,3° (+0,2) 44,7* (+£0,1)
UV-A 15" (+0,2)  10,9° (£0,1)  31,4*(+0,4)  42,6" (x0,3)

US 16,2 (£0,2)  11,2°(20,2) 30,2 (x0,3)  43,1°(0,6)

Resultados expressos com média e desvio padrdo (£DP %). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p<0,05).

Tratamento

A composi¢do protéica dos graos de trigo assume extrema importancia, uma
vez que aproximadamente 80% do conteido proteico constitui o gluten, principal
determinante da qualidade dos produtos de panificagao (SGARBIERI, 1996).

De modo geral, observou-se que a fracdo predominante ¢ a glutelina seguida
de prolamina, tanto no controle como nos tratamentos. Segundo Mendichi, Fisichella e
Savarino (2008), tal fato ¢ caracteristico deste cereal, o que estd associado as suas
propriedades funcionais. Segundo Veraverbeke e Delcour (2002), as prolaminas sdo
responsaveis pela viscosidade e a extensibilidade enquanto que as glutelinas, pela
elasticidade. Ambas se combinam através de ligacdes covalentes e ndo covalentes para
formar o glaten, resultando em uma massa viscoeléstica que possui capacidade de reter o
CO,.

Pagnussatt et al. (2011) avaliaram as variedades de trigo Safira, Onix e
Pampeano, que apresentaram teores de glutelina de 41,9, 43,4 e 29,7%, e prolamina 24,4,
22,1 e 34%, respectivamente. Tais resultados estdo de acordo ao encontrado no presente

estudo, porém, vale ressaltar que as diferencas entre cultivares se dao pelo fato do
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contetido de proteinas dos graos ser influenciado por praticas culturais como manejo do
solo, fertilidade, tratamentos fitossanitarios, época de semeadura e época de colheita
(SHEWRY et al., 2003).

Em comparagdo a outros tipos de radiagdo, no estudo realizado por Urbain
(1986) foi verificado que trigos irradiados com 10 kGy de radiagdo gama nao afetaram o
contetido protéico, porém ocorreu um aumento no teor de aminodcidos livres como
isoleucina, valina, tirosina e alanina.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que ndo houve diferenga
significativa no tratamento com UV-C em relagdo ao controle para as fracdes prolamina e
glutelina. Em relagdo a fracdo albumina, esta apresentou um aumento no seu conteudo
apos o tratamento com US, fato que pode ter relacio com a queda do conteudo de
glutelina, ja que estes tratamentos fisicos sdo caracterizados por ter uma maior penetragao
¢ maior energia para romper ligagdes e consequentemente, reduzir o teor de uma fragao
protéica, aumentando outra.

Davies (2004) relatou que as proteinas quando submetidas a radiagdes UV
sofrem mudancas nas suas propriedades fisioldgicas e o comprimento de onda UV-C
pode causar danos as proteinas, tendo como alvo aminoacidos aromaticos que
normalmente sdo resultado da fotdlise dissulfeto ou oxidacdo causada por oxigénio
reativo. Ainda, Kempner (2001) descreveu que as proteinas sdo afetadas pelos efeitos
diretos e indiretos das radiacdes ionizantes, sendo que quando estas macromoléculas
estdo em solucdo liquida, os efeitos diretos podem ser negligenciados e os efeitos
indiretos se tornam predominantes. No entanto, no estado sdlido, as proteinas sao

ionizadas principalmente pela interacdo direta.

5.7.2 Atividade de a-amilase

A qualidade de graos e farinhas de cereais € determinada por uma variedade de

caracteristicas que assumem diferentes significados dependendo da designagdo de uso ou tipo

de produto (RASPER, 1991). Neste contexto, a a-amilase, enzima amilolitica presente no

grao de trigo, representa um papel fundamental na qualidade final dos produtos de

panificacdo, pois hidrolisa o amido presente na farinha de trigo, formando as dextrinas que

serdo posteriormente hidrolisadas pela beta-amilase, resultando em moléculas de maltose

(SANTOS et al., 2010). A atividade enzimatica de a-amilase, indicada na Tabela 21, foi

avaliada apos os tratamentos fisicos com o intuito de verificar possiveis alteragdes.
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Tabela 21 - Atividade enzimatica e enzimatica especifica de a-amilase.

Tratamento Atividade enzimatica ) Atividade enzimatica especiﬁcla
(mg amido hidrolisado.min ) (mg amido/mg albumina.min™)
Controle 0,09% (0,01) 1,41° (20,01)
UV-C 0,17 (+0,01) 1,3% (+0,01)
UV-A 0,09% (£0,01) 1,38 (+0,01)
US 0,09 (+0,01) 1,48 (£0,01)

Resultados expressos com média e desvio padrdo (=DP %). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenga significativa (p<0,05).

Ao analisar os resultados, observou-se que houve maior atividade enzimatica
especifica de a-amilase no tratamento dos graos com US, o que pode proporcionar alteragao
na estrutura tridimensional da enzima, aumentando a velocidade maxima da reacdo e
alterando a atividade catalitica observada inicialmente, corroborando com a afirmacdo de
Mason et al. (2000), que relatou que o efeito da aplicagdo do US diretamente em enzimas
pode produzir um resultado positivo na atividade enzimatica. Mulinari et al. (2017) estudaram
a hidrolise de 6leo de cozinha em sistema ultrassonico utilizando lipase e verificaram um
aumento de 320% na sua capacidade hidrolitica, ao utilizar 50% de energia ultrassonica
durante 25 min sob 45°C. Desta forma, a influéncia de ondas ultrassonicas na atividade ¢
estabilidade de enzimas tem demonstrado ser especifica para cada enzima e dependente dos
parametros de sonicagdo, como frequéncia, intensidade e tempo de processo (OZBEK;
ULGEN, 2000).

O US gera efeitos fisicos e quimicos originados pelo colapso cavitacional, o que
pode aumentar as taxas de reagdo e, portanto, pode tornar-se uma ferramenta util em reagdes
enzimaticas (BATISTELA et al, 2012). A irradiacdo ultrassonica pode proporcionar
mudangas conformacionais na estrutura de proteinas (LIU et al., 2008) e interferir nas
caracteristicas da enzima, alterando sua estrutura em resposta a perturbagdo dindmica
provocada. Yu et al. (2014) verificaram que a atividade de a-amilase foi inibida por
tratamento ultrassonico e de acordo com resultado de espectroscopia infravermelho com
transformada de Fourier, os componentes estruturais secundarios desta enzima foram
influenciado pela sonicagdo. De acordo com Ozbek e Ulgen (2000) e Basto et al. (2007) tém
sido relatados resultados contraditorios de inativacdo e ativacdo da enzima apos serem
submetidas ao US e diferente da tradicional inativagdo das enzimas em temperaturas elevadas,
o processo de sonicacdo ndo danifica o sitio ativo das enzimas. Esta constatacdo tem sido
claramente demonstrada com a-amilase, peroxidase de raiz forte, lacase e fosfatase alcalina.

Em relagdao ao tratamento com UV-C, observou-se que ocorreu um decréscimo

significativo na atividade enzimatica especifica de a-amilase em relacdo ao controle. De
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acordo com Aizawa, Namba ¢ Suzuki (1977) a atividade da enzima o-amilase medida sob
irradiacao de luz foi extremamente retardada em comparagdo com a determinada no escuro.
Por outro lado, em pesquisa realizada por Conde et al. (1999), graos de girassol foram
submetidos a tratamentos com UV-C em doses de 3,17 ¢ 5,35 mW cm™ por diferentes
periodos, ocorrendo um aumento na atividade de a-amilase. Barka et al. (2000) investigaram
o efeito da UV-C aplicada em tomate e verificaram que houve mudangas na firmeza e
matura¢ao dos tomates por redugdo da atividade de enzimas degradantes da parede celular,
como a poligalacturonase, celulase e xilanase, com uma dose de UV-C 3,7 x 10° kgf s'z,
considerada baixa. A exposi¢do a luz UV-C reduz a degradacdo enzimatica da parede celular,
de modo que estas enzimas podem vir a ser alvo de irradiagdo UV-C para induzir a protedlise,

o que explica o atraso no processo de maturagdo e senescéncia causada por dose de UV-C.

5.7.3 Atividade de peroxidase (PO)

As peroxidases sdo estimuladas pelo estresse oxidativo, as quais atuam na
remocao de atomos de hidrogénio, combinando-os com perdxido de hidrogénio para formar
moléculas de agua, sendo que uma das suas principais fungdes é promover a protegdo da
célula (SALISBURY; ROSS, 1992). Estas enzimas estdo relacionadas com a sintese da
parede celular, bem como na prevencdo da oxidacdo da membrana de lipidios (BROETTO et
al., 1997), sendo associada ao aumento da lignificagdo das paredes celulares.

A Tabela 22 mostra os valores de atividade enzimatica da PO, onde se observa a
reducdo da atividade enzimatica especifica da PO nos tratamentos, que diferiram

estatisticamente em relacdo ao controle.

Tabela 22 - Atividade enzimética e enzimatica especifica de peroxidase (PO).

Atividade Atividade enzimatica

Tratamento enzimatica especifica
(UmL™) (U mg™"
Controle  0,96° (£0,01) 0,4* (£0,01)
Uv-C 0,86 (£0,01) 0,31° (+0,01)
UV-A 0,83 (£0,01) 0,31°(+0,01)
25kHz  0,89°(£0,01) 0,36° (£0,01)

Resultados expressos com média e desvio padrdo (=DP %). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
(p<0,05).

Moreno et al. (2017) selecionaram um tratamento com UV-C sobre carambola

recém fatiada e avaliaram a sua eficicia complementar em relagdo aos beneficios do

armazenamento a baixas temperaturas. As fatias de carambola tratadas com doses de UV-C
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contendo 12,5 kJ m™ mostraram deterioracdo reduzida com relagdo ao controle, diminuindo
contagens bacterianas e de bolores. Este tratamento também foi eficaz para controlar o
escurecimento da fruta através da inibicdo da atividade de peroxidase, melhorando a
integridade do tecido, ndo causando alteracdes nos solidos soltveis, pH e acidez titulavel,
aumentando o teor de compostos fenolicos antioxidantes.

Em estudo realizado por Conde et al. (1999) foi avaliado o tratamento de UV-C
sobre grios de girassol com doses de 3,17 ¢ 5,35 mW cm™, onde observou-se que através da
aplicacdo de menor dose de radiagdo ocorreu uma reducdo significativa na atividade de
peroxidase, por ser uma enzima oxido-redutase, sendo mais sensivel aos tratamentos fisicos e
propensa a alteragoes.

A indugdo de resisténcia corresponde a ativacao do sistema de defesa latente nas
plantas quando elas entram em contato com agentes chamados de eliciadores ou elicitores
(PASCHOLATTI; LEITE, 1995; GILFOYLE; RODRIGUEZ-LOPEZ; SMITH, 1996). Entre
os elicitores estdo agentes bidticos, como micro-organismos viaveis (STANGARLIN;
PASCHOLATI, 1994) ou abidticos, como metais pesados, luz UV, acido salicilico, fosfitos e
silicatos, influenciando no acimulo de compostos fenodlicos e de proteinas relacionadas a

patogénese (quitinase e peroxidase) (CAVALCANTI et al., 2005).

5.7.4 Pertil lipidico

Os lipidios estdo presentes na maioria dos alimentos e sdo susceptiveis a
diferentes alteragdes quimicas como auto-oxidagdo, foto-oxidagdo, oxidag¢do térmica e
oxidacdo enzimatica (rancidez hidrolitica). Nos graos de trigo, os lipidios apresentam grande
diversidade e compreendem acidos graxos livres, glicolipidios e fosfolipidios. Apesar dos
lipidios serem os componentes minoritarios da farinha de trigo, possuem impactos
significativos sobre a farinha e funcionalidade da massa, interagindo com proteinas do gluten
para a estabilizagdo das células de gés na panificacdo (PAREYT et al., 2011).

Neste trabalho, o perfil lipidico indicado na Tabela 23 apresentou predominancia
dos 4acidos graxos mono-insaturados, tanto no controle como nos tratamentos, sendo
compostos pelos acidos oléico e palmitoléico. J& os acidos graxos saturados vém em segundo
lugar, com os acidos laurico, palmitico, henecosandico e tricosandico. Em minoria aparece o

acido araquidonico, tnico acido graxo poliinsaturado presente nas amostras.
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Tabela 23 - Composicao lipidica majoritaria (%) presente nos graos de trigo tratados e nao

tratados nas melhores condic¢oes de redugao de tricotecenos.

Tratamento com

Tratamento com

Acido graxo Controle  yv-C otimizado  US otimizado

C12:0 (Ac. Laurico) 0,02%(=0,0) 0,1%(=0,1) 0,002%(0,0)
C14:1 (Ac. Miristoléico) 0,1°(+0,1) 0,5%(+0,1) 0,4%(+0,1)
C15:1(Ac. Pentadecenoico) 0,1°(0,0) 0,4%(£0,1) 0,2%°(+0,1)
C16:0 (Ac. Palmitico) 0,1%(£0,1) 0,2%(+0,1) 0,1%(x0,1)
C16:1(Ac. Palmitoléico) 19,9°(+0,3) 47%(£1,0) 21,2°(1)
C17:1 (Ac. Heptadecanoico) 0,08°(+0,0) 0,4°(+0,1) 0,2°°(+0,1)
C18:1¢9 (Ac. Oléico) 78,6%(+0,5) 44,9%(+0,7) 75°(+0,6)
C21:0 (Ac. henecosanoico) 0,6°(0,1) 1,9%(+0,1) 0,9°(+0,1)
C20:4n6 (Ac. Araquidonico) 0,3°(20,1) 0,6%(+0,0) 0,3°(+0,1)
C23:0 (Ac. Tricosanoico) 0,1°(0,0) 0,9%(£0,1) 0,4°(+0,1)
C24:1n9 (Ac. Nervonico) 0,008°(+0,0) 0,3%(+0,2) 0,4%(%0,2)
AGS 0,8°(+0,3) 3,3%(+0,3) 1,5°(+0,4)

AGM 98,5%(+0,4) 93,7°(+2,1) 97,8%(=0,8)
AGP 0,3°(+0,1) 0,6°(=0,0) 0,2°(0,1)

. AGS = acido graxo saturado; AGM = Acido graxo mono-saturado e AGP = Acido graxo poli-insaturado.
Resultados expressos com média e desvio padrao (=DP %). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05).

O conteudo de acido oléico (C18:1c9) foi reduzido em torno de 33,7% apos o
tratamento dos graos com luz UV-C, indicando que pode ter ocorrido a degradagao através de
peroxidagdo lipidica. Tal fato pode ser relacionado ao estudo realizado por Bouhamidi;
Prevost e Nouvelot (1998), onde foi verificado que a luz UV-C induziu a peroxidagdo de
acidos graxos poli-insaturados (PUFA), que sdo freqiientemente descritos como moléculas-
alvo da luz UV-C, e sua degradagdo resulta em alteragdes nos fosfolipidios da membrana e
acumulagdo de produtos fluorescentes, tais como lipofuscinas. Ainda, Mandal e Chatterjee
(1980) também relatam que a radiacdo UV gera conseqili€ncias inibitorias e prejudiciais em
materiais biologicos incluindo a peroxidacao lipidica, polimerizagdo de proteinas, e inativagao
enzimatica. Entretanto, a luz UV-C proporcionou um aumento do conteudo de &cido
palmitoléico (C16:1) em torno de 27,1%. Para o tratamento com US, foi possivel observar, de
acordo com a Tabela 23, que ndo houveram diferengas significativas nos teores de acido

palmitoleico em relacdo ao controle.
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Ozcan et al. (2014) pesquisaram sobre a composi¢do dos 4cidos graxos e atividade
antioxidante do 6leo de gérmen de trigo tratado termicamente. O méaximo rendimento foi
obtido utilizando temperatura de 120 °C durante 11 min e verificaram que os acidos linoléico
(C18:2), oléico (C18:1c9) e palmitico (C16) predominaram na frag¢do lipidica, com 58,3%,
18,5 e 12,9%, respectivamente.

Stuper-Szablewska et al. (2014) investigaram o perfil lipidico de trinta amostras
de trigo de inverno cultivadas em condigdes controladas e pos inoculadas com fungos da
espécie Fusarium culmorum. Em amostras inoculadas, a concentracdo média de trinta acidos
graxos analisados apresentou uma concentragio de 1396 mg kg™, sendo significativamente
maior em relagio ao controle, com 1046 mg kg'. A concentragio mais elevada no controle foi
registada apenas para o acido trans linoléico (C18:2n6) e a analise estatistica mostrou que este
composto juntamente ao acido oléico (C18:1), acido Y linoléico (C18:3n3) foram os acidos
com maior poder discriminatério na distingdo das amostras inoculadas do controle. A analise
discriminatoria separou cultivares individuais em classes de qualidade de cultivares de trigo
de inverno, dependendo da presenca de um perfil especifico de acidos graxos, verificando-se
que os perfis acidos sao caracteristicos de cultivares individuais.

Em estudo realizado por Gonzalez-Thuillier et al. (2015), os 4cidos graxos mais
abundantes presentes em graos de trigo (cv. Hereward) foram o acido palmitico (C16:0) e o
acido linoleico (C18:2). Os fosfolipidios e os galactolipidios tém propriedades benéficas para
a panificagdo, enquanto que os triacilglicerdis sdo considerados prejudiciais. Geng; Harnly e
Chen (2015) realizaram uma analise abrangente sobre os lipidios de trigo nas fragdes da
moagem, como farelo, endosperma e gérmen. Através de cromatografia liquida de ultra
performance (UCLAE), verificaram que o dacido oléico ¢ o terceiro acido graxo mais
abundante, estando presente em maior quantidade no gérmen.

Os tratamentos fisicos aplicados em grdos de trigo foram capazes de modificar o
perfil de &cidos graxos, com destaque para a reducao em média de 43,6% para o acido oléico
ao utilizar UV-C. Este resultado indica o provavel inicio da oxidagdo do acido ol€ico, sendo
transformado em acido palmitoléico. Devido ao fato de que o contetido de lipidios presente no
grao de trigo estd na faixa de 1,5 %, tais alteracdes ndo afetariam diretamente a farinha,

mantendo suas caracteristicas de qualidade.
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5.8 PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DAS FARINHAS PROVENIENTES DOS
GRAOS TRATADOS E NAO TRATADOS

Estas analises foram realizadas com o intuito de verificar possiveis alteragdes nas
caracteristicas tecnologicas da farinha, principal produto da moagem, apds a aplicacao dos
tratamentos fisicos otimizados. Vale ressaltar que a utilizagdo de qualquer condi¢ao de
tratamento aplicavel ndo deve causar alteragdes indesejaveis nas caracteristicas nutricionais e
sensoriais dos alimentos (SAMARAJEEWA et al., 1990).

A Tabela 24 apresenta os parametros avaliados para a caracterizagdo tecnologica
das farinhas provenientes dos graos de trigo tratados e ndo tratados fisicamente.

Tabela 24 - Caracteristicas tecnologicas de farinhas de trigo (F.T) provenientes de trigo
tratado e nao tratado com US e UV-C nas melhores condigoes.

Parimetros F.T Controle F.TUV-C F.T US
(=DP) (=DP) (=DP)
G.E (%) 63,4° (+0,0) 63,6° (£0,0)  61,5°(+0,0)
AA (%) 64" (+0,2) 60,”{' (£0,0) 60,8bb (£0,0)
. TD (min) 8% (+0,5) 2,2°(20,1) 2,3%(20,1)
Farinografia E (min) 13° (20,2) 16° (£1,7) 18% (0,2)
ITM (UF) 607 (+17) 19,5° (5,5) 7,0° (+0,5)
P (mm H,0)  133°(+0.2) 148 (+2) 14(3)b (+1,5)
L (mm) 63% (+1,0) 50,5° (£0,5) 55° (£0,2)
Alveografia P/L 21°(20,0)  2.9°(0.0) 25" (£0.0)
W (10™)) 286 (£5,2) 289" (+4,6) 288" (£5,7)
G.U (%) 29,3% (+0,3) 25,1°(£0,1)  26,8" (+0,0)
Gluten G.S (%) 10° (20,0) 8,9 (+0,0) 9,3° (+0,0)
LG (%) 97° (£1,1) 99,7* (£0,1) 99,3 (+£0,1)
Numero de b ab a
Queda 316° (+1,5) 322%(£2,5) 324" (£2,5)
L* 91,2° (+0,0) 92,1% (£0,0) 92 (£0,0)
Cor a* 0,32 (+0,0) 0,21°(x0,0)  0,27°(£0,0)
b* 10,5% (+0,0) 9,2¢ (+0,0) 9,6" (+0,0)

DP= desvio padrao (n=3); G.E= grau de extracdo; AA= absor¢do de agua; TD= tempo de
desenvolvimento da massa; E= estabilidade; ITM=indice de tolerancia a mistura; P=tenacidade;

L=extensibilidade; W=for¢a do gliten; G.U = gliten umido; G.S= glaten seco; I.G= indice de glaten;
L*= luminosidade; a*= cromaticidade; b*= cromaticidade. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p< 0,05).

Através dos dados obtidos, foi possivel observar que o grau de extracdo do
controle foi de 63,4% e o tratamento com UV-C indicou valor de 63,6%, nido diferindo
estatisticamente entre si, mas diferindo do tratamento com US. De acordo com El-Dash
(1982) as propriedades tecnoldgicas da farinha mudam drasticamente com a alteragdo da

quantidade da farinha extraida do grdo de trigo. A medida que o grau de extragdo da farinha
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aumenta, os conteudos de proteinas, lipidios, cinzas e fibras também aumentam, influenciando
na qualidade tecnoldgica do produto.

Gutkoski; Antunes ¢ Roman (1999) relataram que a farinha padrao apresenta em
torno de 74% de extracdo, enquanto que farinhas patentes sdo obtidas com extragdes
inferiores a 40%. Taxas de extragdo de 80% tém sido usadas para preservar os nutrientes do
trigo para o uso alimentar, sem causar grandes alteragdes na cor da farinha ou qualidade de

panificacao.
5.8.1 Farinografia

Em relagdo a capacidade de absorc¢do de dgua, o experimento controle apresentou
maior absor¢cdo com 64%, sendo reduzida significativamente para 60,6 e 60,8 nos tratamentos
com UV-C e US, respectivamente. Tal fato pode estar relacionado a alteragcdes que os
processos fisicos podem ter sobre a degradagdo de agucares simples como dextrina, maltose e
glicose, que possuem maior afinidade pela 4gua (RAYAS-DUARTE E RUPNOW, 1993).
Estes resultados indicam que a farinha com maior teor de absor¢do de 4gua contém maior
quantidade de fibras e proteinas em sua estrutura, sendo estas varidveis importantes para a
escolha de uma farinha de boa qualidade, uma vez que, quanto maior a quantidade de
proteinas e fibras, maior a absor¢do de dgua. Costa et al. (2008) obtiveram valores menores
comparando em suas pesquisas a qualidade tecnologica de graos e farinhas de trigo nacionais
e importados, reportando valores de absor¢do de agua variando entre 54,4 e 59,3% para
farinhas importadas, e entre 53,3 e 57,6% para farinhas nacionais.

De acordo com Martins, Oliveira e Santos (2012), uma farinha com boa
capacidade de absor¢do de agua, alto teor de proteinas e consequentemente formacdo de
gliten com boas propriedades viscoelasticas, desenvolverd uma massa com boa elasticidade,
consisténcia e boa retencdo do gas carbonico na etapa de fermentacdo, havendo assim um
aumento consideravel do volume do pao, oferecendo estrutura firme e textura uniforme ao
mesmo.

Farinhas que apresentam valores de absor¢do de d4gua menores que 58% ndo sdo
indicadas para a producdo de massas alimenticias. Geralmente uma farinha com alto valor
proteico apresenta alta absorcdo, pois a proteina absorve 2/3 de seu peso em 4agua
(MONTENEGRO e ORMENESE, 2008), porém um valor alto de absor¢do também pode
significar alto contetido de amido danificado (GERMANI, 2008). Do ponto de vista pratico,
alta absorcdo de agua significa maior rendimento em massa. Em razdo disso a diferenca

encontrada entre os valores de absor¢do, indicam que ocorreu uma reducao da absorcdo de
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agua das farinhas provenientes de graos tratados com UV-C e US, levando a crer que as
farinhas obtidas podem nao ser adequadas para a produ¢do de massas alimenticias.

O tempo de desenvolvimento € o intervalo de tempo, em minutos, que o pao leva
para desenvolver sua consisténcia maxima, ou seja, 0 tempo necessario para determinar o
percentual de absorcdo de agua da farinha para que atinja a consisténcia necessaria para a
producdo de pao (GUARIENTI, 1996). Segundo Carvalho (1999), o tempo de
desenvolvimento ¢ importante para avaliar a fermentacdo da massa, portanto, ¢ necessario
respeitar o tempo adequado para a retengdo dos gases produzidos pelas leveduras. Estes
parametros indicam a qualidade da proteina e farinhas fortes normalmente requerem maior
tempo de desenvolvimento que farinhas fracas (PYLER, 1988; QUAGLIA, 1991). No
presente estudo, o tempo de desenvolvimento do controle foi de 8 min, diferindo
estatisticamente dos tratamentos, que apresentaram 2,2 e 2,3 min, indicando que ocorreu
provavelmente uma alteragdo na qualidade protéica, visto que o TD reduziu
consideravelmente apos os tratamentos fisicos, corroborando com os resultados do teor de
absorcao de agua.

A estabilidade ¢ utilizada por algumas empresas como principal padrdo de
qualidade panificavel de uma farinha. A estabilidade da massa é reconhecida como um
parametro indicador de resisténcia ao amassamento ¢ melhor qualidade tecnologica. O valor
de estabilidade da massa depende do nimero de ligacdes entre as moléculas proteicas
presentes no gliten e da forca entre essas ligagdes (INDRANI; RAO, 2007). Os tratamentos
dos graos com UV-C e US alteraram positivamente a estabilidade das farinhas, provocando
um aumento de 13 min (controle) para 16 min e 18 min em relagdo a UV-C e US,
respectivamente. Este aumento se deve a capacidade de fortalecimento do gliten causado por
possiveis interagdes da luz UV-C e ondas ultrassonicas. Por um lado, se a degradacdo de
proteinas reduziu AA e TD, esse efeito causado pelos tratamentos pode ter aumentado a
estabilidade, ja que alguns compostos que podem interferir na estabilidade da farinha podem
ter sido alterados durante os tratamentos aplicados.

O indice de tolerancia a mistura (ITM) do controle foi de 60 UF e dos tratamentos
com UV-C e US, 19,4 e 7,5 UF, respectivamente. Geralmente, as farinhas que t€ém boa
tolerancia a mistura t€m menor ITM e quanto maior for o indice de tolerancia, mais fraca sera
a massa (FARONI et al, 2002). Os resultados obtidos neste estudo indicam o fortalecimento
do gluten ap6s os tratamentos fisicos, facilitando a formagao de uma rede coesa e aumentando
sua estabilidade. Tal fato sugere um aumento na resisténcia das massas ao amassamento ou a

acao mecanica.



91

5.8.2 Alveografia

A elasticidade indica a habilidade que a rede de gluten tem de reter os gases
produzidos na fermentagdo, enquanto a extensibilidade indica a capacidade da massa a
extensdo durante a fermentacdo, ou seja, sua capacidade de se esticar sem romper a massa,
enquanto que o quociente P/L ¢ a relagdao entre tenacidade e extensibilidade. A energia de
deformacdo da massa mede o trabalho mecanico necessario para expandir a bolha até a
ruptura (GUTKOSKI ; NETO, 2002).

A extensibilidade ¢ um indicativo de volume do pao. Em geral, quando maior o
valor de L, maior sera o volume do pao. Mas essa caracteristica ¢ dependente do valor de P.
Deve existir uma proporcionalidade dos valores de P e L (relagdo P e L) para, associados ao
valor de W (forga geral do gliten) expressarem um bom potencial da panificagdo. A relacao
tenacidade/extensibilidade (P/L) expressa a estabilidade da massa que serve como guia para
determinar se as massas sao pouco extensiveis, equilibradas ou muito extensiveis
(GERMANI, 2008). Por esta razdo, a relagdo P/L ¢ utilizada em fitomelhoramento genético
para selecionar variedades de trigo pela sua qualidade de panificacdo. Para a fabricagdo de
paes, a farinha que apresentar valores de P/L abaixo de 0,6 pode ser considerada com gluten
extensivel, de 0,61 a 1,20 de glaten balanceado, e valores de P/L acima de 1,21 de gluten
tenaz (MELLADO, 2006; MODENES; SILVA; TRIGUEROS, 2009;). Os resultados do
alveograma demonstraram que os valores de P/L apresentaram incremento significativo apos
os tratamentos, de 2,1 (controle) para 2,9 (UV-C) e 2,5 (US), sendo classificado entdo, como
glaten tenaz.

Quanto a energia de deformagdo da massa (W), ele indica a qualidade panificavel
da farinha de trigo, simulando o comportamento da massa na fermentagdo, ou seja, o seu valor
permitird definir o produto final de panifica¢do, onde o esperado ¢ um pao de textura interna
sedosa, de bom volume e de granulometria aberta (MODENES; SILVA; TRIGUEROS,
2009). A energia de deformacao da massa ou forca de gluten (W) representa o trabalho de
deformacdo da massa e estd relacionada com a qualidade de panificagdo da farinha,
correspondendo ao trabalho mecanico necessdrio para expandir a bolha até a ruptura, sendo
expressa em 10" J (MODENES; SILVA; TRIGUEROS, 2009). Os valores de W podem
variar de 100 a valores superiores a 300 x 10 J ¢ quanto mais alto for o valor de W, maior
serd a forga do gluten. Trigo com valor de W entre 200 e 300 x 10™* J é considerado adequado

para panificagdo (MELLADO, 2006). Neste estudo, o controle apresentou valor de 290,5 10
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4 , 0 tratamento com UV-C indicou 293 10™J e o tratamento com US demonstrou 283 107J ,

apontando que o tratamento com UV-C propiciou uma maior forga do gluten.

5.8.3 Numero de queda ou Falling number

De acordo com Rani et al. (2001) o teste do nimero de queda ou falling number
tem por finalidade verificar a atividade da enzima a-amilase do grao, a fim de detectar danos
causados pela germinagao na espiga. A ocorréncia de chuvas por ocasido da colheita pode
levar os graos de trigo a iniciar o processo germinativo, que traz como conseqiiéncia a
deterioragdo do grao em niveis que podem comprometer sua utilizacdo industrial. Com o
inicio da germinagdo, ocorre um incremento na atividade das enzimas a- amilase (nimero de
queda < 200 s). Este acréscimo de produgdo de a-amilase provoca a sacarificacdo das
moléculas de amido durante o processo de fabricacdao de pao, resultando em paes com textura
interna pegajosa e umida. Por outro lado, a baixa atividade da enzima a- amilase (nimero de
queda > 351 s) afeta negativamente a panificag¢do, resultando em produto final com textura
interna seca e quebradica (MODENES; SILVA; TRIGUEROS, 2009).

A importancia da verificacdo da atividade e do efeito da a-amilase se da devido ao
fato desta enzima exercer a fungdo de quebrar a molécula de amido em partes menores, isto &,
em agucares diretamente fermentesciveis, o que gera uma maior producdo de gases na
fermentacdo do pdo e conseqlientemente, um maior volume especifico deste. Portanto, as
farinhas devem ter uma atividade enzimatica mediana, longe dos extremos (HOSENEY,
1991; HUG-ITEN; ESCHER; CONDE-PETIT, 2001; RANI et al., 2001).

No presente estudo, o numero de queda aumentou significativamente de 316,5 s
(controle) para 321,5 s (UV-C) e 323,5 s (US), estando dentro de uma faixa de 250 a 350 s,
considerada ideal para a pratica panificavel, de acordo com Ortolan (2006). De acordo com
Jacobs e Delcour (1998) quanto maior o nimero de queda, menor o teor de amido danificado,
fato ocorrido neste trabalho. Os resultados referentes a atividade enzimatica especifica (AEE)
de a-amilase determinados diretamente, indicaram maior AEE na amostra tratada com US
(1,45 mg amido/mg albumina min") e menor AEE na amostra tratada com UV-C (1,29 mg
amido/mg albumina min™). Possivelmente, as mudangas no namero de queda, isto é, na
quantidade de polissacarideos em funcdo dos tratamentos fisicos aplicados sobre os graos,
indica o grau de despolimeriza¢do do amido, sendo relacionado com a quantidade de radicais
livres gerados.

Segundo a Instrugao Normativa n° 38, de 30 de novembro de 2010, do Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2010), publicado no Diario Oficial da
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Unido de 1° de dezembro de 2010, o trigo destinado diretamente a alimentagdo humana
pertence ao grupo 1 e o trigo destinado a moagem e a outras finalidades, pertence ao grupo 2,
sendo que o trigo destinado a panificacao, se enquadra na classe de trigo pao, do grupo 2. Na
Tabela 25 esta a classificagao comercial de trigo, estimada pela sua aptidao tecnoldgica, onde
sdo apresentados valores minimos sugeridos para caracteristicas de qualidade por produto a
base de trigo, em fung¢do da forca de gluten (W), da relagdo tenacidade/extensibilidade (P/L) e
do nimero de queda (NQ).

Tabela 25 - Classes do trigo do Grupo II destinado @ moagem e a outras finalidades

Classe For¢a do gliten Estabilidade N° de queda
(10J) (min) (s)
Melhorador 300 14 250
Pao 220 10 220
Doméstico 160 6 220
Bésico 100 3 200
Outros usos Qualquer Qualquer Qualquer

Através da comparacdo dos resultados obtidos com a Tabela 24, pode-se verificar
que os graos utilizados neste estudo possuem caracteristicas de trigo Melhorador, tanto o
controle como os tratamentos estando na faixa entre 286 e 289 10™*J de forca de gluten, 13 a

18 min de estabilidade e numero de queda entre 316 ¢ 324 s.

5.8.4 Cor

Quanto a andlise de cor, observou-se que as amostras de farinha apresentaram
pouca variagdo quanto a sua luminosidade L*, porém foram estatisticamente significativas,
indicando que as farinhas tratadas com UV-C e US possuem colora¢do com tonalidades mais
claras. Quanto as coordenadas de cromaticidade a* e b*, foi verificada variagdo significativa
entre tratamentos, mostrando que a coordenada de cromaticidade a* do controle que possuia
0,32 foi reduzida apds o tratamento com UV-C para 0,21 e apos tratamento com US para
0,27. Para a coordenada b*, o comportamento foi semelhante, reduzindo de 10,5 para 9,6 apos
tratamento com UV-C e para 9,2 apos tratamento com US. Embora as coordenadas de
cromaticidade a* e b* tenham apresentado redu¢do de seus valores apds o tratamento com
UV-C e US, indicando uma tendéncia de afastamento do vermelho e do amarelo, verificou-se

que as amostras apresentaram valores similares aos encontrados por Ortolan et al. (2006). Tal
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fato pode estar relacionado com a oxidagdo de pigmentos através da agdo dos tratamentos
fisicos com UV-C e US.

A farinha de trigo apresenta diferentes tons de branco e essa variagdo depende do
conteudo de pigmentos carotendides e da atividade enzimatica. A cor da farinha de trigo pode
ser avaliada pela luminosidade, a qual determina a extensdao da oxidacdo dos pigmentos
carotendides pelo complexo que promove o branqueamento (enzima lipoxigenase), ou a
particulas de farelo e material estranho, indicando o desempenho da moagem (POMERANZ,
1998; GUTKOSKI, 2008). De acordo com El-Dash (1982) o conteudo de cinzas da farinha ¢
usado como indicador do grau de extragdo, que neste estudo apresentou menor grau no
controle e tratamento com UV-C, corroborando com os resultados apresentados em relacdo a
luminosidade e cromaticidade das farinhas. Segundo Gutkoski; Antunes e Roman (1999),
produtos de panificagdo elaborados com farinhas que contém niveis mais altos de cinzas
apresentam coloragdo mais escura, pois contém maiores quantidades de particulas finas do
farelo ou da por¢do do endosperma adjacente ao farelo. A cor da farinha também ¢ usada
como indice de pureza e quanto mais branca, maior sera a aceitabilidade pelo consumidor. A
cor escura na farinha ocorre devido a presenca de particulas do farelo, que podem ser
removidas por processo adequado de moagem.

A legislacao brasileira (BRASIL, 2005) estabelece que a farinha de trigo deve
apresentar cor branca, com tons leves de amarelo, marrom ou cinza, conforme a matéria-
prima de origem. Por outro lado, a cor dependera também do tempo de armazenamento, que
tem influéncia sobre a qualidade tecnologica da farinha, e que poderd resultar em
modificagdes dos seus pardmetros nutricionais € sensoriais (HRUgKOVA; MACHOVA,
2002).

5.8.5 Gluten

A funcionalidade e versatilidade da farinha, principal produto resultante da
moagem, estd associada a capacidade de algumas de suas proteinas (gliadinas e gluteninas)
formar gluten. Embora cada farinha de trigo armazene proteinas em uma rede viscoelasticas,
as suas caracteristicas podem diferir extremamente, de acordo com as condigdes ambientais e
genotipicas (GUPTA; BATEY; MACRITCHIE, 1992; HASNIZA et al., 2014).

Segundo Sales e Vitti (1987) e Caldeira et al. (2000), farinhas com baixos teores
de glaten podem propiciar a obtencdo de uma massa com menor absor¢cdo de agua. A
quantidade e qualidade do gliten determinam uma forte absorcao de agua e uma elevada

elasticidade de paes, que ¢ muito favoravel para a retengao do didxido de carbono durante o
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processo de fermentagdo de produtos de panificagdo. Entretanto, esta afirmacdo ndo foi
observada neste estudo, visto que o controle mostrou menor teor de indice de gliten também
indicou maior absor¢ao de agua.

O glaten ¢ uma proteina amorfa que se encontra em alguns cereais combinada
com o amido, representando 80% das proteinas do trigo e quando umido, apresenta peso trés
vezes maior que o gluten seco, pois retém grande quantidade de dgua (SGARBIERI, 1996).
Para Armero e Collar (1998), valores elevados de indice de gluten (acima de 90%)
correspondem a uma rede de gluten forte. Ao tratar os graos com UV-C e US obtiveram-se
valores de indice de gluten de 99,7% e 99,4%, respectivamente, diferindo estatisticamente do
controle que apresentou 97,5%, indicando um fortalecimento da rede de glaten, que ¢
responsavel pela elasticidade da massa da farinha. Ainda, verificou-se que houve diferencga
significativa no teor de gliten timido e seco, sendo reduzidos significativamente apos os
tratamentos, indicando uma possivel degradagdo das gliadinas e gluteninas através da acao da
UV-C e US, por possivel excesso de oxidacdo, reduzindo sua extensibilidade.

Panozzo et al. (2016) avaliaram o efeito da aplicagao de luz pulsada através de
quatro lampadas de xénon com emissdes entre 200 e 1000 nm, utilizando doses entre 1,75 ¢
26,25 J cm™ nas propriedades (absorbancia, tamanho de particula, imunoreatividade,
conteudo de sulfodrilas livres) de gliten de trigo em p6 e em suspensdao aquosa, verificando
que a fotorreatividade do gluten foi fortemente afetada pela hidratagdao. No gliten em po, a luz
pulsada induziu o desenvolvimento do escurecimento e promoveu a despolimerizagdo parcial
das proteinas do glaten por trocas dissulfeto, modificando sua funcionalidade. Em outra
investigacao, Jin et al. (2015) avaliaram o efeito do US multifrequéncia em relagdo a
enzimolise de proteinas do milho e nas estruturas de maior fragdo protéica, zeina e glutelina,
onde os resultados indicaram modificagdes nas ligacdes dissulfeto e a microscopia eletronica
sugeriu a degradacdo de microestruturas da glutelina.

Em suma, as caracteristicas tecnologicas das farinhas provenientes de graos
tratados com US e UV-C foram alteradas significativamente, evidenciando a necessidade de
avaliar o efeito dos tratamentos fisicos na reducdo da contaminacdo micotoxicologica em

graos e suas possiveis modificacdes nos produtos de beneficiamento.
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6 CONCLUSOES
6.1 CONCLUSOES PARCIAIS

De acordo com os resultados obtidos, apos a aplicacdo do tratamento com US,
obteve-se reducdo média de DON, ADONS, e NIV de 26, 23,2 ¢ 17,8% respectivamente,
sendo que as melhores condi¢des foram 16 h de condicionamento, 3,5 h de exposigao,
frequéncia de 25 kHz e didmetro do béquer de 3 cm. Para o tratamento com UV-A, as
reducdes de DON, ADONS e NIV foram de 36,8, 29,9 e 32,8% respectivamente, indicando
condigdes otimizadas ao utilizar 16 h de condicionamento, 8 h de exposicao, distancia de 8
cm entre a lampada e superficie dos graos e espessura da camada dos graos na placa de 1,2
cm. Por outro lado, para o tratamento com UV-C, a média de reducdes de DON, ADONS e
NIV ficou em torno de 40,5, 37,8 e 20,5%, respectivamente, mostrando melhores resultados
ao utilizar 16 h de condicionamento, 2 h de exposi¢do, distancia de 8 cm entre a lampada e
superficie dos graos e espessura da camada dos grdos na placa de 1,2 cm. As condi¢des
otimizadas de US e UV-C foram aplicadas em quatro amostras de trigo comerciais, as quais
indicaram perfil semelhante de reducao.

Em relagdo a composi¢do fisico-quimica dos graos tratados e ndo tratados,
verificou-se que houve diferenca estatistica apenas para o conteudo de umidade, fato
justificado pelo ajuste realizado pelo condicionamento dos graos.

O conteudo de proteinas soluveis apresentou em média 15,2, 10,9, 29,4 e 44,4%
de albumina, globulina, prolamina e glutelina. Em relagdo a atividade enzimatica especifica
(AEE) de a-amilase, apds o tratamento com US usando 25 kHz houve um aumento em
relacdo ao controle de 3,5%. Por outro lado, apds tratamento com UV-C ocorreu uma reducao
em torno de 7,8% em relagdo ao controle. Para a PO o controle apresentou AEE de 0,39 U
mg’l, diferindo estatisticamente dos tratamentos com UV-A e UV-C, ambos com 0,30 U mg'l.
O perfil lipidico indicou a predominancia de acidos graxos mono-insaturados oléico e
palmitoléico, sendo que ambos sofreram diferencas significativas apos tratamento com UV-C.
O 4cido oléico apresentou reducao em cerca de 33,7% e o acido palmitoléico um aumento em
torno de 27,1%.

Para as propriedades tecnologicas das farinhas provenientes dos graos tratados e
ndo-tratados com US e UV-C, ocorreram diferencas significativas em relacdo ao controle nos
parametros de numero de queda, grau de extragdo, absor¢do de d4gua, tempo de
desenvolvimento da massa, estabilidade, indice de tolerdncia a mistura, tenacidade e

extensibilidade, forca do gluten, e colorimetria.
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Dessa forma, o presente estudo indica alternativas promissoras pds-colheita para a
reducdo dos niveis de DON, ADONS e NIV em graos de trigo, com destaque para o uso de
UV-C.

6.2 CONCLUSAO GERAL

A aplicacao de US e UV em graos de trigo apods a etapa de condicionamento dos
graos reduziu os niveis de tricotecenos, sendo o tratamento com UV-C o mais promissor
isoladamente. Entretanto, o efeito combinado entre US e UV-C propiciou maiores redugdes
em relacdo ao tratamento isolado.

A composicdo fisico-quimica dos graos tratados ndo foi alterada com os
tratamentos aplicados. No entanto, as fragcdes protéicas e atividade enzimatica de a-amilase e
PO apresentaram alteracdo no perfil, variando de acordo com o tratamento.

Estas alteragdes podem estar relacionadas ao efeito de fortalecimento do gliten
entre outras caracteristicas reologicas das proteinas das farinhas proveninentes dos graos de
trigo tratados pelos métodos fisicos US e UV, o que leva a esperar comportamento

tecnologico adequado na elaboragao de produtos alimenticios.
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar e verificar o efeito do comprimento de onda UV-B;

e Avaliar diferentes propor¢des de umidade durante o condicionamento;

e Elucidar os compostos de degradagdo de DON, ADONS e NIV.

e Analisar o comportamento de tricotecenos tipo A, como toxina T-2 e HT-2 perante a

aplicagao dos processos fisicos.
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