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SOUZA, Thiago Montagner. Impacto de manejo e tratos culturais na
composig¢ao quimica, contaminacgao por desoxinivalenol - don e qualidade tecnologica
de trigo no estado do Parana-Brasil. 2013. 124f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

RESUMO

O trigo (Triticum aestivum L.) destaca-se entre os cereais de maior cultivo mundial, cujo
agronegdcio globalizado exige alta produtividade aliado a qualidade nutricional, tecnolégica
e seguranga. Visando avaliar o impacto de manejo e tratos culturais na qualidade de gréo
produzido, campos experimentais foram conduzidos com trigo (BRS 220 e BRS Tangara) na
regido Norte (Municipio de Londrina) e Centro-Sul (Municipio de Ponta Grossa) do Estado
do Parana-Brasil, nos anos de 2010 e 2011. O cultivo foi realizado em sucessao a cultura do
milho ou soja em Londrina (2010 e 2011); soja (2010) e milho (2011) em Ponta Grossa,
sendo que em ambos procedeu-se a inoculagdo com Azospirillum brasilense e doses de
nitrogénio em cobertura (0, 30, 60, 90 e 120 kg.ha™). Os fatores avaliados no grdo
consistiram de composicao quimica (atividade de agua, proteina, lipideo, cinza, amido,
carboidrato total) e contaminagado por desoxinivalenol-DON (Londrina e Ponta Grossa), e
analise de qualidade tecnolégica em Londrina por método primario e secundario-NIR (peso
hectolitrico, indice de dureza e didametro do grdo, e extragcdo experimental, nimero de
queda, alveografia e cor da farinha). Avaliando efeito de sucessao de cultura (milho ou soja)
em Londrina (BRS 220), observou-se diferenga na composicdo do gréo, exceto no teor de
lipideo e contaminagao por DON (p<0,05). A inoculagdo com A. brasilense em Ponta Grossa
(BRS Tangara) resultou em aumento no teor de proteina em 2010 (16,9 g/100g) e 2011
(15,7 g/100g). Analisando o efeito de adubagéo nitrogenada em Londrina, o incremento na
dose de nitrogénio resultou em aumento no teor de proteina em 2010 (16,0 g/100g) e 2011
(16,5 g/100g), e reducao no teor de carboidrato total em 2010 (68,4 g/100g) e 2011 (68,2
g/100g). Resultado semelhante foi observado em Ponta Grossa, onde o incremento da dose
também resultou em aumento no teor de proteina em 2010 (17,7 g/100g) e 2011 (16,4
g/100g). Em resposta a dose de nitrogénio, o teor de proteina foi o fator com maior variagao,
seja em Londrina (12,7 a 16,5 g/100g, incremento de 30,3% em 2011) como em Ponta
Grossa (14,0 a 16,4 g/100g, incremento de 17,2% em 2011) e esteve diretamente
correlacionado com o incremento na adubacido (Londrina r=0,78; Ponta Grossa r=0,75;
p<0,05). Diferenga na composi¢cao quimica do grdo em Londrina (teor de proteina) resultou
em alteragdes na qualidade tecnoldégica do grao, principalmente nas caracteristicas
alveograficas da massa em 2011, com aumento na forca de gluten (333,1x10%),
extensibilidade (117,7 mm), indice de intumescimento (24,0 mm) e indice de elasticidade
(58,3%), e redugado da tenacidade (90,1 mm) (p<0,05). Em relagdo a contaminagao por
DON, 95% (2010) e 100% (2011) das amostras de Londrina, € 62,5% (2010 e 2011) das
amostras de Ponta Grossa, apresentaram nivel de contaminacao inferior ao limite maximo
estabelecido pela legislagdo brasileira (2000 pg.kg”). A analise por NIR apresentou-se
adequada na determinagdo de proteina (r=0,96), didmetro de grado (r=0,90) e coordenadas
de cor (a*=0,91; b*=0,85), sendo indicado para triagem rapida na recepgdo e linha de
processamento (p<0,05). Em adigdo ao melhoramento genético, 0 manejo de nitrogénio no
solo seria recomendado como procedimento adicional para obtencao de matérias prima com
perfil desejado perante composi¢do quimica e consequente caracteristica tecnoldgica de
trigo. Os resultados demonstraram a importancia de estudos sobre manejo adequado
visando maximizar a produtividade e qualidade de grao.

Palavras-chave: Triticum aestivum (L.). Sucessdo de cultura. Azospirillum brasilense.
Adubacao nitrogenada. Composicao quimica. Qualidade tecnoldgica.
DON.



SOUZA, Thiago Montagner. Impact of agricultural management practices in the chemical
composition, deoxynivalenol-don contamination and technological quality of wheat in
parana State-Brazil. 2013. 124p.Dissertation (Master's Degree in Food Science) - State
University of Londrina, Londrina. 2013.

ABSTRACT

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important cereal crop worldwide, and due to
its importance, globalized agribusiness requires high productivity combined with nutritional
quality, technology and safety. To evaluate the impact of agricultural management practices
in the quality of grain produced, field trials were conducted with wheat (BRS 220 and BRS
Tangara) in the North (City of Londrina) and South Central (City of Ponta Grossa) of Parana
State-Brazil, in 2010 and 2011. Cultivation system was carried out in succession to corn or
soybeans in Londrina (2010 and 2011); soybean (2010) and corn (2011) in Ponta Grossa,
and in both locations proceeded inoculation with Azospirillum brasilense and nitrogen rates in
coverage (0, 30, 60, 90, 120 kg.ha™). The parameters evaluated in the grain consisted of
chemical composition (water activity, protein, fat, ash, starch, total carbohydrate) and
deoxynivalenol-DON contamination (Londrina and Ponta Grossa), and analysis of the
technological quality in Londrina by primary and secondary method-NIR (hectoliter weight,
diameter and hardness of the grain, and experimental mill, falling number, alveograph and
color flour). Evaluating the effect of crops succession (corn and soybeans) in Londrina (BRS
220), differences were observed in the composition of the grain, except for component as
lipid and contamination by DON (p<0.05). The inoculation with A. brasilense in Ponta Grossa
(BRS Tangara) resulted in an increase in protein content in 2010 (16.9 g/100g) and 2011
(15.7 g/100g). Analyzing the effect of nitrogen fertilization in Londrina, increasing in nitrogen
rates resulted in increase in protein content in 2010 (16.0 g/100g) and 2011 (16.5 g/100g),
and decrease in carbohydrate content total in 2010 (68.4 g/100g) and 2011 (68.2 g/100g).
Similar results were observed in Ponta Grossa, when increasing in nitrogen rates also
resulted in increase in protein content in 2010 (17.7 g/100g) and 2011 (16.4 g/100g). In
response to nitrogen rates, the protein content was the factor with the greatest variation in
Londrina (12.7 to 16.5 g/100g, an increase of 30.3% in 2011) and in Ponta Grossa (14.0 to
16.4 g/100g, an increase of 17.2% in 2011), being directly correlated with gradual increase in
fertilization (Londrina r=0.78; Ponta Grossa r=0.75; p<0.05). Modifying in the chemical
composition of the grain in Londrina (protein) resulted in changes in the technological quality
of the grain, particularly in the alveograph characteristics in 2011, with an increase in gluten
strength (333.1x10™J), dough extensibility (117.7 mm), swelling index (24.0 mm) and
elasticity index (58.3%), and a reduction in tenacity (90.1 mm) (p<0,05). In regard to DON
contamination, 95% (2010) and 100% (2011) of samples from Londrina, and 62.5% (2010 e
2011) of samples from Ponta Grossa, showed levels of contamination below the 2000 pg.kg™
limit established by Brazilian legislation. The analysis by NIR appeared to be suitable to
measure grain protein content (r=0.96), grain diameter (r=0.90) and flour color (a*=0.91,
b*=0.85), for rapid screening at reception and processing line. In addition to breeding,
management of soil nitrogen would be recommended as additional procedure to obtain raw
materials with desired profile in relation to chemical composition and consequent wheat
technological characteristics. The results demonstrated the importance of studies on
appropriate management to maximize productivity and grain quality.

Keywords: Triticum aestivum (L.). Crop succession. Azospirillum brasilense. Nitrogen
fertilization. Chemical composition. Technological quality. DON.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.), monocotiledénea pertencente a familia
Poaceae (Gramineas), destaca-se entre os cereais de maior cultivo mundial e
importancia na alimentagdo humana. Ocupando o segundo lugar em volume de
producdo, com importante papel no agronegdcio globalizado, pela adaptabilidade
agronOdmica, facilidade de armazenamento, qualidade nutricional e enorme
diversidade de produtos alimenticios desenvolvidos.

Apesar do avango gerado pela pesquisa e, consequente aumento na
produtividade nacional, metade de trigo consumido no pais € importado, devido a
inconstancia na produgao. O fato requer estimulo para sobrepujar o déficit no
suprimento nacional, com enfoque desde o inicio da cadeia produtiva. l.e., deve
abranger o estudo sobre solo, fertilizagdo, clima, praticas culturais, controle de
praga, fungo e contaminagédo de micotoxinas, além de aprimorar o aspecto genético,
capaz de repercutir na qualidade final de grao.

Frente a exigéncia do mercado, os segmentos da cadeia produtiva
devem ser voltados para a producédo de alimentos com qualidade, sendo este fator
determinante na competitividade perante o mercado internacional. Portanto, o
monitoramento adequado da contaminagdo por micotoxinas envolvendo desde a
etapa de semeadura no campo, aliado as medidas preventivas, é essencial para
garantir a segurancga de produtos e subprodutos agropecuarios comercializados.

A composigdo quimica quantitativa do grdo €& definida
intrinsecamente pela genética. Nao obstante, fatores podem provocar alteragbes na
composi¢cdo quimica e contaminagao de grdo, e consequentemente na qualidade;
Condicao climatica, temperatura e precipitagao pluvial, pode influir no enchimento do
grao, com consequente alteracdo na qualidade tecnoldgica, podendo também
proporcionar condicao favoravel para o aparecimento de doenga e produgao de
micotoxina.

Salienta-se o nitrogénio entre constituinte determinante devido a
contribuicdo no teor de proteina do gréo, essencial na qualidade industrial desejada
de trigo, somando-se ainda o beneficio em minimizar os aditivos, contribuindo na
seguranga de alimentos. Assim, a variagdo qualitativa e quantitativa de proteinas,

determinadas por fatores genéticos inerentes a cultivar (classificacdo de trigo),
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poderiam ser influenciadas diretamente por fatores ambientais e de manejo como
temperatura, fertilidade do solo e adubagéao nitrogenada.

A adubacgao nitrogenada de cobertura € uma importante pratica de
manejo para o desenvolvimento de planta. Entretanto, a aplicagdo de nitrogénio
eleva o custo, somado ao baixo aproveitamento devido a perda por lixiviagao,
desnitrificagao e volatilizacdo, dependendo da fonte.

A sucessao de cultura € um recurso para reduzir a dependéncia da
fertilizacdo quimica, com énfase a leguminosa, uma vez que proporciona maior
nitrogénio residual, diminuindo a necessidade de adubagcdo de cobertura.
Considerando que as plantas leguminosas além de realizarem a fixagdo simbidtica
de nitrogénio, apresentam maior velocidade de decomposigdo com consequente
liberagcdo de nutrientes, fornecendo assim, minerais para a cultura subsequente.
Entretanto, essa pratica pode proporcionar aumento na incidéncia de doenca e
consequente producdo de micotoxina, principalmente quando culturas hospedeiras
sdo utilizadas como antecessora ao cultivo do trigo (milho).

Além disso, a inoculagédo de bactérias promotoras de crescimento
pode reduzir a necessidade de aplicacdo de insumos quimicos, diminuir estresse
bidtico e abidtico, e aumentar a produtividade da cultura. Em adi¢cdo a fixagcado de
nitrogénio atmosférico, Azospirilum spp. produz fitohormdnios capazes de promover
o crescimento radicular da planta, melhorando a absor¢éo de agua e nutrientes, com
consequente aumento na resisténcia a seca, tornado-as vigorosas e produtivas.

Em face disto, o trabalho objetivou avaliar o impacto de manejo e
tratos culturais na qualidade de grao produzido (composi¢ao quimica, contaminagéo
por desoxinivalenol e qualidade tecnoldgica), com enfoque a sucessao de cultura
(milho ou soja) em Londrina (2010 e 2011), e soja (2010) e milho (2011) em Ponta
Grossa, inoculagao com Azospirillum brasilense e doses de nitrogénio em cobertura
(0, 30, 60, 90 e 120 kg.ha'). Aliado a isso, procedeu-se a comparacdo da
efetividade de método rapido com o método primario e classico. O método
secundario baseado em analise por NIR tem sido introduzido, apresentando
crescente emprego, principalmente para a determinagdo da qualidade tecnoldgica
de trigo.
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2 OBJETIVO

*Avaliar impacto de sucess&o de cultura (milho ou soja), inoculagdo de
Azospirillum brasilense e dose de nitrogénio (0, 30, 60, 90 e 120 kg.ha™) na
composigdo quimica, contaminagao por desoxinivalenol e qualidade tecnoldgica de
graos de trigo, regidao Norte do Estado do Parana (Londrina);

*Avaliar impacto de inoculagdo de Azospirillum brasilense e dose de
nitrogénio (0, 30, 60, 90 e 120 kg.ha™) na composicéo quimica e contaminagdo por
desoxinivalenol de graos de trigo, regidao Centro-Sul do Estado do Parana (Ponta
Grossa);

*Avaliar a correlagao (Pearson) existente entre as caracteristicas avaliadas
nos graos de trigo (composicdo quimica, contaminagdo por desoxinivalenol e
qualidade tecnoldgica), submetido a diferentes doses de nitrogénio (0—120 kg ha™);

eComparar a efetividade do uso de método secundario (NIRs) em
comparagao com o método primario e classico, na determinagcdo da qualidade

tecnoldgica de trigo (Correlagao de Pearson).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A CULTURA DE TRIGO

O trigo, monocotiledbnea pertencente a familia Poaceae
(Gramineas), género Triticum e numero diversificado de espécies, € uma das
culturas mais antigas do mundo. Triticum aestivum (L.) é o tipo de maior interesse
comercial (>90 % da produ¢do mundial), destinando-se a panificacéo, producéo de
bolo, biscoito, massas e produtos de confeitaria, enquanto que Triticum durum
(Desf.), com aproximadamente 5% da producdo, é mais indicado para massas
alimenticias por apresentar gluten mais resistente (GOODING, 2009).

Advindo de clima temperado, o trigo originou-se nas regides
montanhosas do Sudoeste Asiatico ha 10.000 anos a.C. Relatos biblicos citam a
importancia deste grao na alimentagdo humana. O Egito, reconhecido como local de
origem do p&o, e os romanos, misturando fermentos a farinha de trigo, melhoraram
as caracteristicas deste alimento (GUARIENTI; DEL DUCA, 2002).

Em 1534, Martim Afonso de Souza introduziu a cultura do trigo no
Brasil, especificamente na Capitania de Sao Vicente, onde a cultura se expandiu ao
Planalto de Piratininga, atual Estado de S&o Paulo. Posteriormente introduzido a
outras regides pelo deslocamento dos missionarios religiosos e colonos
portugueses. Em 1737, com a colonizagédo acoriana no Rio Grande do Sul, se iniciou
o cultivo deste cereal com sucesso, chegando até a exportar para Portugal parte de
sua producao (FORNASIERI FILHO, 2008).

Cereal de inverno no Brasil e/ou primavera em outras regides,
devido ao grande numero de espécies, variedades e adaptabilidade, o trigo é
amplamente cultivado por muitos paises em todo o mundo (MCKEVITH, 2004).
Devido a importancia econdmica mundial da cultura, pesquisadores procuram
desenvolver cultivares adaptadas as mais diversas condigdes climaticas.

O trigo representa a segunda maior cultura de grdos em produgao
no mundo, superado pelo milho em 26,9% e, primeira em area de cultivo (221,90
milhdes de hectares), segundo resultados da safra 2011/2012. Entre os principais
paises produtores do cereal encontra-se a Unido Europeia (27 paises), China, india,
Russia e Estados Unidos, com participacédo de 19,7, 16,8, 12,5, 8,1 e 7,8% na

producdo mundial, respectivamente. Estimativas para safra 2012/2013 preveem
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reducdo na produc¢do mundial de trigo devido a redugao de produgédo na Argentina
(29,0%), maior produtor de trigo na América do sul (15,5 milhdes de toneladas,
2,22%), e Russia (33,0%) (USDA, 2013).

A area cultivada na safra 2011/2012 no Brasil foi de 2,17 milhdes de
hectares distribuidos em trés regides e oito estados da federagdo e, segundo
levantamento de fevereiro 2013, para safra 2012/2013, houve redugao de 12,5%
(1,9 milhdes de hectares). A maior concentragao do cultivo esta localizada no estado
do Parana (regido sul), com 1 milhdo de hectare na safra 2012/2013 (48,1% da éarea
total), reducéo de 25,8% da area em relagdo ao ano anterior. Além disso, observou-
se reducdo de 25,7% na produgéo nacional de trigo, com 15,5% para o Estado do
Parana (CONAB, 2013).

Embora o Brasil tenha condicbes de alcancar a autossuficiéncia no
abastecimento de trigo, a produtividade e consequentemente a rentabilidade da
cultura, é definida por uma série de fatores, como cultivar, quantidade de insumos,
especialmente nitrogénio, técnicas de manejo, condi¢des ambientais, pragas e
doencas (TEIXEIRA FILHO et al., 2007).

A crescente demanda mundial por alimento causado, principalmente,
pelo crescimento populacional, exige obtencdo de elevada produtividade, com

concomitante melhoria na qualidade nutricional e sanitaria de graos.

3.2 CoMPOSICAO Fisico-QuiMICA DE GRAOS DE TRIGO

Devido a adaptabilidade agrond6mica, facilidade de armazenagem,
caracteristicas nutricionais, e capacidade de produzir, a partir da farinha, uma
variedade de alimentos saborosos, interessantes e satisfatorios, o trigo € um
componente importante na maior parte das dietas no mundo (WRIGLEY, 2009).

A composicdo quimica do grado de trigo (umidade, proteina,
carboidrato, lipideo e mineral) afeta as caracteristicas funcionais tecnoldgicas e
nutricionais e, juntamente com as propriedades estruturais, define a qualidade da
farinha de trigo (SCHEUER et al.,, 2011). A composigdo quimica do grao varia
amplamente dependendo do ambiente, solo e variedade, e os constituintes ndo se
distribuem uniformemente no grao (MIRANDA, 1998; MCKEVITH, 2004).
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O grao de trigo (Figura 1) se desenvolve a partir da flor da Poacea, e
se dividem tecnologicamente, em trés partes: gérmen (2-3%), endosperma (80-85%)
e pericarpo ou farelo (13-17%), em base seca (BELDEROK, 2000).

Figura 1 — Partes componentes do grao de trigo: 1 - epiderme, 2 - hipoderme, 3 -
células cruzadas, 4 - células tubulares, 5 - testa ou tegumento, 6 - hialina, 7 -
aleurona, 8 - farelo, 9 - endosperma, 10 - gérmen.

Fonte: Adaptado SATORRE et al. (2008).

O pericarpo, derivado do ovario da flor e constituido por seis
camadas (epiderme, hipoderme, remanescentes da parede celular ou células finas,
células intermediarias, células cruzadas e células tubulares) (MOUSIA et al., 2004),
€ rico em pentosanas, celulose e minerais; A aleurona, camada que circunda o
endosperma, é constituida, principalmente, de minerais (fésforo, fitato), proteina,
lipideos, vitaminas (niacina, tiamina, riboflavina) e enzimas; O endosperma, principal
por¢gdo do grao, € composto basicamente de amido e proteinas de reserva; O
gérmen, estrutura que contem o material genético para o desenvolvimento de uma
nova planta, tem alto conteudo de proteina, lipideos, agucares redutores, minerais e
vitaminas do complexo B e E (MIRANDA, 1998; POSNER, 2000) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composi¢ao quimica das partes do grao de trigo.

Determinagéao Grao (%) Geérmen (%) Farelo (%) Endosperma (%)
Proteina 16 22 16 13
Lipideo 2 7 5 1,5
Carboidratos 68 40 16 82
Fibras Alimentares 11 25 53 1,5
Minerais (Cinza) 1,8 4,5 7,2 0,5
Outros componentes 1,2 1,5 2,8 1,5
Total 100 100 100 100

*Porcentagens convertidas para base seca. Fonte: POMERANZ (1988).

O trigo contribui com aproximadamente 20% das calorias na dieta
humana, ingerido através de derivados imediatos, a farinha branca e integral
empregados na produgdo de pao, macarrdao, bolo, massas (tortas, empadas,
pastéis), panqueca, pizza; o triguilho, utilizado no preparo de quibe, torta de quibe,
tabule e produtos diversos. Além de fornecer proteinas de alto valor biologico,
também é fonte decarboidratos complexos (amido e fibras), vitamina do complexo B
e ferro (CORNELL; HOVELING, 1998).

O equilibrio e interagédo entre diferentes componentes da farinha de
trigo como agua, proteinas, lipidios, amido, minerais, entre outros, sdo de grande

importancia para a qualidade de panificagdo (KUKTAITE, 2004).

3.2.1 Umidade

A umidade é um fator importante e diretamente ligado a qualidade
do gréao de trigo e seus produtos (RASPER; WALKER, 2000). Os graos quando
secos e sadios podem ser mantidos em armazenamento apropriado por muitos
anos, mas quando umidos podem se deteriorar rapidamente em poucos dias devido
a agao de fungos e contaminagao por micotoxina (MCKEVITH, 2004).

O teor de umidade corresponde a relagdo percentual entre a
quantidade de agua e massa total de dada quantidade de grado, entre 7,8-14,8%
(POMERANZ, 1988). Para a perfeita conservagéo do gréo, é necessaria a redugao
deste teor a niveis que inibam as reagbes de seu metabolismo (respiragédo e

transpiracao), atividade enzimatica, além de outras agdes prejudiciais (SILVA, 2003).
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Segundo Fessas e Schiraldi (2005), a agua é responsavel por
propriedades fisicas dos alimentos a base de trigo (exemplo: massas alimenticias
frescas), incluindo o crescimento e desenvolvimento de microrganismos, o qual
produz processos degradativos e mudangas na sua textura.

Segundo Instrugdo Normativa n° 38 de 30 de novembro de 2010, é
tecnicamente recomendavel controlar a umidade do grdo de trigo para que né&o
ultrapasse 13%, sendo que, o trigo com umidade superior a 13% podera ser
comercializado, desde que nao esteja ocasionando fatores de risco a saude humana
(BRASIL, 2010). Os limites sdo recomendados pela legislagao brasileira, ndo sé por
motivos econdémicos, uma vez que o trigo e as farinhas sdo comercializados em
base umida, mas também por sua importancia na conservacao e processamento.

O gréao de trigo antes do processo de moagem, dependente da
umidade da matéria-prima, passa pelo condicionamento do grdo, seja ele por
secagem ou umidificagdo. O condicionamento consiste no ajuste do teor de umidade
para tornar o grdo mais maleavel, minimizando o consumo de energia, mas
mantendo a necessaria dureza do endosperma para produzir danos ao amido,
melhorar a peneiragcdo, a fim de facilitar a separagdo do farelo e gérmen do
endosperma, e assegurar uma correta porcentagem de umidade no produto
acabado (BECHTEL et al., 2009).

3.2.2 Proteina

Em escala global, aproximadamente 70% da proteina disponivel
para consumo humano é derivado de plantas, sendo os cereais responsaveis por
79% desse valor. No grao de trigo, o teor de proteina pode variar entre 8,3 e 19,3%
da matéria seca total (POMERANZ, 1988). Entretanto, a qualidade nutricional de
graos de trigo, importante cereal na alimentagdo humana, € limitada devido ao baixo
conteudo de lisina, entre outros aminoacidos essenciais. Assim torna-se necessario
a mistura de cereais ou outras fontes proteicas, como proteina animal ou sementes
de leguminosas, para fornecer o equilibrio de nutrientes (SHEWRY et al., 2009).

A qualidade de panificagdo do trigo € complexa e depende tanto de
fatores genéticos como ambientais. A quantidade de proteina, fortemente

influenciado pelo ambiente, e a composi¢cao proteica do grao, determinado por
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fatores genéticos e ambientais, sdo os dois fatores determinantes da qualidade do
trigo (DUPONT; ALTENBACH, 2003).

As proteinas do trigo sdo normalmente divididas em proteinas
metabdlicas ou estruturais e de reserva (WIESER et al., 2008). A albumina e
globulina sao proteinas metabdlicas, que atuam no desenvolvimento do gréo e no
inicio da germinagado. A principal fungédo é nutricional, pois apresentam composigao
em aminoacidos razoavelmente balanceada. A albumina e globulina (proteinas
soluveis) representam cerca de 10 a 15% da proteina total do trigo (endosperma) e
ocorrem em estruturas dobradas compactamente (SGARBIERI, 1996; CAMARGO;
GIANELLO; VIDOR, 1997).

A gliadina e glutenina representam cerca de 75% do teor proteico
total do grao e localizam-se, principalmente, no endosperma do gréo. Consideradas
biologicamente ativas, apesar de ndo possuirem atividade enzimatica, participam na
formagao da massa através da retencdo dos gases, resultando em produtos cozidos
esponjosos caracteristicos de pao (BELDEROK, 2000).

A gliadina tem peso molecular entre 30.000 e 80.000 unidades, de
cadeia simples e €& extremamente gomosa quando hidratada, apresentando pouca
ou nenhuma resisténcia a extensdo, e sendo, portanto, responsavel pela
coesividade, uma importante caracteristica reologica da massa (VERAVERBEKE;
DELCOUR, 2002).

A glutenina, formada por varias cadeias ligadas entre si, apresenta
peso molecular médio que varia de 100.000 a varios milhdes, é elastica, mas
coesiva fornecendo a propriedade de resisténcia a extensdo da massa
(VERAVERBEKE; DELCOUR, 2002).

3.2.3 Lipideo

Os lipideos sdao componentes essenciais € desempenham papéis
vitais, bioquimicos e fisiolégicos, como fonte de energia e importante componente
estrutural da membrana celular. Sua utilizacdo aumenta a palatabilidade dos
alimentos, incluindo sabor, textura, aroma e suculéncia. Além disso, a sensacéo de
saciedade dos alimentos aumenta com a adigdo de lipideos, devido seu movimento
lento no trato gastrointestinal (CHUNG et al., 2009).
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Presente em baixa concentracdo nos cereais, os lipideos afetam
significativamente a qualidade e textura dos alimentos devido a sua capacidade de
se associar com proteinas, devido sua natureza anfipatica, e com o amido, formando
complexos de inclusdo (SRAMKOVA; GREGOVA; STURDIK, 2009).

O conteudo de lipideo no trigo encontra-se distribuido de maneira
nao homogénea no grao (2 a 4%), estando cerca de 30% localizado no gérmen,
25% e 45% na camada de aleurona e endosperma, respectivamente (CHUNG,
1986).

Os principais acidos graxos encontrados no trigo sdo o acido
linoleico (C18:2) e em menor quantidade o acido palmitico (C16:0) e o acido oleico
(C18:0) (ELIASSON, 2006).

Devido a variagbes na extragdo, purificagcdo e quantificagdo, bem
como na apresentacao dos resultados, torna-se dificil a comparacéao entre os dados
de lipideos relatados por diferentes pesquisadores. Existem varios métodos para a
extragao de lipideos, que incluem Soxhlet, Butt e Weibull-Stoldt, com hidrdlise acida
seguida de extracdo (CHUNG et al., 2009).

Estudos sobre a composigcédo lipidica das fracbes de trigo s&o
escassos e, mesmo os dados disponiveis, ndo estdo completos ou apresentam
variagao entre os resultados. A possivel causa destas variagbes sao os métodos e
técnicas utilizadas na analise, assim como a utilizacédo de diferentes gendtipos e

praticas no cultivo.

3.2.4 Carboidratos

O trigo constitui rica fonte de polissacarideos complexos, sendo a
principal fonte econdbmica de energia na alimentagdo (SHELTON; LEE, 2000). O
amido é o principal polissacarideo, constituindo entre 59,9-71,9% em base seca do
grao, seguido de pentosanas, B-glucanos e fibra alimentar, além de pequenas
quantidades de acucares livres (1-2%), a exemplo de glicose, frutose e rafinose ou
galactosilsacarose (POMERANZ, 1988).

O amido, carboidrato de reserva amplamente distribuido em diversas
espécies de vegetais, € abundante em grao de cereais, raizes e tubérculos, e
apresenta grande importancia nutricional e industrial. Fonte importante de

carboidrato na alimentagdo humana, representando 80-90% de todos os
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polissacarideos da dieta, € o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas
de parte dos produtos processados (WALTER; DA SILVA; EMANUELLI, 2005).

O amido tem os polimeros de glicose como maiores componentes:
amilose e amilopectina (SVIHUS; UHLEN; HARSTAD, 2005). A amilose é uma
molécula essencialmente linear, consistindo de ligagbes a-1,4 entre as unidades D-
glicopiranosil com grau de polimerizagdo de 500 a 6000 residuos de glicose. Em
massas alimenticias, a amilose € comumente perdida durante o cozimento, assim, o
desenvolvimento de grdos de trigo com teores menores de amilose poderia
apresentar menores perdas na agua de cozimento, resultando em produto de
elevada qualidade (GRANT et al., 2004).

A amilopectina € uma molécula de alto peso molecular, altamente
ramificada, com ligagdes semelhantes a amilose, porém com grau de polimerizagao
de 3x10° a 3x10° residuos de glicose. A relagéo entre amilose e amilopectina difere
entre os amidos de diferentes origens, mas o nivel tipico de amilose e amilopectina &
25-28% e 72-75%, respectivamente. Embora o amido ceroso (modificado
geneticamente) possa conter 99 a 100% de amilopectina (GRANT et al., 2004;
GOESAERT et al., 2005).

Amidos com diferentes teores de amilose sdo de interesse para o
processamento de alimentos, devido ao potencial para modificar a textura e
qualidade do produto final. Em culturas como milho e arroz, tem sido bem sucedida
a manipulacado do teor de amilose por modificagdo genética, com a obtencdo de
amidos que diferem em caracteristicas relevantes industrialmente. No entanto, a
natureza hexaploide do genoma do trigo torna dificil encontrar e combinar mutagdes
em genes que codificam enzimas biossintéticas de amido (REGINA et al., 2006).

Apresentando somente ligacbes a-glicosidicas, o amido ¢é
potencialmente digestivel pelas enzimas amiloliticas secretadas no trato digestivo
humano (ENGLYST; HUDSON, 1996). Devido a alta producdo de a-amilase
pancreatica, se considerava que o amido era completamente hidrolisado por essa
enzima, sendo absorvido no intestino delgado na forma de glicose. Entretanto,
certos fatores tais como relacdo amilose:amilopectina, forma fisica do alimento e
inibidores enzimaticos, entre outros, podem influenciar a sua taxa de hidrdlise e
absorcao. Assim, quantidade significativa de amido pode escapar a digestdo no
intestino delgado e alcangar o cdélon, onde é fermentado (WOLF; BAUER; FAHEY,
1999).
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A subdivisdo do amido por suas caracteristicas nutricionais, amido
disponivel ou resistente, torna-se necessaria. A classificagdo nutricional com base
em analises in vitro de velocidade e extensdo da digestdo do amido é util para

prever a provavel resposta glicémica dos alimentos (ENGLYST; HUDSON, 1996).

3.2.5 Micronutrientes

O conteudo mineral ou teor de cinza em trigo (1,1 a 2,9%) depende
de gendtipo, classe comercial, regido e safra (OBERT et al.,, 2004). Gahoonia,
Nielsen e Lyshede (1999) observaram variagdo no teor de minerais entre genotipos
de cevada provavelmente relacionada a diferengca na morfologia de raiz, relagcéo
entre pelos radiculares e absorgao de fésforo, o que nao foi observado em trigo.
Ryan, Derrick e Dann (2004) detectaram diferenga no teor de minerais em gréo de
trigo cultivado sob condigdo organica (sem fertilizante quimico) comparado ao
plantio convencional (com fertilizante), i.e. adicdo de minerais no solo elevou o teor
de cinzas.

Os minerais distribuem-se principalmente na camada externa do
grao de trigo, aleurona e pericarpo, resultando em maior teor de cinzas no farelo
(GUARIENTI, 1996; ALONSO et al., 1997; POSNER, 2000). O trigo apresenta cerca
de 410 mg de fésforo, 580 mg de potassio, 60 mg de calcio, 180 mg de magnésio, 6
mg de ferro, 0,8 mg de cobre, 5,5 mg de manganés, 4,4 mg de zinco e 4,6 mg de
s6dio/100 g em base seca (BOCK, 2000).

A analise de cinzas € geralmente associada aos testes de moagem
experimental e ao peso hectolitrico para a avaliagdo de potencial de moagem de um
cultivar. A diferenca no teor de minerais, entre graos e farinha de trigo branco €, na
maioria dos casos, entre duas a quatro vezes (2,7 vezes para potassio, 2,3 vezes
para calcio e 2,4 vezes para cobre), mas pode ser mais que cinco vezes (magneésio),
ou mesmo nove vezes (manganés). Em alguns casos, a taxa de extragdo tem
apenas efeito moderado sobre o conteudo de trago de elementos, especialmente em
elementos que ndo sdo essenciais para as plantas, a exemplo do cromo, fluor e
aluminio (PIIRONEN et al., 2009).
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3.3 QUALIDADE TECNOLOGICA DE TRIGO

O termo qualidade de trigo pode ter diferentes interpretacdes,
dependendo dos setores envolvidos: produtor, armazenador, moageiro, industrial,
consumidores finais, que incluem sanitaristas e consumidores de produtos naturais,
além de cientistas de cereais (MIRANDA, 2008).

Definida por diversas caracteristicas, o termo qualidade de farinha
assume diferentes significados dependendo da designagcdo de uso ou tipo de
produto. Estas caracteristicas podem ser divididas em quimicas, enzimaticas e
fisicas ou reologicas (KULP; PONTE, 2000). O termo ‘qualidade tecnologica de trigo’
geralmente é utilizado para indicar o desempenho de um cultivar de trigo e sua
aptidao na elaboragao de determinado produto.

Uma série de equipamentos e testes sao utilizados para determinar

as propriedades e caracteristicas do grao e da farinha, entre eles:

Peso hectolitrico (PH) — E a massa de 100 litros de trigo expressa em quilogramas
(GUARIENTI, 1996). E utilizado como medida tradicional de comercializagdo em
varios paises, e expressa indiretamente atributos de qualidade dos grdos em
especial os relacionados com a moagem. A massa hectolitrica € um importante
atributo, uma vez que, na pratica, o valor recebido pelo produtor € menor quando a
massa hectolitrica se apresenta abaixo de 78 kg.hL™"' (MEGDA et al., 2009).

Dureza e diametro do grao ( Single Kernel Characterization System — SKCS) - A
dureza pode ser definida como a dificuldade de desintegragao do gréao quando sobre
ele é exercida uma pressdao. A designagao de trigo duro ou mole é um termo
descritivo do grau relativo de dureza fisica apresentada pelo grdo, sendo esta
controlada por fatores genéticos (POMERANZ; WILLIANS, 1990). Estudos
realizados sob condigbes de moagem experimental demonstraram que a
caracterizagao do grao por SKCS, juntamente com outras determinagées como peso
hectolitrico, pode ser usado na predicdo do desempenho de moagem de uma
amostra de trigo (NAEGA, 2007). De acordo com o indice de dureza observado, o

trigo pode ser classificado em diferentes categorias (Tabela 2).
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Tabela 2 - Classificagdo da dureza do gréo de trigo.

Categoria  Indice de Dureza

Extra duro Acima de 90
Muito duro 81-90
Duro 65-80
Semi-duro 45-64
Semi-mole 35-44
Mole 25-34
Muito mole 10-24
Extra mole Abaixo de 10

Fonte: Adaptado de AACC (2000).

Moagem Experimental — Pode ser definida como método capaz de alcangar os
niveis de extracao de farinha semelhantes as de um moinho comercial por trituragao
gradual, ao gerar farinha de melhor qualidade a partir do trigo testado (POSNER,
2009). A farinha produzida a partir do processo é utilizada em analises como
alveografia, numero de queda, farinografia, entre outros. As informag¢des obtidas
podem ser usadas por moinho comercial a fim de ajustar as condigbes do processo
e otimizar a extracao de farinha (NAEGA, 2007).

Alveografia — Com a finalidade de avaliar o comportamento reolégico da massa, um
pedaco da mesma € expandido por uma presséo (inje¢ao de ar) até a sua ruptura. A
alveografia tem como principais medidas a extensibilidade (L), a tenacidade (P) e a
forca de gluten (W). A extensibilidade € um indicativo do volume que a massa pode
atingir e a tenacidade é um indicativo da pressdo maxima de ruptura da massa. A
forca geral de gluten é obtida pela medida sob a area da area da curva do

alveograma, multiplicada por uma constante do aparelho (CAZETTA et al., 2008).

Numero de queda (NQ) — O numero de queda caracteriza as farinhas de trigo
quanto a atividade das a-amilases. Por meio desse indice pode-se estimar a
capacidade de fermentacdo que a massa de uma determinada farinha possui
(CAZETTA et al., 2008). O teste é fundamentado na rapida gelatinizagdo do amido
presente em uma suspensdo aquosa de farinha trigo, quando submetida a um
tratamento térmico, com subsequente liquefacdo do gel formado pela agcédo da o-
amilase presenca na amostra, a qual utiliza o amido da propria amostra como

substrato. O resultado obtido, conhecido como numero de queda, € inversamente



31

proporcional a atividade da enzima presente na farinha, ou seja, se a atividade
enzimatica é alta, o amido € quebrado rapidamente durante a gelatinizagéo e o valor
de NQ é baixo (POPPER; SCHAFER; FREUND, 2006).

Cor — A cor da farinha esta diretamente relacionada ao grau de extragdo do produto,
ou seja, quanto mais periférica a farinha, mais proxima ao marrom sera sua
tonalidade, e ao tipo de trigo utilizado na moagem. Pode-se dizer que, quanto mais
escura a farinha, mais periférica ela é e maior € o seu teor de cinzas. Através de
analise em equipamentos adequados a cor € traduzida em numero, podendo assim
se comparar produtos (GUTKOSKI, 2009).

3.3.1 Legislacao Brasileira — Classificagcado Comercial de Trigo

A classificagdo comercial do trigo no Brasil é realizada de acordo
com a Instrugdo Normativa n° 38 de 30 de novembro de 2010, em vigor desde 1 de
julho de 2012, a qual define o padrao oficial de classificagdo, com os requisitos de
identidade e qualidade, a amostragem, o modo de apresentacdo e a marcagéo ou
rotulagem, nos aspectos referentes a classificagdo do produto de acordo com as
condigdes fisicas do produto entregue pelo produtor (BRASIL, 2010).

De acordo com o regulamento, o grao na recepgao é classificado
em Grupo | e Il. O grao classificado como Grupo | é destinado diretamente para
alimentacao e o classificado como Grupo |l passara por algum processamento antes
de ser consumido. Além da divisdo em grupo, o trigo também é classificado em Tipo
1, 2, 3 e fora de tipo, quando a caracteristica estiver fora do padrao estabelecido

pela normativa, conforme apresentado na Tabela 3 (BRASIL, 2010).

Tabela 3 — Tipos de trigo do Grupo Il destinado a moagem e a outras finalidades.

Matéria e Danificados pelo Chocho,
Peso Estranha Dsrllfr;c;?g Calor, Mofado e Triguilho Total de
Tipo Hectolitrico e Impureza p Ardido e Quebrado Defeito
(Valor (% méaximo) Defeitos (% méximo) (% Maximo)
minimo)
1 78,0 1,0 0,5 0,5 1,5 2,0
2 75,0 1,5 1,0 1,0 2,5 3,5
3 72,0 2,0 2,0 2,0 5,0 7,0
Fora de Menor que . Maior que . Maior que
Tipo 72 Maior que 2,0 2.0 10,0 Maior que 5,0 7.0

Fonte: Instru¢do Normativa n° 38 de 30 de novembro de 2010.



32

Os graos do Grupo Il, ao contrario do Grupo |, passarao por
processamento antes de consumido. Devido isso, torna-se necessario sua divisao
em diferentes classes de acordo com a qualidade tecnolégica de cada um. Segundo
a Instrucdo Normativa, o trigo é dividido em cinco classes: melhorador, péao,
domeéstico, basico e outros usos. A nova classificagao alterou os valores de for¢a de
gluten, estabilidade, numero de queda e PH do trigo, influenciando diretamente na
classe. As exigéncias ficaram maiores, com o objetivo de aumentar a qualidade do
trigo que chega aos moinhos e consequentemente a mesa do brasileiro (Tabela 4)
(BRASIL, 2010).

Tabela 4 - Classes de trigo do Grupo |l destinado a moagem e a outras finalidades.
Forca de Gluten Estabilidade (Valor Numero de Queda (Valor

Classe (Valor minimo minimo expresso minimo expresso em
expresso em 10™)) em minutos) segundos)

Melhorador 300 14 250

Pao 220 10 220

Doméstico 160 6 220

Basico 100 3 200

Outros Usos Qualquer Qualquer Qualquer

Fonte: Instrugdo Normativa n° 38 de 30 de novembro de 2010.

A Instrucdo Normativa n° 8, de 2 de junho de 2005 também
preconiza que, a farinha de trigo organica, ndo organica ou proveniente de trigo
geneticamente modificado destinada ao mercado interno e a importagdo seja
classificada em (BRASIL, 2005):

a) Farinha Integral - Produto elaborado com gré&os de trigo (Triticum aestivum L.)
ou outras espécies de trigo do género Triticum por meio de trituragdo, moagem ou
outras tecnologias ou processos a partir do processamento completo do gréo
limpo contendo ou ndo o germe com no maximo 2,5% de cinzas (base seca), 100
mg de KOH/100g do produto de acidez graxa, 15% de umidade e no minimo 8%
de proteina bruta.

b) Farinha Tipo 1 - Produto elaborado com graos de trigo (Triticum aestivum L.) ou
outras espécies de trigo do género Triticum por meio de trituragdo, moagem ou
outras tecnologias ou processos com no maximo 0,8% de cinzas (base seca), 50
mg de KOH/100g do produto de acidez graxa, 15% de umidade e no minimo
7,5% de proteina bruta e que 95% do produto passe através de peneira com

abertura de malha de 250 ym.



33

c¢) Farinha Tipo 2. Produto elaborado com graos de trigo (Triticum aestivum L.) ou
outras espécies de trigo do género Triticum por meio de trituragdo, moagem ou
outras tecnologias ou processos com no maximo 1,4% de cinzas (base seca), 50
mg de KOH/100g do produto de acidez graxa, 15% de umidade e no minimo 8,0%
de proteina bruta e que 95% do produto passe através de peneira com abertura
de malha de 250 pym.

3.4 FUSARIOSE E CONTAMINACAO POR DESOXINIVALENOL

As doencgas estdo entre os fatores que se apresentam como
limitantes para o cultivo do trigo no Brasil. A fusariose (ou giberela) do trigo, cujo
agente causal € o fungo Gibberella zeae (Schw.) Petch (anam. Fusarium
graminearum Schwabe), € uma doenga que se manifesta mais intensamente em
regides com excesso de chuva e temperatura amena, durante o periodo de floragao
e maturagdo do grao (DEL PONTE et al., 2004), podendo ser encontrada de forma
generalizada por todo o mundo.

A intensidade da fusariose € dependente das condi¢des climaticas
para o seu estabelecimento, por isso, as epidemias variam de ano para ano. O fungo
sobrevive nas sementes e nos restos culturais de inumeras gramineas, e em uma
ampla gama de hospedeiros, desde espécies de expressao econdmica, como
também muitas gramineas nativas e plantas invasoras, o que favorece a
continuidade do seu ciclo de vida (REIS; CASA, 1998).

A giberela, considerada doenga de dificil controle, possui estratégias
de controle baseadas no desenvolvimento de cultivares com melhor nivel de
resisténcia e uso de fungicidas aplicados na parte aérea, na fase de floragédo (REIS;
CASA; MEDEIRA, 2001). A utilizagcdo de praticas agricolas como, uso de
variedades de trigo sensiveis, sem rotagdo de culturas, plantio direto ou reduzido
preparo do solo, podem causar aumento no ataque por fungos e, possivel produgao
de micotoxina (EDWARDS, 2004).

As toxinas podem ser definidas como substancias sintetizadas por
espécies de planta, animal ou micro-organismo, que s&o prejudiciais a outro
organismo. As micotoxinas sa&o metabolitos toxicos produzidos por fungos,

especialmente saprofitas, que crescem em uma variedade de alimento e séao
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potencialmente perigosos para o homem e animais domésticos (TURNER;
SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

A producao de micotoxina depende do crescimento fungico e pode
ocorrer em qualquer época de cultivo, colheita ou estocagem, permanecendo no
grao mesmo apos eliminagéo do fungo produtor. Entretanto, o crescimento fungico e
a produgdo de toxinas ndo sao sindbnimos, ja que nem sempre as melhores
condigdes de crescimento coincidem com a de sintese de toxina (TANIWAKI; SILVA,
2001). Diversos fatores influenciam a acumulagdo de micotoxina durante o periodo
de cultivo, como o clima, a rotagdo de culturas, o preparo do solo, a escolha do
cultivar e a aplicagao de fungicidas (BEYER et al., 2006).

Ramirez, Chulze e Magan (2006), determinaram as condi¢des ideais
para o crescimento e produgcdo de desoxinivalenol utilizando cepas de F.
graminearum isoladas de trigo na Argentina. Segundo os autores, as condigdes
ideais para crescimento e produc¢ao de toxina diferem, principalmente com relagao a
temperatura. Enquanto o crescimento 6timo foi a 25 °C e 0,995 de atividade de agua
(aw), @ maxima produgcdo de DON para as duas cepas estudas foi obtida em
incubacao a 30 °C e a, de 0,995, apds 42 dias de incubagao de um total de 49 dias
(135.462,0 e 98.446,0 ug.kg™).

A toxina desoxinivalenol (DON) ou vomitoxina, pertence ao grupo de
tricoteceno da familia de sesquiterpenoide (tipo B), contendo uma dupla ligagéao
entre a posicéo Cg 10, um anel epdxido na posi¢cao Cqz, 13 € um numero variavel de

grupos hidroxila e acetil (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica de tricotecenos. NIV= nivalenol, DON= desoxinivalenol,
FUS X= fusarenona X, 3-ADON= 3- acetil desoxinivalenol, 15-ADON=15-acetil
desoxinivalenol, PM= peso molecular.
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Fonte: FREIRE et al. (2007)
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A elevada estabilidade quimica de DON dificulta a sua reducgao, seja
na estocagem ou durante processamento térmico como cozimento, assamento ou
fermentacdo (PRANGE et al., 2005). Uma elevada contaminagao por Fusarium spp.
em trigo tem sido associada a perda na qualidade de panificacédo e redugdo no
volume de pao. Portanto, medidas preventivas desde o inicio do cultivo no campo
tornam-se essenciais para evitar matéria-prima contaminada.

Os tricotecenos sao classificados como toxinas gastrintestinais,
dermatotoxinas, imunotoxinas, hematotoxinas e genetoxinas (CONKOVA et al.,
2003). O efeito crénico consiste em atrofia ou hiperplasia de sistema hematopoiético,
tumor em tireoide, ducto biliar e hipotalamo, hiperqueratose inflamatéria estomacal,
bem como papiloma e imunossupressao (PESTKA; SMOLINSKI, 2005). O principal
efeito toxico de DON consiste de decréscimo ou rejeicdo de alimentagao, voémito e
disturbio digestivo com consequente perda de peso, sendo o suino mais suscetivel
do que a ave e o ruminante.

A Resolugao - RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011 dispbe limite
maximo tolerado (LMT) para DON a partir de 2012, com a redugao gradativa até
atingir menores niveis em 2016 (Tabela 5) (BRASIL, 2011).

Tabela 5 - Limite maximo tolerado (LMT) para DON em alimento brasileiro.

A vigorar a Alimento LMT
partir de (ug.kg")

g Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, 2000
N farelo de trigo.

, : ~ . 3000

3 Trigo e milho em graos para posterior processamento.

8 Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, 1500
farelo de trigo.

g Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, 1000
N farelo de trigo.

Fonte: Resolugdo - RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011.

A Comunidade Europeia (regulador 1881/2006) tem fixado o limite
de DON a 1250 pg.kg™” para cereais nao processados (que ndo o milho, o trigo duro
e aveia) e 1750 pg.kg” para o trigo duro ndo processado e aveia (Comunidade
Europeia, 2006a) .

Em estudo avaliando a ocorréncia de DON no norte e
centro/sudoeste do Estado do Parana, observou-se que 66,4% das 113 amostras
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apresentaram contaminacao por DON, em niveis variando de 206,3 - 4732,3 pg.kg'1
(média de 1894,9 pg.kg’') (DOS SANTOS et al., 2013). Os autores também
avaliaram a ingestdo diaria estimada (IDE) da micotoxina, através de pao e
macarrao, por habitantes da cidade de Londrina no norte do estado do Parana. O
consumo médio destes habitantes foi de 0,79 pg.kg™ peso vivo (PV) para o pao e
0,35 pg.kg”' de PV para massas. O IDE total foi de 1,13 pg.kg™’, o que é acima da

ingestdo diaria maxima toleravel de 1 pg.kg™”' de massa corporal.
3.5 ADUBACAO

Macro e micronutrientes minerais, juntamente com fatores como luz,
agua e gas carbdnico constituem a matéria prima essencial na biossintese celular.
Embora constituam apenas de 4 a 6% da matéria seca total, os elementos minerais
constituem moléculas essenciais em membrana, estando envolvido na ativagao
enzimatica, controle osmoético, transporte de elétrons, sistema tamp&do em
protoplasma e controle de permeabilidade, entre outros (BONATO et al., 1998).

O incremento na produtividade de trigo, a partir da década de 70,
deve principalmente ao melhoramento genético, com o langamento de cultivares
modernas e produtivas, com resposta positiva a aplicagdo de nitrogénio
(FORNASIERI FILHO, 2008). Todavia, as cultivares modernas ainda ndo estao
isentas do problema de acamamento, cuja ocorréncia em maior ou menor
intensidade depende do gendtipo (altura, resisténcia do colmo e sistema radicular
de planta), sendo influenciado principalmente pela dose de nitrogénio e excesso
de chuva no final do ciclo da cultura (ZAGONEL et al., 2002).

Embora existam variagées nas respostas as doses de nitrogénio de
acordo com o cultivar, clima, solo e outros, a maioria dos resultados mostra que o
uso desse nutriente, mesmo em doses baixas, resulta sempre em produtividades
superiores em relagcdo a auséncia de uso do nutriente (VIEIRA et al., 1995). A
utilizacdo e manejo adequado de dose, época de aplicagédo, controle de doencas,
pragas e plantas daninhas, uso de espagcamento entrelinhas e densidade de
semeadura adequada, sio alternativas que podem aumentar a eficiéncia do uso de

nitrogénio.
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3.5.1 Fertilizagao Nitrogenada

A importancia do nitrogénio no desenvolvimento de planta deve
principalmente a sua fungao estrutural, fazendo parte de moléculas de compostos
organicos, como 0s aminoacidos e proteinas, e ativador de muitas enzimas (RAIJ,
1991). Tem importante funcdo como ligante de ions metalicos, principalmente na
forma de anéis heterociclicos, como por exemplo, na clorofila. Participa na formagéao
de pontes de hidrogénio, estabilizando e dando a conformagdo apropriada as
proteinas (enzimas) e acidos nucleicos, e formagao da ligacdo peptidica entre os
residuos de aminoacidos, permitindo assim, a formagao das proteinas (BONATO et
al., 1998).

Por ser o nutriente mais absorvido e o mais exportado pelas plantas,
deve ser frequentemente reposto ao solo (SILVA et al., 2000). A exigéncia de
nitrogénio para a producéo de trés toneladas de trigo € de 70 kg, sendo 50 kg pelos
graos e 20 kg pela palha. Além disso, para cada tonelada adicional de grdos séo
necessarios 25 kg de nitrogénio (MALAVOLTA, 2006).

O trigo, assim como outras gramineas, demanda grande quantidade
de nitrogénio. As indicagbes técnicas para a cultura do trigo no Estado do Parana
recomendam de 10 a 30 kg.ha™ de nitrogénio na semeadura apds a cultura da
soja, e de 25 a 50 kg.ha'1 apo6s a cultura do milho. Para adubagao de cobertura
recomenda-se de 30 a 60 kg.ha'1 e 30a 90 kg.ha'1 de nitrogénio apo6s a cultura da
soja e milho, respectivamente (LAZZAROTTO et al., 2011).

O teor e a qualidade das proteinas sao especialmente afetados
pelas diferengas ambientais como clima, irrigacdo, temperatura, fertilidade,
mobilidade do nutriente no solo e na planta, e disponibilidade de nitrogénio no solo
(COELHO et al., 2001). Soares Sobrinho (1999) observou que as caracteristicas
fisico-quimicas e reologicas mais influenciadas positivamente pela adubagéo
nitrogenada foram teor proteico e for¢a de gluten.

Determinante da qualidade do trigo, a concentracdo protéica é
sensivel a condigdes do ambiente, podendo ser observado variagdes de 7 a 20% em
um unico cultivar, dependendo principalmente do ambiente de crescimento e uso de
fertilizantes (KHAN; SHEWRY, 2009). Dowell e Maghirang (2002) demonstraram que
sementes individuais em uma amostra com 12% de proteina variaram entre 6 e 16%

em funcdo da sua localizagdo na espiga. No entanto ndo é pratico a separacao de
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sementes com base na sua posicdo na espiga, esta observagao sugere que
melhoristas selecionem novas linhagens com a menor variagdo de proteina possivel.

Kolchinski e Schuch (2003), avaliando os efeitos da adubacéao
nitrogenada sobre o desempenho industrial e a qualidade fisioldégica de aveia branca
observaram que a aplicagado de N na emissao da panicula elevou o teor de proteina
bruta na cariopse.

Gutkoski, Rosa Filho e Trombetta (2002) verificaram que o teor de
proteina das amostras de grdos de trigo do cultivar Rubi apresentou correlagao
significativa (p<0,05) com forca do gluten (0,75) e relagdo P/L (-0,71), que
corresponde a tenacidade (P), obtida na analise de alveografia, sobre a
extensibilidade (L). Gutkoski et al. (2011), observou que amostras de trigo das
cultivares Safira e Onix apresentaram melhores caracteristicas fisicas com o
aumento da dose de nitrogénio aplicada ao solo. O teor de proteina bruta das
farinhas de trigo apresentou aumento meédio de 1,35 vezes nas cultivares Safira e
Onix com a elevacio da dose de nitrogénio.

Cazetta et al. (2008), observou redugdo da massa hectolitrica com
incremento de dose de N, o que, segundo o autor, foi provocado pela formagéo de
graos pequenos, enrugados e malformados, pelo enchimento deficiente. Neste
trabalho também se observou incremento da forga geral do gluten (W), bem como o
teor de proteina da farinha e redugao na relagéo P/L, influenciando positivamente na
qualidade da farinha para panificagdo, com aumento da adubacéao nitrogenada.

Em sistemas agricolas em que a oferta de nitrogénio restringe o
crescimento das plantas, a produgdo de grdos ira aumentar com a utilizagdo da
adubacgado. Entretanto, uma estabilizacdo pode aparecer se um fator, com excecéao
do nitrogénio, como a falta de outro nutriente € limitante. Esta restricdo pode ser
superada quando o nutriente deficiente é corrigido no solo (AULAKH; MALHI, 2004)
e, desse modo, uma mudanca na eficiéncia da adubacéao é esperada.

A eficiéncia da adubacdo nitrogenada pode variar quando um fator
na produgédo é alterado, por exemplo, cultura anterior (JOHNSTON et al., 1994),
sistema de cultivo (SIELING et al., 1998) ou a disponibilidade de agua (TIMSINA et
al., 2001). Relatos mostram um declinio na eficiéncia de uso de nitrogénio quando a
dose de fertilizante nitrogenado € aumentada (MCDONALD, 1992; TIMSINA et al.,
2001), uma vez que o nitrogénio se torna menos limitante em taxas elevadas e ha

aumento das perdas para o ambiente.
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Aproximadamente 98% do nitrogénio no solo encontra-se na forma
organica, o restante, nas formas inorganicas de aménio (NH4") e/ou nitrato (NO3),
prontamente disponiveis para as plantas (BRADY, 1989), originados pela
mineralizagdo durante os cultivos, mediante hidrolise enzimatica produzida pela
atividade da microbiota do solo (CAMARGO; GIANELLO; VIDOR, 1997) e/ou por
aplicagédo de fertilizantes nitrogenados. Entretanto, o nitrogénio inorgénico esta
sujeito a constantes perdas por volatilizagao, lixiviagao, imobilizacdo e extragao
pelas culturas. O tipo de perda é determinado, entre outros fatores, pela fonte de
nitrogénio utilizada, pelo manejo que é realizado na cultura e pelo ambiente ao qual
o fertilizante é exposto.

Efeitos negativos diretos e indiretos, causados pelo acumulo de
quantidades excessivas de N em ecossistemas terrestres e aquaticos, bem como na
troposfera, causam danos significativos para a sociedade com relagdo a qualidade
ambiental, ecossistemas, biodiversidade e saude humana (SCHWEIGERT; VAN
DER PLOEG, 2000; TOWNSEND et al., 2003).

3.5.2 Bactéria Promotora de Crescimento

A fixacao biolégica de nitrogénio € o processo da transformacéo de
N2, em NH4. As bactérias diazotréficas s&o os unicos organismos capazes de
converter o nitrogénio atmosférico a amoénio destinado a sintese de biomoléculas
(BURRIS, 1991). A capacidade de fixar nitrogénio é detectada na maioria de grupo
filogenético entre as bactérias, incluindo sulfo-bactérias, firmibactéria, actinomicetos,
cianobactérias, proteobactérias e arqueobactérias, em simbiose ou associadas a
plantas, fungos e diatomaceas (DIXON; KAHN, 2004).

A fixagao biolégica do N, ocorre gragas a uma enzima, denominada
nitrogenase e, do ponto de vista energético, ela também é dispendiosa para o
organismo que a realiza. No entanto, devido a presenca de um sistema enzimatico,
a reacao ocorre a temperatura ambiente e pressao atmosférica. Sendo a reagao: N,
+ 16 ATP + 8 e + 8H" >> 2NH3; + H, + 16 ADP + 16 Pi (e” = elétron e Pi = fosfato
inorganico). A reacgao caracteriza-se pela redugao do N2 a NH; e, para que a reagao
ocorra, € necessario que haja transporte de elétrons, mediado pela enzima
nitrogenase que é formada por duas unidades proteicas, a Ferro-proteina (Fe-

proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas capazes de
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transportar elétrons. Durante o processo de redugédo do Ny, a nitrogenase é auxiliada
por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a ferridoxina (MORGANTE,
2009).

A inoculagdo de plantas com Azospirillum spp. pode resultar em
variagdo significativa nos parametros de crescimento em diferentes cereais, tais
como aumento da biomassa da planta, absor¢cdo de nutrientes, teor de N nos
tecidos, altura de planta, tamanho da folha, numero de perfilhos, comprimento de
raiz e volume (SALANTUR; OZTURK; AKTEN 2006).

O maior desenvolvimento das raizes pela inoculagdo com
Azospirillum pode implicar em varios outros efeitos. Relatos citam incrementos na
absorcao da agua e minerais, maior tolerancia a estresses como salinidade e seca,
resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva (BASHAN; HOLGUIN, 1997;
DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004).
Provavelmente pelo maior crescimento radicular e melhor nutricdo das plantas,
também ha relato de maior tolerancia a agentes patogénicos de plantas (CORREA
et al., 2008).

Pesquisas em trigo sugerem que a inoculagdo de sementes com
bactérias diazotroficas nao substitui o adubo nitrogenado, porém, pode promover
melhor absorgéo e utilizagdo do N disponivel (SAUBIDET; FATTA; BARNEIX, 2002).
Quadros (2009) observou que a inoculagdo com Azospirillum a campo, juntamente
com a adicao de dose de 50 kg ha™' na base, apresentou desempenho equivalente a
aplicacdo de 130 kg ha™ de N quanto ao rendimento de graos para dois hibridos de
milho.

Mendes et al. (2011), utilizando o cultivar de trigo Quartzo, observou
influéncia positiva no peso hectolitrico e aumento na produtividade de graos, quando
associado o uso de Azospirillum brasilense, com e sem a redugédo na adubacéo de
cobertura com nitrogénio. Além disso, os tratamentos com e sem a utilizagdo da
bactéria, ndo reduziram os parametros de qualidade de farinha como sedimentacao,
proteina bruta e niumero de queda.

Segundo Alamri e Mostafa (2009), a dose recomendada de
fertilizante nitrogenado pode ser reduzida pelo uso de inoculagdo de bactérias que,
por sua vez, minimiza os custos de producdo, poluicdo ambiental, aumenta a

fertilidade do solo e a produtividade do trigo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4 1.1 Infra-Estrutura

As analises foram realizadas nos laboratérios do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (andlise fisico-quimica e quantificacdo de
desoxinivalenol) e, Departamento de Agronomia (preparo inicial de amostras), no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina (Londrina-
Parana). A determinagcdo da qualidade tecnoldégica de trigo foi realizada na
Embrapa-CNPT (Passo Fundo-Rio Grande do Sul) e Granotec/Granolab do Brasil
(Curitiba-Parana).

4.1.2 Localizagdo e Caracterizacdo da Area Experimental

Cultivado em dois anos agricolas (2010 e 2011), o experimento a
campo foi executado na area experimental da Embrapa-CNPSo, localizada no
Distrito de Warta, municipio de Londrina-PR e, na fazenda experimental da
Embrapa-Produtos e Mercado (SPM), municipio de Ponta Grossa-PR.

O Distrito de Warta (Londrina-PR) localiza-se a 23°11’ latitude Sul,
51°10’ longitude Oeste, com altitude de 605 m. O solo do local é caracterizado como
Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2006). O clima da regido (Figura 3),
segundo a classificacdo de Koppen, é Cfa, ou seja, clima subtropical com
temperatura média no més mais frio inferior a 18 °C (mesotérmico) e temperatura
média no més mais quente acima de 22 °C, com verdes quentes, geadas pouco
frequentes e tendéncia de concentragdo das chuvas nos meses de verdo, contudo
sem estacao seca definida (IAPAR, 2013).

A fazenda experimental em Ponta Grossa-PR localiza-se a 25°09’
latitude Sul, 50°06° longitude Oeste, com altitude de 800 m. O solo do local é
caracterizado como Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2006). O clima da
regidao (Figura 3), segundo a classificagdo de Koppen, € Cfb, ou seja, clima

temperado, com temperatura média no més mais frio abaixo de 18 °C, com verdes
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frescos, temperatura média no més mais quente abaixo de 22 °C e sem estagao
seca definida (IAPAR, 2013).

Figura 3 - Mapa climatico do Estado do Parana.
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Fonte : IAPAR (2013).

Os dados de temperatura (C°) e precipitagado diaria (mm) durante o
periodo de desenvolvimento da cultura, foram fornecidos pela estacdo meteorologica
da Embrapa (2 estagdes), localizadas a aproximadamente 2 e 3 km dos
experimentos em Londrina e Ponta Grossa, respectivamente.

As areas experimentais foram manejadas no sistema de plantio
direto, sendo o trigo cultivado em sucessé&o a cultura da soja ou milho, em Londrina
(2010 e 2011), e soja (2010) e milho (2011), em Ponta Grossa. Previamente a
instalagdo dos experimentos foram coletadas amostras de solo das areas
experimentais para analise quimica.

A adubacgéo de semeadura com nitrogénio, fésforo e potassio (N-P-
K) foi realizada conforme a analise de solo, seguindo as Indicagbes Técnicas da
Comissao Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale para o Estado do Parana
(FRONZA et al., 2008). Para isso, utilizou-se 250 kg.ha”' da formula 8-28-16,
correspondendo a 20 kg.ha™ de N, 70 kg.ha™ de P,Os e 40 kg.ha™ de K,O. O nitrato
de amobnio (32% de N e 3% de KyO) foi aplicado em cobertura, em doses pré-
estipuladas, no inicio do perfilhamento (estadio 2; LARGE, 1954). A quantidade de
KO foi corrigida e todas as parcelas receberam a mesma quantidade deste

nutriente.
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4 1.3 Matéria-Prima e Insumos

O cultivar BRS 220 (cultivar Embrapa 16 com a linhagem TB 108),
utilizada no experimento em Londrina-PR, foi desenvolvido pela Embrapa em 1991
(BASSOI et al.,, 2005). O cultivar caracteriza-se pelo ciclo médio (69 dias da
emergéncia ao espigamento), moderadamente suscetivel a giberela, indicado para
todo o Estado do Parana (regides 1, 2 e 3 de VCU - Valor de Cultivo e Uso) e
pertencente a classe comercial Trigo Pao. Apresenta na regiao VCU — 3 (quente,
moderadamente seco e baixa altitude), 284 de forgca de gluten (W), 1,0
balanceamento de gliten (P/L), 37 g de peso de 1000 sementes e 3.879 kg.ha™ de
rendimento, conforme experimento conduzido em estacdes experimentais nas safras
de 2009, 2010 e 2011, em (BASSOI et al., 2012).

O cultivar BRS Tangara (BR23*2/PF 940382), utilizada no
experimento em Ponta Grossa-PR, foi desenvolvido pela Embrapa, IAPAR e
Fundacao Meridional (SCHEEREN et al., 2007). Cultivar de ciclo médio (69 dias da
emergéncia ao espigamento), moderadamente suscetivel a giberela, indicado para
todo o Estado do Parana (regides 1, 2 e 3 de VCU) e pertencente a classe comercial
Trigo Melhorador. Apresenta na regidao VCU — 1 (fria, umida e alta) média de 247 de
forca de gluten (W), 0,8 balanceamento do gluten (P/L), 40 g de peso de 1000
sementes e 5.177 kg.ha™' de rendimento (BASSOI et al., 2012).

Divididas em duas porcdes, as sementes foram tratadas com o
inoculante liquido comercial Azototal® (Total Biotecnologia®, Curitiba, Brasil),
contendo a bactéria Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5 e Ab-V6 na concentragéao
de 1x10® células viaveis.mL™, na dose de 4 mL do produto comercial para cada kg
de semente, horas antes da semeadura. Os experimentos em Ponta Grossa (2010 e
2011) e Londrina (2010) foram conduzidos com sementes ndo tratadas com
inseticida e/ou fungicida. O experimento em Londrina (2011) foi conduzido com
semente pré-tratada com os produtos: fungicida triadimenol (3 mL.kg” de semente)

e inseticida imidacloprid (1 mL.kg™" de semente).
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4.1.4 Delineamento Experimental

A Figura 4 apresenta o fluxograma dos experimentos e analise.

Figura 4 — Fluxograma geral do experimento.
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O delineamento experimental em Londrina foi em blocos
casualizados em parcelas subdivididas, com quatro repeti¢cdes. O fator inoculagao
de semente foi alocado na parcela e dose de nitrogénio em cobertura (0, 30, 60, 90
e 120 kg.ha™ de nitrato de aménio), aplicado no inicio de perfilhamento (estadio 2;
LARGE, 1954), na subparcela. A parcela experimental foi constituida por 13 linhas,
com oito metros de comprimento e espagamento entre linhas de 17 cm.
Consideraram-se como area util da parcela experimental as sete linhas centrais,
desprezando-se 1,25 m nas extremidades, totalizando 6,54 m? de area util (Figura
5).

Figura 5 - Croqui da area experimental em Londrina-PR.
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O delineamento experimental em Ponta Grossa foi em blocos
casualizados com esquema fatorial 2 x 5 (inoculagédo e doses de N), com quatro
repeticoes. Os experimentos avaliados consistiram de: sementes inoculadas com
Azospirillum brasilense e dose de nitrogénio em cobertura (0, 30, 60, 90 e 120 kg.ha’
' de nitrato de aménio), aplicado no inicio de perfilhamento (estadio 2; LARGE,
1954). A parcela experimental foi constituida por 22 linhas, espagadas em 20 cm,

com seis metros de comprimento e consideraram-se como area util da parcela
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experimental as 12 linhas centrais, desprezando-se 1,0 m nas extremidades,

totalizando 9,6 m? de area util (Figura 6).

Figura 6 - Croqui da area experimental em Ponta Grossa-PR.
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4.1.5 Procedimento Operacional

O trigo foi semeado mecanicamente em sistema de semeadura
direta (semeadora adubadora de 13 e 11 linhas, para Londrina e Ponta Grossa
respectivamente), para obter uma densidade aproximada de 300 plantas por m?
(considerando a taxa de germinacgao).

Os tratos culturais foram realizados de acordo com as Indicacdes
técnicas da Comissao Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale para o Estado do
Parana (FRONZA et al., 2008). A area experimental foi monitorada semanalmente e
a aplicagdo de fungicida realizada no aparecimento dos primeiros sintomas. O
controle de plantas daninhas foi feito quando necessario, caso houvesse ocorréncia
de plantas infestantes no periodo critico para a cultura (emergéncia ao

espigamento).
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A colheita mecanica da parcela experimental ocorreu no estadio
11.4, correspondente a maturagdo de colheita com umidade dos graos inferior a
20% (LARGE, 1954).

Apds limpeza, as amostras de Londrina (2010 e 2011) foram
divididas em duas partes e armazenadas a -18° C até a analise. Todas as amostras
de Ponta Grossa e parte dos grdos de Londrina foram moidas, realizando
higienizacdo do equipamento entre amostras (alcool 70%), em moinho de martelo a
30 “mesh” (MOD MA-090, Marconi®, Piracicaba-SP, Brasil), destinando-se as
analises fisico-quimicas e quantificagdo de desoxinivalenol. A outra porgao de graos
experimentais de Londrina foi enviada a EMBRAPA-CNPT e Granotec (800 g cada
amostra). Devido a insuficiéncia de quantidade individual (160 amostras) e custo
elevado das anadlises, optou-se pela redugdo do numero total para 80 amostras

(duas repetigdes cada), juntando-se a repeticdo 1+2 e repeticdo 3+4.
4.2 METODOS
4.2.1 Analises Fisico-Quimicas do Grao
4.2.1.1 Umidade

Dois gramas (g) de amostra foram colocados em capsula de metal,
previamente tarada. A capsula com a amostra umida foi aquecida durante 12 horas
em estufa a 105°C (MOD NV 1.5, Nevoni®, Sdo Paulo, Brasil), posteriormente
resfriada em dessecador até temperatura ambiente e pesada (IAL, 2008).
4.2.1.2 Atividade de agua

A determinacéo de atividade de agua das amostras foi realizada por

meio de leitura em equipamento Aqualab (MOD 4TE, Decagon Devices®, Pullman,

Estados Unidos), seguindo especificagdes descritas pelo fabricante (24,93+0,07 °C).
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4.2.1.3 Proteina (Método Kjeldahl)

Em um tubo de digestao foi adicionado 2,5 g de catalisador, 0,2 g da
amostra de trigo triturado e 5 mL de acido sulfurico concentrado. O tubo permaneceu
em bloco digestor (MOD TE-40/25, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), a 400°C até o
liquido ficar azul (transparente). Apds resfriamento, 10 mL de agua destilada foram
adicionadas no tubo contendo a amostra digerida. No destilador de nitrogénio (MOD
TE-036/1, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), foi adicionado ao tubo NaOH 50%,
neutralizando o pH da amostra, e um volume de 50 mL do destilado foi coletado em
erlenmeyer contendo 10 mL de acido bdérico 2% e seis gotas de indicador misto. Em
seguida, o destilado foi titulado com acido sulfurico 0,02N e o teor total de nitrogénio
convertido em proteina pelo fator 5,7 (TELLER, 1932; MOSSE, 1990; AOAC, 1995).

4.2.1.4 Lipideo (Método Soxhlet)

Cinco gramas de amostra foram hidrolisadas com 50 mL de acido
cloridrico 4M, adicionado de 100 mL de agua quente, em béquer de 250 mL
contendo pérolas de vidro. O béquer contendo a amostra foi aquecido em bloco
digestor (MOD TE-40/25, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), a 300°C por 30 minutos a
partir do inicio da fervura. O material hidrolisado foi filtrado em papel filtro e lavado
com aproximadamente 600 mL de agua destilada para neutralizagdo do pH. O papel
filtro contendo a amostra lavada foi seco em temperatura ambiente (IAL, 2008).

O papel filtro contendo 5 g de amostra hidrolisada foi acoplado ao
baldo previamente tarado e levado ao extrator de Soxhlet (MOD TE-188, Tecnal®;
MOD MA-487, Marconi®, Piracicaba, Brasil). A extracdo ocorreu por refluxo de 150-
200 mL de éter de petréleo e aquecimento. Apds 3 horas de processo, o baldo foi
retirado do extrator, mantido em estufa a 125°C (MOD NV 1.5, Nevoni®, Sdo Paulo,
Brasil) por 12 horas, resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado
(AOAC, 1995).

4.2.1.5 Cinza (Residuos por incineragao)

Capsula de porcelana foi previamente aquecida por 1 hora em mufla
a 550°C (MOD 318D24, Quimis®, Diadema, Brasil), resfriada em dessecador até a
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temperatura ambiente e pesada. Duas g de amostra foram colocadas na capsula
tarada e carbonizada com o auxilio de bico de Bunsen. Em seguida, a amostra
carbonizada foi incinerada em mufla a 550°C, até apresentar coloragdo branca ou
ligeiramente acinzentada (aproximadamente 12 horas). Depois de incineradas, as
amostras foram retiradas da mufla, resfriadas até temperatura ambiente e pesadas
(IAL, 2008).

4.2.1.6 Amido disponivel

O amido disponivel foi determinado seguindo protocolo PTF
proposto por Walter, da Silva e Perdomo (2005), elaborado a partir de alteragdes no
método 996.11, Protocolo P100SP (AOAC, 1995) (Figura 7).

Em tubo de ensaio de Falcon (15 mL), 300 mg de grao triturado foi
adicionado de 200 pL de etanol 80%, 3,0 mL de tampé&o fosfato 0,1M pH 6,2 e 30 pL
de solucdo de a-Amilase (A3306 - Sigma Aldrich®, St. Louis, Estados Unidos). Apds
agitacdo em vortex (MOD LAB DANCER, IKA®, Guangzhou, China), a solugéo foi
aquecida em banho-maria com circulagdo de agua a 95°C por 5 min (MOD MA-127,
Marconi®, Piracicaba, Brasil), e resfriado em banho de gelo. Apds resfriamento, foi
adicionado 100 uL de solucéo de protease preparado em Tampao MES-TRIS 0,05M
pH 8,2 (50 mg.mL™", P3910 - Sigma Aldrich®), seguido de reagdo a 60°C por 30 min
(banho-maria) e resfriamento em banho de gelo. A seguir, foi adicionado 4,0 mL de
tampéo acetato de sdédio 0,2M pH 4,5 e 30 yL de solugdo de amiloglucosidade
(A9913 - Sigma Aldrich®), seguido de reacdo a 50°C por 30 min (banho-maria) e
resfriamento. O tubo contendo a amostra hidrolisada foi centrifugado a 1000 xg/ 10
minutos em centrifuga n&o refrigerada (MOD Harrier 15/80, MSE®, Londres, Reino
Unido). Apos recuperagédo do sobrenadante em baldo volumétrico, foi adicionado 10
mL de tamp&o acetato de sodio 0,05M pH 4,5 ao residuo, seguido de agitagdo em
vortex por 1 minuto e centrifugacdo nas mesmas condi¢gdes anteriormente descritas.
O sobrenadante foi recuperado em baldo volumétrico e teve o volume ajustado para

100 mL com agua destilada (Figura 7).
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Figura 7 - Extracdo de amido disponivel.
| 300 mg de amostra

[ 3.0 mL de Tampso Fostato 0,1M pH 6,2 |

i
| 30 yl de solugéo de a-amilase |

| Banho-maria a 95° C / 5 minutos |

| Resfriar I I

100 pl de solugéo protease
(Tampao MES-TRIS pH 8,2)

| Banho-maria a 60° C / 30 minutos |

| Resfriar I I

| 4.0 mL de Tampao Acetato de Sodio 0,2M pH 4,5 |

| 30 pl de solucdo de amiloglucosidase |

| Banho-maria a 50° C / 30 minutos |

| Resfriar II i

| Centrifugacdo — 1000 x g / 10 minutos |

Sobrenadante

| 10 mL de Tampao Acetato de Sodio 0,06M pH 4,5 |

| Centrifugacao — 1000 x g / 10 minutos |

AMIDO
DISPONIVEL I Sobrenadante |

Apos hidrolise, o teor de amido disponivel foi quantificado pela
metodologia proposta por Nelson (1944) e Somogyi (1945). Aliquota de 50 uL de
amostra extraida foi transferida para tubo contendo 950 pL de agua destilada
(diluicdo 1:20), adicionada de 1 mL do reativo de Somogyi e o aquecido a 95°C por
10 min (banho-maria), seguida de resfriamento em banho de gelo. A seguir,
adicionou-se 1 mL do reativo de Nelson, 7 mL de agua destilada e procedeu-se
leitura a 505 nm (UV-visivel, MOD Libra S22, Biochrom®, Cambridge, Reino Unido).

A curva padrao foi construida com glicose 0,02% (Gl 008 - Synth®,
Diadema, Brasil) e o resultado em agucares redutores multiplicado por 0,9, para

conversdo em amido disponivel.
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4.2.1.7 Carboidrato total
O teor de carboidrato total foi calculado pela diferenga:
%Carboidrato total = 100% - (% Umidade + % Proteina + % Lipidios + % Cinzas)
4.2.2 Determinagao de Desoxinivalenol - DON
4.2.2.1 Calibragao de padrao

Desoxinivalenol (D0156 98% - Sigma Aldrich®, St. Louis, Estados
Unidos) foi ressuspenso em metanol grau HPLC (J. T. Baker®, Xalostoc, México) e a
absorvancia determinada a 220 nm (UV-visivel, MOD Libra S22, Biochrom®,
Cambridge, Reino Unido), previamente calibrado segundo Instru¢do Normativa n° 9,
de Margo de 2000 (BRASIL, 2000). A concentragao foi determinada utilizando-se a
seqguinte férmula (MALONE, 2001):

AxFC x MM x 1000

Concentragao de micotoxina (ug.mL1) = .

Onde:

A = Absorvancia da micotoxina;

FC = Fator de corregao do espectrofotdmetro (0,965376782);

MM = Massa molecular da micotoxina desoxinivalenol (296.1);
€ = Absortividade molar da micotoxina desoxinivalenol (6129).

Apé6s a determinagao da concentragao, o padrao foi utilizado para
preparo da curva de calibragdo para ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
(15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 ng.mL™") e ensaio de recuperagao.

A curva de calibragdo utilizada no calculo de limite de deteccao
(Leitura do Branco menos 3 vezes desvio padrao do branco) e limite de
quantificacdo (Leitura Branco menos 10 vezes desvio padrdo do branco) foi
construida a partir da média de 7 curvas padrdao (SOARES, 2006). A curva foi

confeccionada, relacionando Log da concentracdo de DON (ng.mL™) e absorvancia
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da amostra ou padrdo, expressa em Logit e calculada conforme féormula abaixo
(OUBINA et al., 2000):

Leitura Amostra
Leitura Branco
1 Leitura Amostra
N ( Leitura Branco )

Logit (Amostra) = LN

4.2.2.2 Teste de recuperagao

Para o teste de recuperacao ou eficiéncia do método, um pool foi
constituido, misturando 10 g de oito amostras de trigo aleatoriamente selecionadas.
A seguir, adicionou-se DON diluido em metanol (350, 1250 e 1750 pg.kg"), em
duplicata, mantendo-se em repouso a 25°C por 16 horas em estufa BOD (MOD TE-
39, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), para evaporagao do solvente (DOS SANTOS et al.,
2011b). Apds extracdo, DON foi determinado por ELISA-Competivivo indireto (ic-
ELISA). O valor de branco (sem adicao de DON) foi subtraido do valor total obtido.

4.2.2.3 ELISA-competitivo indireto

A determinacdo de DON por ic-ELISA foi baseada em anticorpo
monoclonal de acordo com método descrito por Kawamura (2005) e dos Santos et
al. (2011b).

Cinco gramas de trigo triturado (30 mesh) adicionado de 40 mL de
metanol 70%, foram homogeneizadas em erlenmeyer de 250 mL a 150 rpm/30
minutos a 10°C (incubadora refrigerada, MOD MA-830/A, Marconi®, Piracicaba,
Brasil), seguido de centrifugacdo a 800 xg/5 minutos a 10°C (MOD 5804 R
(Eppendorf AG®, Hamburg, Alemanha). O sobrenadante foi armazenado a -18°C por
18 horas (MOD FE26, Electrolux®, Manaus, Brasil). A amostra foi novamente
centrifugada a 2250 xg/5 minutos e o sobrenadante dividido em aliquotas de 400 pL
e seco a 40°C sob nitrogénio gasoso (banho-maria, MOD MA-127, Marconi®,
Piracicaba, Brasil). As aliquotas foram armazenadas a -18°C até o momento das

analises por ic-ELISA (Figura 8).
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Figura 8 - Extracdo de DON para quantificagédo por ic-ELISA.

| 5 g de amostra |

i 40m

| Homogeinizag&o a 150 rpm/30 minutos |
[

|Centrifugar a 800 x g/5 minutosl

[ -20 °c/18horas |

| Centrifugar a 2250 x g/5 minutos |

[ Aliquotas de 400 L |

| Secagem nitrogénio gasoso/banho-maria 40 °C |

ic-ELISA

Microplacas de ELISA (Corning®, Corning, Estados Unidos) foram
sensibilizadas com 100 pL de DON-HS-OVA (DON- Hemissuccinato-Ovoalbumina,
2ug.mL™) (cedido por Dr. Osamu Kawamura, Kagawa University, Japao), diluido em
tampéao carbonato/bicarbonato pH 9,6, e incubada a 4°C por 16 horas em camara de
refrigeragdo (5 £ 3 °C, 6 m de comprimento/3,5 m de largura/ 2,8 m de altura;
Refrigeragcao José Von Stein e Cia LTDA). Em seguida, lavaram-se as placas em
lavadora de ELISA (MOD BSII, Bras-Serum®, Sao Paulo, Brasil), utilizando PBST
(Tamp&o Doubbecco’s 0,015 M PH 7,3 com 0.05% Tween 20) por 5 vezes.
Realizou-se o bloqueio das mesmas com 200 uL de solugdo PBS-Leite desnatado
1% (Molico-Nestle®, Aracatuba, Brasil), e incubacdo a 37°C por 1 hora (estufa
bacteriolégica, MOD NT 525, Novatecnica®, Piracicaba, Brasil). As placas quando
nao utilizadas apds o bloqueio foram mantidas por no maximo 24 horas (5 + 3 °C, 6
m de comprimento/3,5 m de largura/ 2,8 m de altura; Refrigeracdo José Von Stein e
Cia LTDA).

Para utilizagao, a placa foi lavada por cinco vezes com PBST em
lavadora de ELISA (MOD BSIl, Bras-Serum®) e adicionado 50 pL de
amostra/padréo, ressuspenso em 400 yL de metanol:PBST (1:9, v/v), juntamente
com 50 pL anti-DON (hibridoma anti-DON.3 cedido por Dr. Osamu Kawamura,
Kagawa University, Jap&o; cultivado por dos Santos et. al. (2011b), diluido em leite
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desnatado 1% (1:2000 v/v, 19,19 mg.mL™), no micropogo da placa de ELISA, com
posterior incubagao a 37°C por 1 hora (MOD NT 525, Novatecnica®).

Apods lavagem com PBTS (5 vezes; lavadora de ELISA, MOD BSilI,
Bras-Serum®), foi adicionado a placa 100 uL de Anti-lgG + enzima HRP ( A4416 -
Sigma Aldrich®, St. Louis, Estados Unidos), diluido em leite desnatado 1% (1:1000,
vlv), e incubada a 25°C por 1 hora em (BOD, modelo TE-39, Tecnal®, Piracicaba,
Brasil).

Apoés incubacéo foi realizada nova lavagem com PBST (5 vezes;
lavadora de ELISA, MOD BSII, Bras-Serum®), adicionou-se substrato cromoégeno
(TMB, 100 pL), com posterior incubagéao a 25°C por 20 minutos (BOD, modelo TE-
39, Tecnal®), e adicdo de H,SO, 1M (50 uL) para parar a reacéo de cor. A leitura da
placa foi realizada leitura a 450 nm em leitora de ELISA (MOD Asys Expert Plus,
Biochrom®, Cambridge, Reino Unido), (Figura 9).

Figura 9 - Quantificacédo de DON por ic-ELISA.

DON-BSA (100 L, 2ug/mL)

|
PBS-OVA 0,01 % (200 pL)
37 °C/1 hora

Anti-DON (50 pL, 1:200, 1,25 mg/mL) I Padrao ou amostra (50 pL)
37 °C/1 hora

Anti-lgG + enzima HRP (100 L)
37°C/1 hora

Substrato cromégeno (TMB, 100 L)
25 °C/20 minutos

H,S0, 1M (50 L)

Leituraa A =450 nm

4.2.3 Analises de Qualidade de Grao e Farinha

4.2.3.1 Peso hectolitrico (PH)

O peso hectolitrico (kg.hL™") foi determinado pela pesagem em
balanca eletrbnica de uma amostra de grdos com volume conhecido (225 mL) (MOD



55

Tipo 40, Dalle Molle®, Caxias do Sul, Brasil) e o resultado transformado na unidade
padrao (kg.hL™), segundo método descrito por Brasil (2009) e pelo fabricante do

equipamento.
4.2.3.2 indice de dureza e diametro do grao (SKCS)

A dureza do grao foi determinada segundo o método 55-31 (AACC,
2000), usando equipamento SKCS - Sistema de Caracterizagdo Individual da
Semente (MOD 4100, Perten Instrument®, Huddinge, Suécia), pela medida
experimental da forca necessaria para triturar o grdo de trigo, segundo o manual de
operagao do SKCS. Uma amostra de 300 graos para cada determinagédo, com trés
repeticdes para cada amostra, foi utilizada para estimar o indice de dureza (ID) e

didametro (DG; milimetro) do gréo.
4.2.3.3 Moagem experimental

Para a extracdo experimental da farinha de trigo (rendimento em
porcentagem), os graos foram primeiramente condicionados a 14% de umidade por
aproximadamente 16 horas, para facilitar a extracdo e aumentar o rendimento. Apés
o condicionamento, procedeu-se a moagem dos grdaos em moinho de rolos (MOD
Quadrumat Junior, Brabender®, Duisburg, Alemanha), segundo método n° 26-10A
(AACC, 2000). A farinha, obtida pela mescla das farinhas de quebra e de redugéo,
foi embalada em sacos de polietileno e armazenada até utilizagdo nas analises de
alveografia, numero de queda (Falling Number) e analise de cor.

4.2.3.4 Alveografia

A alveografia foi analisada em alveégrafo (MOD MA82 com
acessorio alveolink , Chopin®, Villeneuve-la-Garenne, Franga), conforme método 54-
30 (AACC, 2000). Os parametros determinados foram: W (for¢ca de gluten; expressa
em W x 10%J), P (tenacidade ou resisténcia a extensdo da massa; milimetro), L
(extensibilidade; milimetro), P/L (relacédo tenacidade e extensibilidade), G (indice de
intumescimento; milimetro), P/G (relagao tenacidade e indice de intumescimento) e

IE (indice de elasticidade= P200/Pmax x 100; porcentagem).
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4.2.3.5 Numero de queda

O numero de queda (expresso em segundo) foi determinado em
equipamento Falling Number de acordo com o Método 56-81B (AACC, 2000) e
manual de operacdo do equipamento Falling Number (FN) (MOD 1500 Fungal,
Perten Instrument®, Huddinge, Suécia).

4.2.3.6 Analise de cor

A cor da farinha foi determinada no sistema CIELAB (MOD CR 310,
Minolta®, Osaka, Japao) (iluminante Dgs € angulo 10°). Neste sistema, a coordenada
de cromaticidade a* indica a intensidade do vermelho (+a*) ou verde (-a*), a
coordenada de cromaticidade b* a intensidade amarela (+b*) ou azul (-b*) e L* a
luminosidade do branco (L* = 100) ao preto (L* = 0).

A partir dos valores médios de a* e b*, foram calculados a saturagao
(croma, C*) e 0 angulo h° (tonalidade cromatica), onde h=0° (vermelho puro), h=90°
(amarelo puro), h=180° (verde puro) e h=270° (azul puro), utilizando as formulas C*
= (a*2 + b*?)"? e h° = arctn (b*/a*) (BORGES et al., 2002).

4.2.3.7 Espectroscopia por infravermelho proximo (NIR)

Previamente a extragdo experimental da farinha, os graos foram
analisados por espectroscopia de infravermelho proximo (MOD XDS-Rapid Content
Analyser, FOSS NIRSystems®, Hoganas, Suécia), com sistema duplo de detecgdo
(monocromador modelo 6500 com faixa de medigao: silicio 400-1100 nm e sulfeto
de chumbo 1100-2500 nm), acompanhado de software ISlscan™ (INFRASOFT
INTERNATIONAL LLC, 2008). As curvas de calibragao utilizadas na predicdo das
analises foram desenvolvidas pela Embrapa-CNPT, a partir da correlagdo com
metodologias oficiais utilizando material nacional (farinha de trigo).

A analise também foi realizada na Empresa Granotec empregando
NIR (MOD DA-7200, Perten Instrument®, Huddinge, Suécia). As curvas utilizadas
nos calculos foram fornecidas pelo fabricante do equipamento e n&o tiveram ajustes
na calibracdo com material nacional.

Em suma, as analises realizadas foram:
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* NIR (FOSS) — Peso hectolitrico, indice de dureza e diametro do grao,
extragao experimental de farinha, numero de queda, alveografia (W, P, L, P/L,
G, PIG e IE) e cor (L*, a*, b*, C*, h°).

* NIR (Perten) — Umidade, proteina e amido.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e regressao, para
doses de nitrogénio e as médias de sucessdao de cultura com milho ou soja
(Londrina em 2010 e 2011), e de inoculagéo, foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de significancia com auxilio do programa SISVAR verséo 4.0 (Sistema para
Analise de Variancia) (FERREIRA, 2002). A Correlagdo de Pearson foi calculada
com o auxilio do programa STATISTICA 7.0 (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram compilados na forma de trés capitulos,
conforme os titulos abaixo listados:

» Capitulo | — Adubacédo Nitrogenada e Inoculagdo com Azospirillum brasilense
na Composi¢gdo Quimica e Contaminagdo por Desoxinivalenol de Trigo
Cultivado apés Diferentes Culturas na Regiao Norte do Estado do Parana;

» Capitulo Il - Adubacao Nitrogenada e Inoculagao com Azospirillum brasilense
na Qualidade Tecnoldégica de Trigo Cultivado apos Diferentes Culturas na
Regido Norte do Estado do Paranag;

e Capitulo 1l — Adubagdo Nitrogenada e Inoculagdo com Azospirillum
brasilense na Composi¢cao Quimica e Contaminag&o por Desoxinivalenol de

Trigo da Regi&do Centro Sul do Estado do Parana.
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CaPiTULO |

ADUBAGAO NITROGENADA E INOCULAGCAO COM Azospirillum brasilense NA
COMPOSICAO QUIMICA E CONTAMINACAO POR DESOXINIVALENOL
DE TRIGO CULTIVADO APOS DIFERENTES CULTURAS NA REGIAO
NORTE DO ESTADO DO PARANA

MATERIAL E METODOS

As determinagbes foram realizadas nos laboratérios do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e Departamento de Agronomia,
no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina —
Londrina/PR (item 4.1.1).

Localizac&o e Caracterizacdo da Area Experimental

Cultivado em dois anos agricolas (2010 e 2011), o experimento a
campo foi executado na area experimental da Embrapa-CNPSo, localizada no

Distrito de Warta, pertencente ao municipio de Londrina-PR (item 4.1.2).

Matéria-Prima e Insumos

O cultivar BRS 220 foi utilizado no experimento por ser indicado para
a regido e ter apresentado resultados satisfatorios em experimentos conduzidos em
estacbes experimentais (BASSOI et al.,, 2012). Previamente a semeadura, as
sementes foram divididas e tratadas com o inoculante liquido comercial Azototal®
(Total Biotecnologia®, Curitiba, Brasil), contendo a bactéria Azospirillum brasilense
(item 4.1.3).

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi de blocos casualizados em parcela
subdividida, com quatro repeticdes, sendo o fator inoculacdo de semente alocado na

parcela e dose de nitrogénio, aplicado em cobertura, na subparcela (item 4.1.4).
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Procedimento operacional

Os tratos culturais foram realizados a partir da analise de solo,
seguindo as indicagbes técnicas da Comissdo Brasileira de Pesquisa de Trigo e
Triticale para o Estado do Parana (FRONZA et al., 2008). A colheita ocorreu quando
a cultura encontrava-se no estadio 11.4, correspondente a maturagdo de colheita
com umidade de grao inferior a 20% (LARGE, 1954). O gréo colhido foi limpo e
moido a granulometria de 30 “mesh”, evitando contaminagdo das amostras, para
proceder-se as analises fisico-quimicas e quantificagdo de desoxinivalenol (item
4.1.5).

Andlise fisico-quimica

* Umidade — Estufa 105°C por 12 horas (IAL, 2008) (item 4.2.1.1);

» Atividade de agua (Aw) - Leitura em equipamento Aqualab (item 4.2.1.2);

* Proteina — Foi realizada utilizando metodologia de Kjeldahl (AOAC, 1995)
(item 4.2.1.3);

» Lipideo — Extracdo por Soxhlet, amostra previamente hidrolisadas (acido
cloridrico 4M) (IAL, 2008), com refluxo de 150-200 mL de éter petréleo por 3
horas (AOAC, 1995) (item 4.2.1.4);

e Cinza - Pesagem do residuo da incineragdo da amostra, previamente
carbonizada e, incinerada por aproximadamente 12 horas (IAL, 2008) (item
4.2.1.5);

* Amido disponivel — Hidrolise enzimatica (AOAC, 1995, modificado por Walter,
da Silva e Perdomo, 2005) (item 4.2.1.6);

» Carboidrato total - Calculado por diferenga (item 4.2.1.7);

Determinacéo de Desoxinivalenol

O padrao de desoxinivalenol foi calibrado (item 4.2.2.1) e utilizado na
construgao das curvas padrao e teste de recuperagao dos métodos (item 4.2.2.2). A
triagem das amostras de trigo foi realizada pelo método ic-ELISA, de acordo com
método descrito por Kawamura (2005) e dos Santos et al. (2011b) (item 4.2.2.3).
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RESULTADO E DISCUSSAO

Conforme apresentado na Tabela 1, a acidez do solo na area
experimental (pH 4,87) constituiu fator negativo para a planta, devido a redugdo na
disponibilidade de minerais em pH <5, principalmente nitrogénio, fosforo, calcio e
magnésio. A disponibilidade de aluminio pode aumentar a niveis toxicos em pH
acido (<5,5), assim como cadmio e metais pesados, e reduzir o molibdénio
disponivel, importante na fixagcado biologica de nitrogénio (HAZELTON; MURPHY,
2007).

A capacidade de troca catidnica (CTC=11,69 cmol..dm™) encontrada
€ caracteristico de solos tropicais, que apresentam capacidade reduzida para reter
cations em forma trocavel. Consequentemente, ndo se recomenda aplicacdo de
dose unica e elevada de adubacgéo e calagem, devendo-se aplicar parceladamente
na semeadura e cobertura, evitando perdas por lixiviagao. Além disso, a saturacao
por base (65%) estd proximo ao ideal recomendado para a cultura do trigo no
Estado do Parana (70%), fazendo-se necessario a corregdo com calagem quando a
saturac&o observada estiver abaixo de 60% (RONQUIM, 2010).

A precipitagao pluviométrica durante o ciclo da cultura foi baixa, com
total acumulado de 95,9 e 199 mm para 2010 e 2011, respectivamente. Em pesquisa
utilizando o cultivar de trigo IAC-24, observou-se que o consumo médio de agua pela
planta & 347,2 mm (ciclo de 115 dias), ou 3,02 mm de consumo diario médio em
condicdo experimental em Piracicaba-SP (LIBARDI; COSTA, 1997). Essa baixa
precipitacdo afeta a umidade do solo, exercendo impacto negativo no rendimento
final de cultura em sistema de sequeiro, reduzindo a fotossintese, producéo de
biomassa e crescimento da planta (HEINEMANN; HOOGENBOOM; CHOJNICKI,
2002). Em 2010 observou-se 0,8 mm de precipitagdo acumulada nos 5 primeiros
dias apds a adubagao em cobertura, e 34,4 mm em 2011 (Figura 1).

Na Tabela 2 é apresentada a analise de variancia das caracteristicas
avaliadas em resposta a sucessao de cultura, inoculagdo e dose de N em cobertura
nos anos avaliados (2010 e 2011).

A variavel sucessao de cultura (residuo de milho ou soja) influenciou
na atividade de agua, proteina, cinzas e carboidrato total de grdo, sendo que em

2011 também influiu no conteudo de umidade e amido (p<0,05) (Tabela 2).
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Os dados apresentados na Tabela 3 mostram que as respostas de
2010 diferiram de 2011. O milho como cultura antecessora ao trigo em 2010 resultou
em incremento (p<0,05) na atividade de agua (+5,3%), proteina (+2,7%) e cinzas
(+7,1%). Enquanto que em 2011, com excec¢éao do teor de cinza (+9,7%; pdés-milho),
o incremento na atividade de agua (+9,1%) e teor de proteina (+10,7%) foi
observado no cultivo pds-soja (p<0,05).

O teor de carboidrato total (p<0,05) foi maior no trigo pds-soja em
2010 (+0,9%), e no po6s-milho em 2011 (+2,5%), assim como o teor de amido
(+5,7%) (Tabela 3). Nao houve diferenga na produtividade para o ano de 2010
(p>0,05), mas em 2011 a produtividade de trigo foi 3,7% maior no cultivo pds-soja
(p<0,05), com 3523,6 kg.ha™' (André Mateus Prando, dados nao publicados).

A diferenca entre o0s resultados apresentados deve-se a
disponibilidade de nutrientes fornecido por cada cultura, da sua incorporagéo no solo
e subsequente utilizacdo pela planta. A relagao C/N do residuo da cultura do milho é
alta, promovendo maior imobilizacgdo de N no solo e, consequente reducdo na
quantidade de N disponivel para a planta de trigo (BRAZ et al., 2006).

A imobilizagdo do nitrogénio é evidenciada na Tabela 4, que
apresenta os resultados significativos da interacdo entre sucessao de cultura e dose
de nitrogénio, em 2010 e 2011 (p<0,05). O teor de proteina no grao de trigo em 2011
no cultivo pos-soja (0 kg.ha™) foi maior do que poés-milho. Em 2011, com o
incremento de dose de nitrogénio (0 — 90 kg.ha'1), observa-se que a resposta do
trigo pds-soja foi melhor, isso porque no pés-milho, parte do nitrogénio aplicado no
solo €& utilizado pelos microrganismos para degradagdo do residuo da cultura
anterior (imobilizagao). Devido a baixa disponibilidade de nitrogénio mineral no solo,
€ possivel observar o efeito do residuo como fonte de nutriente para a planta. Com a
utilizacdo de dose elevada (120 kg.ha™) o teor de proteina ndo mais diferiu entre
pos-soja e pos-milho em 2011, por ndo haver competicdo entre planta e
microrganismo pelo nitrogénio.

A temperatura e umidade sao fatores importantes na degradacgao de
restos culturais, uma vez que determinam a taxa crescimento de microrganismos e,
por consequéncia, a decomposi¢cdo do residuo (DUONG, 2009). Devido a baixa
precipitacdo no ano de 2010, aproximadamente metade da ocorrida em 2011, a
degradagao do residuo pelos microrganismos do solo foi dificultada, ndo permitindo

a diferenciagao entre as respostas em fungao do residuo da cultura de milho ou soja.
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A contaminagdo por desoxinivalenol n&o diferiu em relacdo a
sucessao de cultura (milho ou soja), apesar do residuo da cultura do milho ser fonte
potencial de in6culo de Fusarium spp. (p>0,05). Entretanto, o crescimento fungico e
a producgado de toxinas ndao sao sindnimos, i.e, a melhor condi¢gdo de crescimento
para o fungo nem sempre coincide com a de sintese de toxina (TANIWAKI; SILVA,
2001).

Blandino et al. (2012), observaram que os principais fatores na
producao de DON em grao de trigo seguem a seguinte ordem: suscetibilidade da
cultivar = cultura antecessora = sistema de plantio = aplicagdo de fungicida no
periodo de antese do trigo. De acordo com os autores, 0 uso de cultura hospedeira
como antecessora de cultivo, especialmente milho e sorgo, que elevam a quantidade
de inéculo a campo, e a utilizagcdo de cultivares suscetiveis, contribuem para a
maxima contaminagao da cultura de trigo por Fusarium.

Na Tabela 2, observa-se que as respostas obtidas com a inoculagéo
de Azospirillum brasilense apresentam diferenga entre os anos avaliados (2010 e
2011). Em 2010 observou-se diferenga na contaminagdo por desoxinivalenol,
enquanto que, em 2011 a diferenga foi no teor de umidade, cinza e amido do gréo
(p<0,05; Tabela 5).

Em 2010, a inoculacdo com A. brasilense refletiu em aumento da
contaminacdo do grao por desoxinivalenol (+27,2%) (p<0,05). Em 2011, outros
efeitos foram observados como, incremento no teor de umidade (+2,3%) e amido
(+2,1%), e redugao no teor de cinza (-3,9%), com a inoculagéo (p<0,05; Tabela 5).
Nao foi observada diferengca na produtividade nos anos de 2010 e 2011, com a
inoculagao de A. brasilense (p>0,05) (André Mateus Prando, dados nao publicados).

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados significativos da
interacéo entre inoculagdo com A. brasilense e dose de nitrogénio, em 2010 e 2011
(p<0,05). O controle (0 kg.ha” de nitrogénio) apresentou maior teor de umidade
(+1,80%) quando utilizado sementes inoculadas com A. brasilense (2010). No ano
de 2011, quanto aplicado dose elevada de nitrogénio (120 kg.ha™), os grdos
apresentaram menor teor de cinza (-10,9%) e maior atividade de agua (+5,3%), com
a inoculacao das sementes.

Didonet et al. (2000), estudando efeito da inoculagdo de sementes
de trigo com A. brasilense, em diferentes niveis de N e fases de desenvolvimento da

planta, ndo observaram efeito da inoculagdo na produtividade e total de nitrogénio
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acumulado no grao. Por outro lado, estudos mostraram que a inoculagdo com A.
brasilense resulta em aumento de N na espigueta e maior crescimento da raiz, em
relacdo a parte aérea, proporcionando um aumento da produtividade, especialmente
na presenca de fertilizantes nitrogenados (SALA et al., 2007).

Piccinin et al. (2013), utilizando mesma concentragéo de inéculo (102
UFC.mL™") e cepas (Ab-V5 e Ab-V6), nos anos de 2010 e 2011 na regido de
Maringa-PR, constataram que A. brasilense é uma alternativa capaz de suprir
parcialmente a demanda da planta por nitrogénio, com suplementagdo por
fertilizante nitrogenado. Os autores observaram que a aplicagdo de metade da dose
recomendada de nitrogénio associado com o inoculante, proveem resultados
positivos no desempenho agronémico e produtividade de trigo. A inoculagdo de
plantas de trigo ndo substitui o adubo nitrogenado, porém, promove a melhor
absorc¢ao e utilizagdo do nitrogénio disponivel pelo aumento do crescimento radicular
(SAUBIDET; FATTA; BARNEIX, 2002).

Pinheiro et al. (2002), observando a influéncia de fatores na
adsorcdo de 10 diferentes cepas de Azospirillum, isolados a partir das raizes ou
rizosfera do trigo, observaram que, com uma excecédo (A. brasilense-SpBr14), a
otima adsorg¢ao das bactérias nas raizes € em pH a 6,0. Assim, a elevada acidez do
solo (pH 4,9) na area experimental pode ter reduzido a adsorgdo da bactéria e
disponibilidade de molibdénio, constituinte da nitrogenase, responsavel pela fixagdo
bioldgica de nitrogénio no solo (MENGEL,; KIRKBY, 2001).

Conforme apresentado na Tabela 2, a adubagédo nitrogenada em
cobertura influenciou a composi¢do quimica do grdo em 2010 e 2011 (p<0,05).
Entretanto, observou-se diferenca nas respostas e intensidade das mesmas entre os
anos avaliados.

No ano de 2010, o incremento na dose de nitrogénio resultou em
respostas menores do que as observadas em 2011, a exemplo do aumento no teor
de proteina no grdo em 2011 (16,5 g/100g; 120 kg.ha™), maior do que o observado
em 2010 (16,0 g/100g; 120 kg.ha™), conforme apresentado na Tabela 7. O teor de
amido e carboidrato total no gréo, também apresentaram maior redugado em 2011 do
que no ano anterior, com o incremento na dose (0 — 120 kg.ha™") (p<0,05). Apesar da
diferenga entre as médias em 2010 (p<0,05), com menor contaminagao por
desoxinivalenol no controle (0 kg.ha™), ndo foi observado efeito de dose na

contaminacgao do grao (0,078; p>0,05) (Tabela 2 e 7).
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No ano de 2011, a utilizacdo de elevada dose de nitrogénio (120
kg.ha™") resultou em aumento no teor de umidade (+2,82%), atividade de agua
(+5,36%) e proteina (+30,33%), e diminuicdo no teor de lipideo (-11,02%), cinza (-
9,81%) e carboidrato total (-5,46%), em comparagdo com o controle (p<0,05; Tabela
7).

Na Tabela 8 sdo apresentados os dados de correlagdo (Pearson)
entre dose de nitrogénio (dose), atividade de agua, composicdo quimica e
contaminagao por desoxinivalenol de trigo. A dose de nitrogénio apresentou
correlagao positiva significativa (p<0,05) com atividade de agua (r=0,26) e umidade
(r=0,33), e negativa com cinza (r=-0,49) e lipideo (r=-0,31). Observou-se também
elevada correlagdo positiva significativa (p<0,05) entre dose e teor de proteina
(r=0,78), e negativa com carboidrato total (r=-0,74). A contaminagao do trigo por
desoxinivalenol apresentou correlagao significativa (p<0,05) com o teor de umidade
no grao (r=0,31).

O teor de proteina no grao apresentou aumento linear ou quadratico,
dependendo da cultura antecessora (milho ou soja) e ano de cultivo, em funcéo do
incremento de doses de N em cobertura (Figura 2).

O trigo, entre outras gramineas, demanda grande quantidade de
nitrogénio. Segundo as indicagbes técnicas no Estado do Parana, recomenda-se
de 30 a 60 kg.ha'1 e 30a 90 kg.ha'1 de nitrogénio em adubacao de cobertura para
trigo pds- soja ou milho, respectivamente (CAMPOS; SCHOLZ; DA SILVA, 2012).

O incremento da adubagédo nitrogenada prolonga o periodo de
crescimento vegetativo da planta, devido a atraso na senescéncia foliar,
aumentando o ciclo da cultura e interferindo no rendimento e qualidade dos graos
(BUZETTI et al., 2006; WINGLER et al., 2006). A diferenga no ponto de maturagao
de cada parcela, em fungdo da dose utilizada (0-120 kg.ha™), é observada no
aumento da umidade do grdo com o incremento da adubagéo (Tabela 7). Observou-
se correlagao positiva entre o teor de umidade e atividade de agua (0,71, p<0,05),
corroborando com dados relacionando umidade e atividade de agua em grao de
trigo. Segundo autores, ha forte relacdo entre as duas caracteristicas (R?>= 0,9458; y
= 0,0566x - 0,2016), indicando que o aumento na concentragdo de um pode refletir
no aumento do outro (DECAGON DEVICES, 2000).

Prando et al. (2012), avaliando efeito de fontes (ureia convencional,

ureia com inibidor de urease e ureia de liberacao lenta) e doses de nitrogénio (0-120
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kg.ha-1) em gendtipos de trigo ( BRS 208, BRS Pardela e IWT 04008), observaram
que o teor de nitrogénio no grao néo foi alterado significativamente pelas doses de
N, contudo, o nitrogénio acumulado no grao aumentou linearmente com o
incremento das doses de nitrogénio aplicadas em cobertura (p<0,01; R?=0,8314).

Kindred et al. (2008), avaliando resposta de cultivares de trigo a
adubacao nitrogenada (nitrato de aménio; 0-240 kg.ha™), observaram aumento de
28,35% e reducao de 1,91% na concentracéo de proteina e amido respectivamente,
sob dose elevada de nitrogénio (120 kg.ha™"). Quando o dobro de dose foi utilizado
(240 kg.ha™), a diferenca foi superior, com aumento de 40,10% no teor de proteina e
redugdo de 3,56% no amido, em comparagéo com o controle (0 kg.ha™).

O incremento na disponibilidade de nitrogénio diminuiu o teor de
lipideo e cinzas nos graos, conforme apresentado na Tabela 7. Estudo avaliando a
resposta de gendtipos a doses de nitrogénio (ureia; 0-175 kg.ha™), observou
aumento significativo (p<0,05) no teor de cinzas e nao constou influéncia (p>0,05) no
teor de lipideo no grao. Além disso, os autores observaram maiores niveis de
umidade e proteina no grao quando cultivado em dose elevada de nitrogénio (175
kg.ha™') (SAMEEN; NIAZ; ANJUM, 2002).

Na Tabela 7, a diminuicdo no teor amido (2010) e carboidrato total
(2010 e 2011) em resposta ao incremento da adubacgdo nitrogenada (p<0,05), esta
diretamente relacionada ao aumento no teor de proteina no grao, o qual apresentou
forte correlagdo negativa significativa com o teor de carboidrato total (r=-0,99;
p<0,05). Estudos demonstraram que a deficiéncia de nitrogénio, geralmente resulta
no acimulo de carboidratos ndo estruturais (KOVACEVIC et al., 2012). Segundo
Wingler et al. (2006), a deficiéncia de nitrogénio pode levar ao acumulo de agucar,
pela diminuigao da utilizacao de esqueletos de carbono para sintese de aminoacidos
e proteinas. Teores de agucares e nitrogénio mostram mudancgas distintas durante a
senescéncia foliar, com agucares se acumulando, enquanto aminoacidos entram em
declinio (DIAZ et al., 2005).

O método utilizado na determinagdo de DON (ic-ELISA) apresentou
limite de deteccdo (LD) de 14,1 ng.mL™" (113,5 pg.kg”), semelhante ao obtido por
dos Santos et al. (2011b) (LD=22,15 ng.mL™"; 1772 ugkg’'), e limite de
quantificacdo (LQ) de 445,38 pg.kg”, considerando-se como ndo detectado (ND)
todo valor abaixo do LQ. A Figura 3 apresenta a curva padrao do ic-ELISA (15,625-
1000 ng.mL™) com o LD, LQ e equagéo do método.
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A Tabela 9 apresenta os resultados de recuperacdo de DON em
graos de trigo (30 mesh) por ic-ELISA. Segundo a Comunidade Europeia (2006b),
recomenda-se a utilizacdo de métodos que apresentem recuperagcdo entre 60 e
120%, e desvio padrao relativo (DPR) menor que 20%. O método ic-ELISA
apresentou recuperacado média de 103%, DPR de 21,7% na recuperacdo de 350
ug.kg' de DON, e DPR de 2,5 e 14,3% na recuperacdo de 1250 e 1750 pg.kg™,
respectivamente.

Dos Santos et al. (2011b) observou elevada correlagdo (r=0.93)
entre os métodos de ic-ELISA e LC-MS (Cromatografia Liquida-Espectrometria de
Massa), através da analise de amostras positivas de trigo para DON. Entretanto, os
autores observaram relagéo ic-ELISA/LC-MS de 1,4, i.e, as resposta obtida por ic-
ELISA sédo 1,4 vezes maior do que por LC-MS, podendo haver superestimacao da
contaminagao quando a analise e DON for realizada por ic-ELISA.

Apesar de chuvas constantes e temperatura favoravel para o
crescimento de Fusarium graminearum em 2011, niveis superiores de contaminagao
por DON foram observados em 2010 (Figura 4). A contaminagdo em 2010 variou
entre 247,6 (<LQ) e 23559 ug.kg”', sendo que 95% das amostras (152/160)
apresentaram contaminagdo abaixo do limite maximo tolerado (2000 pg.kg™; trigo
integral), estabelecido pela Resolugdo - RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011
(BRASIL, 2011). Em 2011, a contaminagdo das amostras variou entre ND (<LD) e
1474,0 pg.kg', com 100% das amostras (160/160) com nivel de contaminacgdo
abaixo do limite maximo tolerado (2000 pg.kg™; trigo integral).

Os niveis de contaminagéao por DON observados em Londrina (2010
e 2011) foram superiores ao relatado por Santos et al. (2011a). Os autores,
avaliando amostras de trigo da regidao Norte do Parana (Londrina e Sertandpolis)
observaram contaminagéo por DON variando entre 112,76 e 609,62 ug.kg™, a partir
da analise de 15 amostras de trigo em grdo. A comparagéo entre os resultados é
dificil devido diferenca na metodologia utilizada na quantificagdo do DON
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; LQ 87,75 ug.kg™"') e ao pouco nimero de
amostras analisadas.

Devido a baixa precipitagado pluvial em 2010 (95,9 mm), os restos
culturais possivelmente tiveram uma menor degradagcdo, e o inoculo (F.
graminearum) permaneceu viavel por mais tempo no solo (DUONG, 2009). O maior

déficit hidrico observado em 2010 contribuiu para a debilidade da planta, reduzindo a
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resisténcia contra doengas (Figura 1).

A utilizacdo de sementes ndo tratadas com fungicida em 2010
propiciou o aparecimento de doenga. Embora nao recomendado para o controle de
F. Graminearum, Garcia-Junior, Vechiato e Menten (2008), avaliando o efeito do
tratamento quimico de sementes de trigo na incidéncia do fungo, observaram que o
tratamento de semente com triadimenol (0,135 mL.kg™), concentragdo menor do que
a utilizada no presente estudo (3 mL.kg™), reduziu em 62% a incidéncia do patégeno

em relagao a testemunha (p<0,05).
CONCLUSAO

A sucessao de cultura seja com milho ou soja, nao alterou o teor de
lipidio e contaminagao por DON.

Dose elevada de nitrogénio resultou em aumento no teor de proteina
e reducao no teor de carboidrato total.

Devido a adversidades climaticas durante o desenvolvimento da
cultura (déficit hidrico em 2010), novos estudos s&o necessarios para avaliar o efeito
de inoculagdo com A. brasilense na composigdo quimica, contaminagdo por

desoxinivalenol.
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Tabela 1 - Analise quimica do solo da area experimental: Pré-implantagdo do
experimento com trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), Londrina-PR (2010).

Profundidade C P CatMg K H+AI CTC V Argila
pH

(m) (g.dm?) (mg.dm™) (cmolc.dm™) % %

0,00-0,20 4,87 15,33 8,41 6,05 0,69 495 1169 65 75

*pH = Potencial hidrogenidnico (CaCl,); C = Carbono; P = Fdsforo (Extrator Mehlich); Ca+Mg = Calcio+Magnésio;
K = Potéassio; H+Al= Hidrogénio+Aluminio; CTC = Capacidade de troca catibnica; V = Saturagcdo por bases;
Dados fornecidos por Embrapa-CNPSo, Londrina-PR.
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Tabela 2 - Analise de variancia (Prob.>F) — Atividade de agua, composi¢cao quimica e contaminag&o por desoxinivalenol em trigo
(Triticum aestivum L. BRS 220), em resposta a sucessao de cultura (residuo de milho ou soja), inoculagéo (Azospirillum brasilense)
e nitrogénio em cobertura (dose), Londrina-PR.

L aw Umidade Proteina  Lipideo Cinza Amido  Carboidrato Total DON
Variaveis GL
2010
Bloco 6 0,636 0,521 0,019 0,144 0,064 0,044 0,031 0,515
Residuo (R) 1 0,008 0,326 0,016 0,651 0,013 0,081 0,012 0,400
Inoculagao (1) 1 0,486 0,785 0,740 0,525 0,534 0,176 0,808 0,037
RxI 1 0,602 0,169 0,139 0,499 0,698 0,315 0,084 0,422
CV1 (%) 5,37 3,82 3,59 2,72 8,48 5,54 1,16 40,27
Dose N (D) 4 0,086 0,000 1,000 0,405 0,414 0,001 0,000 0,078
DxR 4 0,018 0,000 0,022 0,002 0,573 0,525 0,414 0,000
Dxl 4 0,799 1,000 0,424 0,165 0,464 0,786 0,038 0,522
DxIxR 4 0,037 0,293 0,587 0,015 0,110 0,975 0,352 0,146
CV2 (%) 2,80 1,63 2,88 1,81 5,15 3,83 0,80 39,49
2011

Bloco 6 0,969 0,714 0,644 0,219 0,188 0,127 0,329 0,767
Residuo (R) 1 0,000 0,004 0,000 0,186 0,000 0,000 0,000 0,660
Inoculagao (1) 1 0,806 0,016 0,083 0,268 0,003 0,010 0,506 0,265
RxI 1 0,132 0,379 0,377 0,018 0,669 0,054 0,145 0,364
CV1 (%) 4,26 3,12 4,16 2,31 4,00 2,46 0,92 41,70
Dose N (D) 4 0,003 0,003 0,000 0,039 0,000 0,180 0,000 0,871
DxR 4 0,361 0,000 0,000 0,058 0,000 0,015 0,000 0,465
Dxl 4 0,001 0,051 0,244 0,328 0,000 0,088 0,820 0,615
DxIxR 4 0,000 0,215 0,153 0,435 0,000 0,452 0,991 0,511
CV2 (%) 2,40 2,06 3,21 2,57 3,68 3,32 0,83 47,35

*GL = Graus de liberdade; CV1 e CV2 = Coeficiente de variagao;
aw = Atividade de agua; DON = Desoxinivalenol;
Nivel de significancia (p<0,05), representado em negrito.
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Tabela 3 — Atividade de agua, composigao quimica e contaminagao por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS 220),
em resposta a sucessao de cultura (residuo de milho ou soja), Londrina-PR.

. Composicao quimica (g/100g)
Residuo Umidade Proteina Lipideo Cinza Amido  Carboidrato Total
2010

DON (ug.kg ™)

Milho 0,60+0,002 11,63+0,10° 15,90+0,26% 2,38+0,02° 1,66+0,04® 61,63+1,13%  68,43+0,29" 994,51+182,032
Soja  0,57+0,01° 11,53+0,10® 15,48+0,20° 2,38+0,02° 1,55+0,03° 63,25+1,00°  69,06+0,25° 1079,16+128,022

2011

Milho 0,55+0,00° 11,35+0,11° 14,15+0,64° 2,21+0,02% 1,59+0,05% 65,05+0,80% 70,70+0,682 665,22+78,812
Soja  0,60+0,01° 11,71+0,11* 15,66+0,31% 2,22+0,02° 1,45+0,02° 61,54+0,75°  68,95+0,33" 637,10+103,582

*Média + desvio padrdo em base seca;
aw = Atividade de agua; DON = Desoxinivalenol;
Médias seguidas por letras diferentes indica diferenga entre linhas (milho e soja) (p<0,05), representado em negrito.
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Tabela 4 - Atividade de agua, composi¢gao quimica e contaminagéo por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS 220),

em resposta a interagdo sucessao de cultura x dose de nitrogénio, Londrina-PR.

Composicao quimica (g/100g)

DON (ug.kg ™)

Dose N ay
Umidade Proteina Lipideo
2010
(kg ha'1) Milho Soja Milho Soja Milho Soja Milho Soja Milho Soja
0 0,61+0,01**  0,58+0,03"*  11,91+0,29%* 11,64+0,21°® 15,29+0,52%® 14,95+0,68%® 2,38+0,04®* 2,37+0,06"°  765,13+328,87°®  914,50+436,47*"
30 0,61+0,01**  0,56+0,01°* 11,77+0,16™® 11,34+0,13° 15,26+0,49%® 1543+0,46° 237+0,07*" 2,37+0,05*° 1140,96+544,65*° 980,45+295 53"
60 0,59+0,01**  0,57+0,02°*  11,43+0,19°¢ 11,50+0,23"* 16,00+0,65%" 1562+0,38*" 2,36+0,02°*  2,42+0,04**  1582,95+472,63*" 926,86+166,34""
90 0,60+0,01**  0,56£0,01™* 11,59+0,26°° 11,40+0,31°°° 16,46+0,35*" 15,84+0,44" 236+0,05°* 2,420,005  811,274373,23"  1329,95+342,07*
120 0,59+0,02°*  0,58+0,02*"  11,48+0,28°  11,52+0,21*  16,47+0,61*" 15,54+0,44""% 240+0,02"* 2,34+0,03"®  672,25+220,21"°®  1244,03+285,51*
Composicgao quimica (g/100g)
Dose N Umidade Proteina Cinza Amido Carboidrato Total
2011
(kg ha'1) Milho Soja Milho Soja Milho Soja Milho Soja Milho Soja
0 11,1440,19°°  11,51+0,30%® 11,13+0,31"F  14,19+0,53°°  1,80+0,06™  1,46+0,03°* 64,261,487 63,99+1,17* 73,71+0,43% 70,56+0,68™"
30 11,130,18°°  11,87+0,21* 12,97+0,31°°  1538+0,53*®  1,62+0,06®®  1,4620,07°* 65,72+0,97"* 60,50+1,94"® 72,07+0,38%° 69,04+0,46"®
60  11,28+0,24°°¢ 11.87+0,35™ 14,44+0,44°C 16,01+0,51*®  1,50+0,08°C  1,49+0,06* 6596+2,66*" 61,21+1,06"°  70,59+0,55° 68,40+0,60°5C
90 11,6440,20*" 11,56+0,23*® 15,72+0,62°®  16,23+0,32*"  1,48+0,08°C  1,44:0,04** 6503+2,19%" 61,68+1,34"®  68,56+0,73%° 68,93+0,38%%C
120 11,58+0,27*°% 11,73+0,30*" 16,50+0,41**  16,50+0,36*"  1,52+0,14°C  1,42+0,07* 64,28+2,67" 60,31+2,56"° 68,19+0,44%° 68,19+0,40%°

*Média + desvio padrdo em base seca;
aw = Atividade de agua; DON = Desoxinivalenol;

Médias seguidas por letras minusculas diferentes indica diferenga entre colunas (milho e a soja) (p<0,05);

Médias seguidas por letras maiusculas diferentes indica diferenca entre linhas (dose de N) (p<0,05), representado em negrito.
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Tabela 5 - Atividade de agua, composi¢gao quimica e contaminagéo por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS 220),
em resposta a inoculagédo com Azospirillum brasilense, Londrina-PR.

Composicao quimica (g/100g)

B : : : : : DON (pg-kg ™)
Azospirillum brasilense Umidade Proteina Lipideo Cinza Amido Carboidrato Total
2010
Inoculada 0,58+0,01° 11,57+0,11* 15,71+0,28° 2,38+0,02° 1,62+0,04* 61,84+1,03° 68,72+0,33° 1161,08+148,35%
Controle 0,59+0,01° 11,60+0,10° 15,66+0,19° 2,37+0,02° 1,59+0,04* 63,03+1,13° 68,77+0,24° 912,59+157,01"
2011
Inoculada 0,58+0,01° 11,66+0,11° 14,76+0,52° 2,21+0,02° 1,49+0,05" 63,95+1,04° 69,87+0,56° 688,51+103,67°
Controle 0,57+0,01° 11,40+0,12° 15,05+0,60° 2,22+0,02° 1,55+0,03* 62,64+0,82" 69,77+0,65° 613,80+77,08°

*Média + desvio padrdo em base seca;
aw = Atividade de agua; DON = Desoxinivalenol;
Médias seguidas por letras diferentes indica diferenga entre linhas (inoculada e controle) (p<0,05), representado em negrito.



Tabela 6 — Atividade de agua e composigdo quimica em trigo (Triticum aestivum L. BRS 220),

Azospirillum brasilense x dose de nitrogénio, Londrina-PR.
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em resposta a interagao

Composicao quimica (g/100g)

5 5 ; Aw
Umidade Carboidrato Total Cinza
Dose N 2010 2010 2011 2011
(kg ha™) Inoculada Controle Inoculada Controle Inoculada Controle Inoculada Controle
0 11,88+0,32** 11,67+0,17°* 68,94+0,98%" 69,31+0,62*" 1,65+0,18** 1,62+0,12** 0,56+0,01%® 0,57+0,03*
30 11,630,258 11,48+0,21°* 68,90+0,75% 69,36+0,44%" 1,53+0,13%® 1,55+0,05*8 0,57+0,03% 0,58+0,02%
60 11,47+0,20%%¢ 11,46+0,24°* 68,56+0,91%" 68,87+0,25*® 1,45+0,06"° 1,54+0,06*® 0,57+0,01%® 0,58+0,04*
90 11,31+0,23"¢ 11,68+0,28°" 68,61+0,91%* 68,13+0,38%° 1,41+0,03"¢ 1,50+0,06%® 0,58+0,02%° 0,57+0,01%
120 11,54+0,21%5¢ 11,68+0,32°" 68,58+0,94%" 68,16+0,53% 1,39+0,04°° 1,56+0,12%8 0,60+0,02% 0,57+0,03°"

*Média + desvio padrdo em base seca;

aw = Atividade de agua; Médias seguidas por letra minuscula diferentes indica diferenga entre colunas (milho e a soja) (p<0,05);
Médias seguidas por letra maiuscula diferentes indica diferenga entre linhas (dose de N) (p<0,05), representado em negrito.
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Tabela 7 - Atividade de agua, composi¢gao quimica e contaminagéo por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS 220),
em resposta a dose de nitrogénio em cobertura, Londrina-PR.

Com posicéo quimica (g/100g)

DON (ug.kg ™)

Nitrogénio (kg.ha ™) Umidade Proteina Lipideo Cinza Amido Carboidrato Total
2010
Controle 0,60+0,01° 11,78+0,17* 15,12+0,38" 2,38+0,03° 1,59+0,07° 64,24+1,24° 69,13+0,51° 839,82+241,48°
30 0,59+0,01 11,55+0,15" 15,35+0,30° 2,37+0,04° 1,59+0,05% 63,00+1,72% 69,13+0,40°  1060,71+273,40%
60 0,58+0,00° 11,46+0,13" 15,81+0,34% 2,39+0,03° 1,62+0,06° 62,66+1,62°°  68,72+0,42%  1254,91+283,17%
90 0,58+0,01° 11,49+0,19° 16,15+0,30% 2,39+0,03° 1,59+0,08° 60,50+2,15° 68,37+0,45°  1070,61+262,61%
120 0,59+0,01° 11,61+0,17% 16,01+0,41* 2,37+0,02° 1,64+0,07®° 61,79+1,83" 68,37+0,49" 958,14+222,27%"
2011
Controle 0,56+0,01° 11,33+0,19° 12,66+0,88° 2,45+0,04* 1,63+0,10° 64,12+0,83° 72,13+0,93? 580,9+111,03°
30 0,57+0,01% 11,50+0,23%° 14,18+0,71% 2,23+0,02%* 1,54+0,06° 63,11+1,72° 70,55+0,87° 639,65+151,60°
60 0,57+0,01%* 11,58+0,25% 15,22+0,52° 2,21+0,02% 1,50+0,04* 63,59+1,80° 69,49+0,70° 679,63+185,50°
90 0,57+0,01%* 11,60+0,13* 15,98+0,33" 2,21+0,04% 1,46+0,04° 63,35+1,45° 68,75+0,37° 680,54+173,05°
120 0,59+0,01° 11,65+0,18* 16,50+0,24% 2,18+0,04" 1,47+0,07° 62,30+1,95° 68,19+0,26" 675,06+143,83°

*Média + desvio padrdo em base seca;
aw = Atividade de agua; DON = Desoxinivalenol;
Médias seguidas por letra diferentes indica diferenga entre linhas (dose de N) (p<0,05).
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Tabela 8 — Correlagdo (Pearson) entre dose de nitrogénio, atividade de agua, composi¢do quimica e contaminagdo por
desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), Londrina-PR (2010 e 2011).

Variaveis Dose aw Umidade Proteina Cinza Lipideo Amido Carboidrato Total Desoxinivalenol
Dose - 0,26 0,33 0,78 -0,49 -0,31 -0,17 -0,74 0,14
aw - 0,71 0,55 -0,54 -0,07 -0,56 -0,61 0,09
Umidade - 0,54 -0,58 0,04 -0,35 -0,66 0,31
Proteina - -0,68 -0,07 -0,42 -0,99 0,23
Cinza - 0,01 0,18 0,68 -0,30
Lipideo - -0,02 0,02 0,30
Amido - 0,45 0,01

Carboidrato Total - -0,26

* Nivel de significancia representado em negrito (p<0,05);
aw = Atividade de agua.
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Tabela 9 - Recuperacao de desoxinivalenol (DON) em trigo por ic-ELISA.

Método DON (pg.kg ™) Recuperaco DPR  Média Recuperacéo
Adicionado Recuperacio (%) (%) (%)
350 355,2 + 88,8 101,5 21,7
ic-ELISA 1250 1305,1 £ 37,5 104,4 2,5 103,3+1,8
1750 1822,7 £ 299,4 104,1 14,3

*Os dados apresentados sdo a média de seis determinagdes (contaminagéo artificial em duplicata, andlise em
triplicata);

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrédo (DP);

Para o calculo foi subtraido o valor do branco (sem adi¢do de DON, 0 pg.kg'1);

DPR = Desvio Padrdo Relativo.
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Figura 1 — Dados climaticos (temperatura e precipitagao pluvial), Londrina-PR (2010

e 2011).

*S: Semeadura, N: Adubacgdo nitrogenada de cobertura, E: Espigamento, C: Colheita;

Fonte: Embrapa-CNPSo (Londrina-PR).
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Figura 2 - Teor de proteina no grdo de trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), em
resposta a nitrogénio em cobertura (dose) e sucessdo de cultura (residuo de milho
ou soja), Londrina-PR.
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Figura 3 - Curvas padrao para detec¢ao de DON por ic-ELISA.
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Figura 4 — Regido Norte do Estado do Parana (Londrina, 2010 e 2011): A)
Distribuicdo dos niveis de DON em amostras (n=160) de trigo (Triticum aestivum L.
BRS 220); B) Precipitagao pluvial mensal acumulada (14/05 a 15/09/2010 e 04/05 a
19/09/2011).
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CapriTuLo I

ADUBACAO NITROGENADA E INOCULACAO COM Azospirillum brasilense NA
QUALIDADE TECNOLOGlCA~DE TRIGO CULTIVADO APOS DIFERENTES
CULTURAS NA REGIAO NORTE DO ESTADO DO PARANA

MATERIAL E METODOS

As anadlises de qualidade tecnoldgica do trigo foram realizadas pelo
Laboratério de Qualidade de Graos localizado na Embrapa-CNPT (Passo Fundo-RS)

e pela empresa Granotec/Granolab do Brasil (Curitiba-PR) (item 4.1.1).

Caracterizacédo da Area Experimental

Cultivado em dois anos agricolas (2010 e 2011), o experimento a
campo foi executado na area experimental da Embrapa-CNPSo, localizada no

Distrito de Warta, pertencente ao municipio de Londrina-PR (item 4.1.2).

Matéria-Prima e Insumos

O cultivar BRS 220 foi utilizado no experimento por ser indicado para
a regiao e ter apresentado resultados satisfatorios em experimentos conduzidos em
estacdes experimentais (BASSOI et al., 2012) (item 4.1.3).

Delineamento e Procedimento Operacional

O delineamento experimental foi de blocos casualizados em
parcelas subdividas, com quatro repeticdes, sendo o fator inoculacdo de semente
alocado na parcela e doses de nitrogénio, aplicado em cobertura, na subparcela
(item 4.1.4). O gréo colhido e limpo foi enviado a Embrapa-CNPT e Granotec (800 g
cada amostra) para analise. Devido a insuficiéncia de quantidade individual (160
amostras) e custo elevado das analises, optou-se pela redugdo do numero total para
80 amostras (duas repeticbes cada), juntando-se a repeticdo 1+2 e repeticdo 3+4.
(item 4.1.5).
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Andlises de Qualidade Tecnoldgica da Farinha

Método Primario (Embrapa-CNPT):

Peso hectolitrico (PH) - Determinado segundo método descrito por Brasil
(2009), pela pesagem em balanga eletrénica de uma amostra de graos com
volume conhecido (item 4.2.3.1);

Dureza do gréo (SKCS) — O indice de dureza (ID) e diametro (DG) do grao
foram determinados segundo método 55-31 (AACC, 2000), usando
equipamento SKCS (item 4.2.3.2);

Moagem experimental - Procedeu-se a moagem dos graos em moinho de
rolos segundo método n° 26-10A (AACC, 2000) (item 4.2.3.3);

Numero de queda - Realizado segundo método 56-81B (AACC, 2000) e
manual de operacao do equipamento (item 4.2.3.5);

Alveografia — Realizada em alvedgrafo conforme método 54-30 (AACC,
2000): W (forca de gluten), P (tenacidade), L (extensibilidade), P/L (relagao
tenacidade e extensibilidade), G (indice de intumescimento), P/G (relagao
tenacidade e indice de intumescimento) e IE (indice de elasticidade) (item
4.2.3.4);

Analise de cor - Determinada no sistema CIELAB, através dos parametros: L*

*

(luminosidade), a* (croma; eixo verde-vermelho) b* (croma; eixo azul-
amarelo), C* (intensidade ou saturagdo da cor) e o angulo h° (tonalidade)

(item 4.2.3.6);

Método Secundario:

NIR (FOSS NIRSystems®); Embrapa-CNPT — Os gréos foram analisados por
espectroscopia de infravermelho préximo: Peso hectolitrico, extragao
experimental de farinha, numero de queda, alveografia (W, P, L, P/L, G, P/IG e
le) e cor (L*, a* b*, C*, h°) (item 4.2.3.7);

NIR (Perten Instrument®); Granotec: — Os grdos foram analisados por
espectroscopia de infravermelho proximo e comparados com os dados
apresentados no Capitulo |: Umidade, proteina e amido (item 4.2.3.7).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 € apresentada a analise de variancia das caracteristicas
avaliadas em resposta a sucessao de cultura, inoculagdo com Azospirillum
brasilense e dose de nitrogénio em cobertura (2010 e 2011). A partir do nivel de
significancia das variaveis, observa-se que as respostas obtidas diferiram entre os
anos avaliados. A interacédo tripla (sucessao de cultura x inoculagdo x dose) nao foi
calculada em 2010, devido insuficiéncia de graus de liberdade em decorréncia da
perda de parcela (4 amostras).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as respostas dos indicadores de
qualidade tecnoldgica do trigo, em resposta a sucessao de cultura (soja ou milho),
inoculagdo com Azospirillum brasilense e dose de nitrogénio (2010 e 2011).

Em 2010, obteve-se maior peso hectolitrico do trigo (+0,6%) no
cultivo pos-soja (p<0,05), mas as médias em ambos os tratamentos (milho ou soja)
foram acima de 78 kg.hL'1, enquadrando o grao como Tipo 1, pertencente ao trigo do
Grupo Il, destinado a moagem e a outras finalidades (Brasil, 2010) (Tabela 2). A
média mais baixa do PH observado em 2010 (78,63 kg.hL™") em comparacdo com
2011 (81,58 kg.hL™), estd possivelmente relacionada a baixa precipitagdo
acumulada e as temperaturas mais elevadas observadas (Capitulo |-Tabela 3),
interferindo na producao e distribuicdo de fotoassimilados (CAZETTA et al., 2008).

Na Tabela 2, apesar da diferenga observada no indice de dureza do
grao no cultivo pos-soja (87,53) ou pos-milho (89,29) em 2010 (p<0,05), a
classificagdo do grdo nao foi alterada (muito duro, indice entre 81 e 90) (AACC,
2000). O trigo no cultivo pés-soja em 2010 apresentou grdo com didmetro 2,41%
(0,06 mm) maior do que no pés-milho (p<0,05), entretanto, essa diferenga no
tamanho do gréo nao foi suficiente para influenciar o rendimento de farinha em 2010
(p>0,05). Em 2011, o maior rendimento de farinha foi obtido com o trigo cultivado
pos-soja (+2,21%; p<0,05) (Tabela 2). O tamanho do gréo determina o ajuste da
maquina de limpeza, taxa de absor¢ao de agua, extracdo de farinha e na decisao
relativa as ondulagbes do rolo de moagem. Em geral, a remogao de farelo € mais
eficiente em grdo de maior dimensdo, quando todos os parametros técnicos do
processo estdo ajustados de acordo (WIERSMA et al., 2001; POSNER, 2009).

O numero de queda em 2011 foi 5,7% maior no cultivo pés-milho

(439,5s), em comparagédo ao cultivo pdés-soja (415,6s) (p<0,05; Tabela 2). A de
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farinha de trigo com numero de queda superior a 400s apresentam baixa atividade
amilolitica, necessitando corregdo dos teores desta enzima antes da utilizagdo da
farinha na panificagao (RASPER; WALKER, 2000).

A inoculagdo com Azospirillum brasilense influenciou o peso
hectolitrico dos gréos de trigo, entretanto, as respostas diferiram entre os anos
avaliados (2010 e 2011). O peso hectolitrico em 2010 foi 0,3% maior no controle
(sem inoculagao), enquanto que em 2011, esse resultado foi obtido com semente
inoculada (+0,6%) (p<0,05). Em 2010 o indice de dureza (+1,0%; p<0,05) e em 2011
o rendimento de farinha (+1,0%; p<0,05), foram maiores quando utilizado sementes
inoculadas (Tabela 2).

Mendes et al. (2011), constataram que o peso hectolitrico de gréao
de trigo (cultivar Quartzo) foi influenciado positivamente pelo uso de Azospirillum
brasilense (0,7 mL.kg” e 2 mL.kg™"; inéculo 2x108 células viaveis.mL™"; estirpe Ab-
V5 e Ab-V6), independe da dose de nitrogénio utilizada (35 e 90 kg.ha™"). No estudo,
os tratamentos (com e sem redugdo da adubacdo nitrogenada e com e sem a
utilizagado do indculo) ndo reduziram o numero de queda do cultivar, corroborando
com o presente estudo onde também n&o se observou diferenga com a utilizagdo do
A. brasilense (p>0,05; Tabela 2).

O incremento da dose de nitrogénio (0-120 kg.ha™) influenciou a
dureza do grdo e rendimento de farinha em 2011 (p<0,05). Dose elevada de
nitrogénio (120 kg.ha™") proporcionou reducéo de 2,2% no indice de dureza do gréo
e aumento de 4,2% no rendimento de farinha, em comparagdo com o controle (0O
kg.ha™), sendo observada correlagdo positiva e significativa entre as duas variaveis
(r=0,40; p<0,05) (Tabela 2 e 5).

Propriedades fisicas do endosperma, tais como dureza, estado
intimamente relacionadas com o processo de moagem, afetando a presenca de
amido danificado, distribuigdo de sémola e granulometria da farinha, além do
rendimento de farinha (CAMPBELL, 2007).

Fana et al. (2012), avaliando o efeito de adubacio nitrogenada
(ureia, 0 - 90 kg.ha™") e fosfatada em caracteristicas do grdo de trigo, observaram
que dose elevada de nitrogénio (46, 69 e 92 kg.ha™) reflete em graos com nivel de
dureza 9,4% maior, em comparagao com o controle (0 kg.ha™'). Além disso, a dureza
do grao e a concentragdo de nitrogénio na farinha apresentaram forte correlagéo
positiva (r=0,81; p<0,001).
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Na Tabela 3 sdo apresentadas as caracteristicas alveograficas
observadas em resposta a sucessado de cultura (soja ou milho), inoculagdo com
Azospirillum brasilense e dose de nitrogénio em cobertura (2010 e 2011). Observou-
se maior forgca de gluten (p<0,05) no cultivo pés-milho em 2010 (+16,7%) e no pos-
soja em 2011 (+24,6%). O indice de elasticidade apresentou comportamento
parecido com a forga de gluten, com valor 8,7% maior em 2010 no cultivo pés-milho
e 12,4% maior em 2011 no cultivo pos-soja.

A variavel sucessao de cultura também influenciou a tenacidade,
com aumento de 18,1% no cultivo pés-milho (2010), e o indice de intumescimento,
com aumento de 5,0% no cultivo pos-soja (2011) (Tabela 3). A diferenga observada
entre os anos (2010 e 2011) esta diretamente relacionada ao teor de proteina no
grdao em 2010, maior no cultivo pés-milho (+2,7%), e em 2011, no cultivo pds-soja
(+10,7%) (Capitulo I-Tabela 3).

A utilizagdo de semente inoculada com A. brasilense teve pouco
efeito sobre as caracteristicas alveograficas analisadas. O indice de elasticidade
apresentou efeito significativo em 2010, com reducgéo de 2,3% na elasticidade da
massa utilizando sementes inoculadas (p<0,05) (Tabela 3).

A adubacgao nitrogenada (dose), conforme apresentado na Tabela 3,
foi a variavel mais influente nas caracteristicas alveograficas, com respostas
significativas para todas as analises, em um ou ambos os anos (2010 e 2011).

A forca de gluten (W), extensibilidade (L) e tenacidade (P) foram
influenciadas pelo manejo da adubag&o nitrogenada, com aumento de 15,6% e
37,2% para W e L respectivamente, e redugédo de 14,7% na tenacidade da massa
(P), com o incremento na disponibilidade de nitrogénio em 2011 (0 - 120 kg.ha™)
(p<0,05; Tabela 3).

O aumento de L em relagao a P resultou em diminuicdo de 39,5% na
relagado P/L, resultando em equilibrio entre os componentes e melhoria da massa,
dependendo da finalidade de uso da farinha. Proporcionalidade deve existir entre os
valores de P e L para que, associado com o valor de W (forca de gluten), possam
expressar bom potencial de panificagcao, sendo que, relacdo P/L entre 0,50 e 1,20 é
ideal para a fabricacdo de paes e P/L > 1,21 para massas alimenticias secas
(MODENES; SILVA; TRIGUEROS, 2009).

O indice de intumescimento (G) apresentou aumento de 17,4% em

2011 (p<0,05), com o incremento da dose de nitrogénio (0-120 kg.ha™), com média
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geral de 20,3 mm em 2010 (32 amostras) e 21,7 mm em 2011 (40 amostras). O
indice de intumescimento esta relacionado ao volume do p&o, sendo que, valores
entre 20 e 23 indicam grande capacidade de expansao da massa (MIRANDA et al.,
2011). A redugdo de 27,6% observada na relagdo P/G, com o incremento na
adubacao, deve-se a reducao de 14,7% observada no P e incremento de 17,4%
observado no G em 2011 (p<0,05).

O incremento da dose de nitrogénio (0-120 kg.ha™) proporcionou
aumento de 15,2% no indice de elasticidade (le) em 2011 (p<0,05), com média geral
de 47,1% em 2010 (32 amostras) e 54,2% em 2011 (40 amostras). O indice
observado esta proximo do valor (52,3%) observado em ensaios conduzidos no
Estado do Parana utilizando o cultivar (BRS 220) (MIRANDA et al., 2011). O indice
de elasticidade esta relacionado com a qualidade da farinha, quanto mais préximo a
100% maior € a resisténcia elastica da massa, sendo que valor superior a 50-55%
sdo ideais para panificagao industrial (KITISSOU, 1995).

Entre as praticas culturais, a adubacgao nitrogenada é considerada o
fator que mais afeta o teor de proteina, bem como a qualidade tecnoldgica do grao.
A disponibilidade de nitrogénio para a planta, na forma de adubo mineral, fixacdo
bioldgica e incorporagao de restos culturais, afeta o acumulo de proteina, obtendo-
se grdos com melhor qualidade tecnolégica (GARRIDO-LESTACHE; LOPEZ-
BELLIDO; LOPEZ-BELLIDO, 2005).

Na Tabela 5 é apresentada a correlacdo (Pearson) entre dose de
nitrogénio, qualidade tecnoldgica e composigéo quimica do gréo (Capitulo I). A partir
da analise dos dados, observou-se que o teor de proteina no grédo apresentou
correlagao significativa (p<0,05) negativa com P (r=-0,30) e positiva com W (r=0,30),
L (r=0,39), G (r=0,40) e le (r=0,42), e alta correlacdo positiva com as doses de
nitrogénio (r=0,78).

Fuertes-Mendizabal et al. (2010), avaliando o efeito do parcelamento
da adubacdo nitrogenada (3 aplicagdes; nitrato de aménio; 0 - 180 kg.ha™') no
qualidade tecnoldgica e composicao protéica de graos de trigo, observaram
correlagao positiva e significativa entre L, W e P, com o teor de nitrogénio no gréo
(r=0,953, r=0,952 e r=0,900, respectivamente; p<0,01). Observaram também alta
correlagdo positiva entre o teor de gliadina (r=0,931) e glutenina (r=0,994),
formadoras do gluten, com o teor de nitrogénio no grao (p<0,01). Confirmando que

essas proteinas de reserva eram responsaveis pelo aumento da proteina total no
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grao em resposta a adubacdo. Enquanto que as proteinas metabdlicas (albuminas e
globulinas) mantiveram-se constante, independentemente da dose aplicada
(p>0,05).

A gliadina e glutenina determinam as propriedades viscoelasticas da
massa de pao, conferindo melhor absorcdo de agua, assim como coesividade,
viscosidade e elasticidade mediante formacéo de gluten (WIESER et al., 2008).

O trigo (BRS 220) apresentou média de numero de queda em 2010
(662,13s; 32 amostras) e 2011 (427,6s; 40 amostras), acima do valor minimo exigido
para a classe melhorador (250s). Entretanto, a forga de gluten em 2010 (273,60 x10°
*J) e 2011 (312,22 x10™J), foi fator limitante na classificacdo como melhorador, por
apresentar valor abaixo do minimo exigido para a classe (300 x10™J).

Segundo Miranda et al. (2011), a partir da analise de 208 amostras
obtidas entre os anos de 2003 (ano de langamento) a 2010, em ensaios conduzidos
nas Regides Homogéneas de Adaptagcdo do Parana (VCU - 1, 2 e 3), observaram
que o cultivar BRS 220 apresentou numero de queda médio de 359s e forca de
gluten de 263x10™J, caracterizando o cultivar como da classe Pao. Contudo, a partir
de 01 de julho de 2012, entrou em vigor a Instrugdo Normativa n°. 38, de 30 de
novembro de 2010, estabelecendo que para a classificagdo do trigo (Melhorador,
Pao, Doméstico, Basico e Outros Usos), além das analises de for¢a de gluten e de
numero de queda, sera também considerado a estabilidade farinografica.

A Tabela 4 apresenta as respostas de cor da farinha de trigo, em
resposta a sucessdo de cultura (soja ou milho), inoculagdo com Azospirillum
brasilense e dose de nitrogénio em cobertura (2010 e 2011).

A farinha de trigo obtida do cultivo pds-soja em 2010 apresentou
aumento de 2,4% na coordenada b* (Ab*=0,27; eixo azul-amarelo), 4,6% em C*
(AC*=0,51; saturagéo) e 0,2% em h° (Ah° = 0,18; tonalidade), indicando aumento da
percepcao do amarelo pela saturagao da cor.

A inoculacdo com A. brasilense em 2010 apresentou reducédo de
9,52% na coordenada a* (Aa*=0,06; eixo verde-vermelho), aumento de 4,5% na
coordenada b* (Ab*=0,5; eixo amarelo-azul), e consequente aumento de 2,3% na
saturacdo de cor (AC*=0,26), ja que a saturacdo apresenta alta correlagdo negativa
com a* (r=-0,92) e positiva com b* (r=1,00) (p<0,05).

O incremente da dose de nitrogénio (0-120 kg.ha™") ndo influenciou a

cor da farinha em 2010 (p>0,05). Entretanto, no ano de 2011 observou-se efeito
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significativo na luminosidade (L*), coordenada a*, coordenada b*, saturagdo de cor
(C*) e tonalidade (h°®) (p<0,05). A luminosidade da farinha apresentou redugao de -
0,5% (AL* = 0,48), as coordenadas a* e b* apresentaram aumento de 6,3% (Aa* =
0,09) e 6,4% (Ab* = 0,86), e os valores de C* e h® apresentaram aumento de 6,4% e
reducéo de -0,7%, respectivamente, com o incremento da dose de nitrogénio (0-120
kg.ha™).

De acordo com Ortolan, Hecktheuer e Miranda (2010), em geral
considera-se uma farinha branca aquela que possui valor de L* superior a 93, de a*
préximo a zero (inferior a 0,5 ou negativo) e de b* inferior a oito.

A cor da farinha em 2010 apresentou resultado médio de 93,47 de
luminosidades (L*), -0,67 de coordenada a* e 11,3 de coordenada b*, analisando 32
amostras. Em 2011, as médias observadas foram 93,7 de luminosidade (L), -1,4 de
coordenada a* e 13,7 de coordenada b*, analisando 40 amostras. Os resultados sao
proximos aos obtidos em ensaios conduzidos por Miranda et al. (2011), entre 2003 a
2010, que observaram as seguintes caracteristicas de cor de farinha (cultivar BRS
220): Luminosidade (92), coordenadas de a* (-0,7) e b* (13).

Conforme dados apresentados na Tabela 5, observa-se correlagao
significativa negativa entre indice de dureza do grdo e luminosidade (L*) (r=-0,36), e
coordenada b* (r=-0,66) da farinha, e positiva com a coordenada a* (r=0,70). A
composi¢cdo quimica do grao (Capitulo |) teve pouca influéncia sobre a cor da
farinha, sendo observada apenas correlagdo negativa entre luminosidade (L*) e o
teor de proteina no gréo (r=-0,38), e positiva com o teor de carboidrato total (r=36)
(p<0,05).

Entre os fatores envolvidos na mudancga de cor da farinha estdo os
pigmentos, teor de proteina, teor de mineral (cinza), granulometria da farinha e
dureza do grao (DAVIES; BERZONSKY, 2003). Relacao significativa (p<0,01) entre
a cor da farinha e teor de proteina foi retratado por Nagamine et al. (2003), que
observaram correlagao significativa entre o teor de proteina e a luminosidade(L*) da
farinha avaliando trigo duro (r=-0,54) e mole (r=-0,54).

Lang et al. (1998), encontraram que variedades de trigo que
continham altos teores de proteinas apresentavam produtos finais com coloragoes
tendendo ao escuro, ou seja, a cor da farinha e seus produtos foi afetada

negativamente pelos elevados teores de proteinas.
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A Tabela 6 apresenta a correlagédo (Pearson) entre os parametros de
qualidade analisados por método primario, e a predigdo por método secundario. A
partir dos dados, observou-se forte correlagdo (p<0,05) entre os métodos para a
analise de peso hectolitrico (r=0,76; R?=0,578), diametro de grdo (r=0,90; R?>=0,821),
coordenada a* (r=0,91; R?=0,838) e b* (r=0,85; R?>=0,727), ou seja, quatro analises
de uma total de 15 apresentaram forte correlacdo entre os métodos. A baixa
eficiéncia na predigdo da qualidade estd possivelmente atrelada a calibragdo do
equipamento (NIR-FOSS NIRSystems®, Embrapa-CNPT), uma vez esta ndo foi
realizada utilizando trigo em gré&o.

A composigdo quimica do grdo (NIR-Perten Instrument®) apresentou
forte correlagcdo com o método primario, para determinacdo do teor de proteina
(r=0,96; R?=0,914). Entretanto, o equipamento n3o foi eficiente na predigdo do teor
de umidade (r=0,37; R?=0,134) e amido (r=0,46; R?=0,212), o que se explica pela
nao calibragéo previa do equipamento utilizando material nacional (trigo brasileiro).

Dowell et al. (2006), avaliando o potencial de NIR na predicdo de
qualidade de trigo, obtiveram consideraveis coeficientes de determinacéo (R?) para
analises como peso hectolitrico (R?=0,89), diametro do grdo (R?*=0,70), coordenada
a* (R?=0,70) e b* (R?*=0,73), utilizando NIR da marca FOSS® (MOD FOSS 6500).
Utilizando o NIR Perten® (MOD DA-7200), mesmo modelo utilizado no presente
estudo, os autores observaram elevado coeficiente de determinagao para o teor de
proteina (R?=0,98) e umidade no grio (R?=0,94). Segundo Wiliams (2001),
coeficiente de determinagao (RZ) entre 0,70 e 0,90 indica que o método é adequado
como ferramenta de triagem, entre 0,90 e 0,97 é adequado para controle de

qualidade e entre 0,97 e 0,99 é adequado para controle de processos.
CONCLUSAO

Os resultados obtidos de qualidade tecnoldgica de trigo estdo
diretamente relacionados a influéncia das variaveis (sucessao de cultura, inoculagao
com A. brasilense e dose de nitrogénio) na composi¢do quimica do grao,
principalmente teor de proteina.

NIR apresentou-se adequado como método rapido de triagem na
recepcao e linha de processamento, para analises como teor de proteina, didmetro e

cor do grédo. Todavia requer calibragédo prévia com amostras de trabalho nacional.
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Tabela 1 - Andlise de variancia (Prob.>F) - Qualidade tecnoldgica de trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), em resposta a sucessao

de cultura (residuo de milho ou soja), inoculagédo (Azospirillum brasilense) e nitrogénio em cobertura (dose), Londrina-PR.

Alveografia Cor
Variaveis GL PH D DG EXT NQ W P L P/L G P/IG IE L* a* b* O h°
2010
Bloco 2 0010 0,010 0,141 0460 0,168 0,080 0,883 0,807 0847 0,770 0,922 0,024 0,908 0,036 0,031 0,032 0,036
Residuo (R) 1 0014 0,005 0,030 0,093 0,094 0004 0028 01144 0,10 0,153 0,069 0,001 0,634 0,099 0,008 0,008 0,643
Inoculagdo (1) 1 0,044 0,022 0,094 0,131 0,166 0,836 0,969 0973 0,665 0913 0,750 0,020 0,790 0,008 0,002 0,002 0,026
RxI 1 0021 0,140 0,343 0,238 0,997 0593 0,138 0,112 0,189 0,129 0,162 0,115 0,068 0,015 0,001 0,002 0,156
CV1 (%) 0,21 043 117 3,39 922 285 8,08 1219 3240 6,78 1867 094 025 -263 0,59 0,60 0,09
Dose (D) 4 0846 0212 0247 0,180 0877 0576 0,021 0237 0,106 0,260 0,056 0,996 0,957 0,569 0,530 0,529 0,785
DxR 4 0966 0450 0,147 0,244 0418 0474 0024 0,149 0,102 0,177 0,043 0,606 0,504 0,204 0,016 0,016 0,492
Dxl 2 0991 1,000 0378 0,642 0,373 0420 0,000 0,200 0,038 0,187 0,012 0,062 0,181 0,115 0424 0426 0,150
DxIxR 0 - - - - - - - - - - - - - - - - -
CV2 (%) 1,36 1,72 1,31 3,35 797 790 4,28 10,63 19,61 5,70 10,38 4,52 0,25 -15.89 4,09 4,08 0,60
2011
Bloco 2 00228 0452 0,772 0,058 0,101 0,903 0936 0,323 0487 0,238 0,726 0,606 0,110 0,478 0,507 0,506 0,211
Residuo (R) 1 0375 0422 0,094 0007 0,018 0046 0222 0,079 0481 0047 0681 0014 0,107 0,906 0,327 0,331 0,175
Inoculagao (1) 1 0,005 0,362 0,536 0,038 0,181 0930 0434 0078 0,143 0,057 07240 0876 0,056 0,134 0,151 0,150 0,182
RxI 1 0007 0,122 0,768 0,464 0,094 0619 0977 01152 0318 0,107 0559 0,359 0,042 0,379 0,269 0,270 0,974
CV1 (%) 0,14 195 0,89 0,62 243 1553 14,22 8,69 1587 3,54 1579 447 0,06 -6,10 4,45 4,45 0,14
Dose (D) 4 0,090 0,011 0,990 0,012 0,259 0,022 0,034 0,024 0039 0,027 0041 0,001 0,000 0,007 0,009 0,011 0,000
DxR 4 0738 0,030 0820 05523 0,099 0,109 0,141 0,266 0,078 0,200 0,110 0,234 0,027 0,738 0,333 0,351 0,019
Dxl 4 0910 0,169 0,484 0,296 0,138 0415 0,199 0,118 0424 0,71 0,319 0278 0,072 0,262 0,089 0,092 0,344
DxIxR 4 0927 0612 0899 0511 0795 0813 0560 0815 0,777 0798 0,740 0,692 0,112 0215 0,070 0,072 0,387
CV2 (%) 0,70 1,12 0,67 2,16 4,75 7,99 10,01 18,33 2887 928 1926 6,26 0,10 -4,73 3,03 3,04 0,16

*GL = Grau de liberdade;

PH = Peso hectolitrico; ID = indice de dureza; DG = Diametro do gréo; EXT = Extracao de farinha, 14% de umidade; NQ = Numero de queda;
Alveografia: W = Forga de gluten; P = Tenacidade; L = Extensibilidade; P/L = Relacdo tenacidade e extensibilidade; G = indice de intumescimento; P/G = Relagéo tenacidade
e indice de intumescimento; |IE = indice de elasticidade;
Cor: L* = Luminosidade; a* = Croma (eixo verde-vermelho); b* = Croma (eixo azul-amarelo); C*
Nivel de significancia (p<0,05), representado em negrito.

Intensidade ou saturagdo da cor; h® = Tonalidade;
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Tabela 2 — Indicadores de qualidade tecnoldgica de trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), em resposta a sucesséo de cultura
(residuo de milho ou soja), inoculagao (Azospirillum brasilense) e nitrogénio em cobertura (dose), Londrina-PR.

PH ID DG EXT NQ

Variaveis
2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011

Residuo
Milho 78,35+0,55° 81,59+0,27° 89,29+0,96° 84,75+0,72° 2,48+0,02° 2,66+0,01° 57,67+1,25% 60,08+0,93" 700,00+28,75° 439,55+12,17°
Soja 78,82+0,35% 81,55+0,25% 87,53+1,08" 84,22+0,68% 2,54+0,03% 2,64+0,01° 59,83+1,40° 61,41+0,55% 634,38+46,167 415,65+12,18"

Azospirillum brasilense
Inoculada 78,50+0,74° 81,81+0,19% 88,69+0,93a 84,79+0,74° 2,50+0,02° 2,65+0,01° 57,89+1,89° 61,04+0,58° 683,38+43,67° 424,30+8,69°
Controle 78,76:0,22% 81,33+0,36° 87,80+0,91b 84,18+0,66° 2,53+0,02° 2,64+0,01° 59,66+0,74° 60,45:0,82° 637,00+26,57% 430,90+12,65°

Nitrogénio (kg.ha ™)
Controle 78,62+1,93% 81,56+0,59° 90,14+3,39° 8550+1,02% 2,51+0,04° 2,65+0,01° 59,08+545° 59,17+1,25° 667,00£86,29° 426,87+10,84°

30 79,0240,55° 81,76+0,44° 87,96+1,44° 84,70+1,64°° 253+0,05° 2,65+0,01° 59,38+1,45° 60,67+1,19%° 647,66+53,47° 442 37+19,57°
60 78,46+0,65° 81,82+0,33° 88,12+1,81° 84,62+1,00° 2,52+0,06° 2,65+0,02° 59,37+2,82° 61,48+1,25% 677,50+68,10° 425,37+30,73°
90 78,40+0,84° 81,68+0,53° 88,06+1,49° 83,97+1,11° 249+0,04° 2,65+0,01° 57,31+2,41° 60,78+1,27°° 659,12+78,76° 423,75+16,33°

120 78,68+1,31° 81,03+0,44° 87,99+2,19° 83,64+1,12° 253+0,06° 2,65+0,02° 59,11+0,74° 61,64+1,11° 662,00+71,43% 419,62+25,66

*Média + desvio padrao

PH = Peso hectolitrico (kg.hL'1); ID = indice de dureza; DG = Diametro do gréo (milimetro); EXT = Extragdo experimental de farinha, 14% de umidade (%); NQ = Numero de
queda (segundo)

Médias seguidas por letras diferentes indica diferenga entre linhas (milho e soja; inoculada e controle; dose de N), representado em negrito (p<0,05).



93

Tabela 3 - Alveografia de trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), em resposta a sucess&o de cultura (residuo de milho ou soja),
inoculagao (Azospirillum brasilense) e nitrogénio em cobertura (dose), Londrina-PR.

Alveografia
Variaveis w P L P/L G P/G IE
2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011
Residuo
Milho 293,92+415,17* 280,97+24,69° 117,92+4,19°  95,89+6,66°  78,92+4,11°  94,23+13,20° 1,57+0,10° 1,10+0,30° 19,64+0,51° 21,40+1,53" 6,05+0,29° 4,55+0,71° 49,15+1,39" 52,3646,25"
Soja 251,88+16,38" 350,05+23,24*  99,88+9,11°  103,75+5,58° 87,44+8,23°  103,30£8,52° 1,15+0,35° 1,05+0,16° 20,74+1,09° 22,48+1,00*° 4,77+0,85° 4,66+0,44° 45,23+1,68" 58,87+2,86°

Azospirillum brasilense
Inoculada  270,00+12,60° 316,27+18,83° 107,72+5,89°  97,644546°  83,64%7,93° 103,33+12,44® 1,30+0,31* 1,010,307 20,28+1,05° 22,43+1,48° 527+0,69° 4,41+0,69° 46,47+1,00° 55,55+5,95
Controle 270,64+9,47° 314,75+11,77° 107,85+2,76° 102,00+6,47° 83,77+3,36°  94,20+8,89°  1,38+0,07° 1,14+0,15° 20,22+0,40° 21,45+0,96° 5,40+0,20° 4,79+0,47° 47,55+1,15° 55,69+1,71°

Nitrogénio (kg.ha ™)
Controle ~ 282,25:63,88° 288,18456,42° 106,00£11,98™ 105,60+10,35" 90,00+13,12" 85,84+23,48" 1,19+0,22° 1,34#0,71* 21,02+1,57° 20,41#3,02° 5,00+0,67° 525+1,46" 47,15¢5,62° 50,64+15,48"

30 272,50+34,94° 314,37+46,30” 105,66+12,93% 106,00£12,10*° 87,83+9,18° 92,25+12,57% 1,22+40,26° 1,18+0,27% 20,78+1,09° 21,27+1,42® 506+0,86° 4,98+0,82% 46,66+3,52° 54,1845,36™
60 269,12+24,07° 328,12+38,83" 113,12+14,54° 99,12+6,30% 78,50+13,77% 103,87+13,55% 1,57+0,62° 0,98+0,20® 19,57+1,86° 22,56+1,53® 500+1,47° 4,38+0,57% 47,01+2,51° 56,28+3,59°
90 261,12+23,84° 313,75+21,72% 104,62+6,29°  98,25+7,37%  82,25+6,61° 94,12+12,02® 1,28+0,15° 1,07+0,22%° 20,12+0,84° 21,48+1,40® 517+0,44° 4,60+0,65® 46,93+2,30° 58,65+2,66°
120 273,83+25,91° 333,12+28,51° 108,16+11,97% 90,12+11,99° 84,33+9,19° 117,75+21,00° 1,30+0,28° 0,81%0,24" 20,33+1,13° 23,97+2,13* 528+0,85° 3,8040,82° 47,01+2,99° 58,33+2,85°

*Média + desvio padréo;

Alveografia: W = Forga de gliten (10J); P = Tenacidade (milimetro); L = Extensibilidade (milimetro); P/L = RelagZo tenacidade e extensibilidade; G = indice de intumescimento (milimetro);
P/G = Relag&o tenacidade e indice de intumescimento; IE = indice de elasticidade (%);

Médias seguidas por letras diferentes indica diferenga entre linhas (milho e soja; inoculada e controle; dose de N), representado em negrito (p<0,05).
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Tabela 4 — Cor de farinha de trigo (Triticum aestivum L. BRS 220), em resposta a sucessao de cultura (residuo de milho ou

soja), inoculagao (Azospirillum brasilense) e nitrogénio em cobertura (dose), Londrina-PR.

Cor
Variaveis L* a* b* C* h°
2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011
Residuo
Milho 93,46+0,09°  93,71:0,08°  -0,66+0,05° -1,37+0,04°  11,21+0,25°  13,83+0,21°  11,16+0,25°  14,00£0,21°  93,23+0,26°  95,74+0,16°
Soja 93,4240,16°  93,760,11°  -0,64+0,07°  -1,36%0,04°  11,48+0,37°  13,59+0,33°  11,67+0,37®  13,56%0,33°  93,41#0,32®  9566+0,15
Azospirillum brasilense
Inoculada 93,45+0,15°  93,77+0,12°  -0,630,09  -1,40+0,05° 11,14#0,31°  13,93+0,38°  11,24+0,31°  13,66%0,38°  93,30+0,43°  95,66+0,19°
Controle  93,42+0,10°  93,69+0,08°  -0,69+0,04"  -1,33:0,02°  11,64#0,33*  13,49+0,16°  11,50+0,33®  13,91%0,16°  93,32+0,16°  9574+0,12°
Nitrogénio (kg.ha

Controle  93,44+0,36°  93,97+0,12®  -0,6840,16° -1,42+0,06  11,51+1,45°  13,34+0,45"  11,53+1,46° 13,41+0,45°  93,38+0,487  96,06+0,16°
30 93,49+0,18°  93,83+0,14%  -0,71£0,15°  -1,43#0,09°  11,57+0,65° 13,70+0,64%  11,60+0,65° 13,7840,64%  93,53+0,63°  95,96+0,19°

60 93,41+0,26°  93,750,10°°  -0,65%0,14°  -1,34+0,02* 11,17+0,54°  13,53+0,19"  11,19#0,55° 13,61#0,19°  93,32+0,70°  95,66+0,06"

90 93,4240,20°  93,63+0,06°  -0,63+0,057 -1,32+0,03%  11,39:0,41°  13,77+0,37%"  11,41+0417 13,8420,37*  93,19+0,26°  95,47+0,11*°
120 93,46+0,22°  93,49+0,15°  -0,62+0,09°  -1,33+0,09°  11,27+0,65°  14,20%0,64®  11,29+0,65°  14,27+0,64>  93,17+0,40°  95,35+0,23°

*Média + desvio padrao;
Cor: L* = Luminosidade; a* = Croma (eixo verde-vermelho); b* = Croma (eixo azul-amarelo); C* = Intensidade ou saturagéo da cor; h° = Tonalidade;
Médias seguidas por letras diferentes indica diferenga entre linhas (milho e soja; inoculada e controle; dose de N), representado em negrito (p<0,05).



Tabela 5 — Correlagdo (Pearson) entre dose de nitrogénio, qualidade tecnoldgica e

aestivum L. BRS 220), Londrina-PR (2010 e 2011).

composi¢cao quimica* de

trigo (Triticum
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Dose

P/IG
IE
L*
a*
b*
c*
he
aw
UMID
PROT
CINZA
LIPID
AMIDO
CARBT

Dose

PH
-0,13

ID
-0,18

DG EXT
-0,06 0,06

-0,69 0,84 0,33

0,77 -0,34
- 0,40

NQ w
003 015
-0,86 0,38
0,80 -0,35
-0,89 0,27
-0,41 0,25
- -0,43

p
-0,27
-0,29
0,31
-0,40
-0,29
0,36
0,04

L
0,27
0,32
-0,28
0,33
0,35
-0,38
0,56
-0,73

PIL
-0,27
0,23

0,22
-0,27
-0,30
0,29
-0,37
0,81
-0,87

0,27
0,30
-0,27
0,31
0,34
-0,37
0,57
-0,73
0,99
-0,91

P/IG
-0,28
-0,27
0,26
-0,33
-0,31
0,33
-0,27
0,91
-0,89
0,98
-0,91

0,29
0,37
-0,42
0,29
0,24
-0,41
0,78
-0,19
0,51
-0,53
0,54
-0,44

L
-0,40
0,55
-0,36
0,47
0,09
-0,52
0,12
0,20
0,15
0,29
0,18
0,26
0,04

a*
0,15
-0,85
0,70
-0,88
-0,41
0,90
-0,38
0,27
-0,30
0,18
-0,28
0,23
-0,34
-0,58

b*
0,04
0,78
-0,66
0,84
0,31
-0,84
0,40
-0,42
0,43
-0,32
0,41
-0,39
0,38
0,29
-0,91

c*
0,03
0,78
-0,66
0,84
0,31
-0,85
0,40
-0,41
0,43
-0,32
0,41
-0,38
0,38
0,30
-0,92
1,00

he
-0,22
0,83
-0,69
0,86
0,43
-0,89
0,36
-0,21
0,25
-0,13
0,22
-0,18
0,31
0,65
-0,99
0,83
0,84

aw
0,26
0,12
-0,07
0,00
0,33
-0,05
0,27
0,18
0,35
-0,32
0,36
-0,29
0,15
0,11
0,07
-0,03
-0,03
-0,08

UMID
0,33
-0,10
-0,04
-0,07
0,27
-0,01
0,26
-0,18
0,34
-0,31
0,34
-0,28
0,19
0,11
0,08
0,00
-0,01
0,12
0,71

PROT
0,78
-0,12
-0,23
-0,07

0,18
-0,01
0,30

-0,30
0,39

-0,42
0,40

-0,39
0,42

-0,38

0,18
-0,01
-0,02
-0,23
0,55
0,54

CINZA LIPID AMIDO

-0,49 -0,31
009 0,15
0,02 -0,02
017 0,04

-0,25 -0,03
0,12 -0,07

-0,27 0,12
017 0,02

-0,36 0,09
0,36 -0,13

-0,37 oM
0,31 -0,09

-0,32 0,09
0,18 0,11
022 -0,05
0,18 0,04
0,18 0,04
023 005

-0,54 -0,07

-0,58 0,04

-0,68 -0,07

- 0,01

-0,17
0,00
0,29
-0,07
-0,26
0,12
-0,16
0,09
-0,12
0,15
-0,13
0,13
-0,19
0,08
-0,02
-0,01
-0,01
0,01

-0,56
-0,35
-0,42

0,18
-0,02

CARBT
-0,74
0,12
0,22
0,06
-0,20
0,02
-0,31
0,30
-0,40
0,43
-0,42
0,40
-0,41
0,36
0,16
0,00
0,00
0,22
-0,61
-0,66
-0,99
0,68
0,02
0,45

*Indicadores de qualidade: PH = Peso hectolitrico; ID = Indice de dureza; DG = Didmetro do gréo; EXT = Extrag@o experimental de farinha, 14% de umidade; NQ = Numero de queda;

Alveografia: W = Forga de gliten; P = Tenacidade; L = Extensibilidade; P/L = Relag&o tenacidade e extensibilidade; G = indice de intumescimento; P/G = Relagdo tenacidade e indice de

intumescimento; |IE = indice de elasticidade;

Cor: L* = Luminosidade; a* = Croma (eixo verde-vermelho); b* = Croma (eixo azul-amarelo); C* = Intensidade ou saturagéo da cor; h° = Tonalidade;
Composic¢ao quimica: a,, = Atividade de agua; UMID = Umidade; PROT = Composi¢ao Proteina; LIPID = Lipideo; CARBT = Carboidrato total;
Nivel de significancia representado em negrito (p<0,05).
OBS: A composigéo quimica de graos de trigo deste experimento foi discutido no Capitulo .
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Tabela 6 — Correlagéo de Pearson entre método primario e secundario (NIR).

Qualidade Tecnolbgica

Média Média Fator de Correlagao
Analise Primario Secundario (r

Peso hectolitrico (PH; kg.hL'1) 80,18 81,09 0,76*
indice de dureza (ID) 86,29 90,83 0,41*
Diametro do grao (DG; milimetro) 2,59 2,65 0,90*
Extragédo Farinha (EXT; %) 59,75 65,68 0,24*
Numero de Queda (NQ; segundo) 538,70 360,90 -0,72*
Forca de Gluten (W; 10'4J) 293,97 306,63 0,29*
Tenacidade (P; milimetro) 104,29 93,72 -0,16
Extensibilidade (L; milimetro) 91,00 118,49 0,60*
Tenacidade/extensibilidade (P/L) 1,23 9,80 0,35*
indice de intumescimento (G; milimetro) 21,06 23,76 0,56
Tenacidade/indice de intumescimento

(P/G) 5,02 3,96 0,19
indice de elasticidade (IE; %) 50,84 57,17 0,26*
Luminosidade (L*) 93,61 93,38 -0,49*
Cromaticidade (a*; eixo verde-vermelho) -1,04 -0,81 0,91*
Cromaticidade (b*; eixo azul-amarelo) 12,60 13,21 0,85*

Composicao quimica (g/100g)

Umidade 11,56 13,23 0,37*
Proteina 15,3 15,25 0,96*
Amido 62,87 67,17 0,46*

*Umidade, proteina e amido correlacionado com dados apresentados no Capitulo I; Nivel de significancia (p<0,05).
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CapriTuLo Il

ADUBAGCAO NITROGENADA E INOCULACAO COM Azospirillum brasilense
NA COMPOSICAO QUIMICA E CONTAMINAGAO POR DESOXINIVALENOL-DON
DE TRIGO DA REGIAO CENTRO SUL DO ESTADO DO PARANA

MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas nos laboratérios do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e Departamento de Agronomia, no Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina — Londrina-PR (4.1.1).
Localizac&o e Caracterizacdo da Area Experimental

Cultivado em dois anos agricolas (2010 e 2011), o experimento a
campo foi executado na fazenda experimental da Embrapa - Produtos e Mercado
(SPM), localizada no municipio de Ponta Grossa-PR (item 4.1.2).

Matéria-Prima e Insumos

O cultivar BRS Tangara foi utilizado no experimento por ser indicado
para a regiao e ter apresentado resultados satisfatérios em experimentos conduzidos
em estagdes experimentais (BASSOI et al.,, 2012). Previamente a semeadura, as
sementes foram divididas e tratadas com o inoculante liquido comercial Azototal®
(Total Biotecnologia®, Curitiba, Brasil), contendo a bactéria Azospirillum brasilense
(item 4.1.3).

Delineamento experimental
O delineamento experimental foi de bloco casualizado no esquema

fatorial 2 x 5 (inoculagdo e doses de N), com quatro repeticbes. Avaliou-se a

inoculagdo de semente de trigo com Azospirillum brasilense (com e sem) e cinco
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doses de nitrogénio em cobertura (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha™), na forma de nitrato

de amonio e aplicadas no inicio de perfilhamento (item 4.1.4).
Procedimento operacional

Os tratos culturais foram realizados a partir da analise de solo,
seguindo as indicagdes técnicas da Comissao Brasileira de Pesquisa de Trigo e
Triticale para o Estado do Parana (FRONZA et al., 2008). A colheita ocorreu quando
a cultura encontrava-se no estadio 11.4, correspondente a maturagdo de colheita
com umidade inferior a 20% (LARGE, 1954). O grdo colhido foi limpo e moido a
granulometria de 30 “mesh”, para proceder-se as analises (item 4.1.5).

Andlise fisico-quimica

* Umidade — Estufa 105°C por 12 horas (IAL, 2008) (item 4.2.1.1);

» Atividade de agua (Aw) - Leitura em equipamento Aqualab (item 4.2.1.2);

* Proteina — Foi realizada utilizando metodologia de Kjeldahl (AOAC, 1995)
(item 4.2.1.3);

Determinacéo de Desoxinivalenol

O padrao de desoxinivalenol foi calibrado (item 4.2.2.1) e utilizado na
construgéo das curvas padrao e teste de recuperagao dos métodos (item 4.2.2.2). A
triagem das amostras de trigo foi realizada pelo método ic-ELISA, de acordo com
método descrito por Kawamura (2005) e dos Santos et al. (2011b) (item 4.2.2.3).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da amostra de solo coletada entre 0 e 20 cm de
profundidade foi: pH (CaCl2): 4,74; C: 18,94 g.dm™; P (Mehlich 1): 2,72 mg.dm™;
H+Al: 2,43 cmolc.dm™; K: 0,33 cmolc.dm™; Ca + Mg: 6,55 cmolc.dm™ e CTC: 9,31
cmolc.dm™. A acidez do solo na area experimental (pH 4,74) constituiu fator negativo
para a planta, devido a redugdo na disponibilidade de minerais em pH<5,
principalmente nitrogénio, fésforo, calcio e magnésio. A disponibilidade de aluminio
pode aumentar a niveis toxicos em pH acido (<5,5), assim como cadmio e metais
pesados, e reduzir o molibdénio disponivel, importante para o Azospirillum na
formacgao da nitrogenase e posterior fixacdo do nitrogénio atmosférico (HAZELTON;
MURPHY, 2007).

A capacidade de troca catidnica (CTC=9,31 cmol..dm™) encontrada
€ caracteristica de solos tropicais, com capacidade reduzida para reter cations em
forma trocavel, ndao sendo recomendado aplicagdo de dose uUnica e elevada de
adubacéo e calagem. Além disso, a saturacao por base (73,9%) encontra-se na faixa
recomendada para a cultura do trigo no Estado do Parana (70%) (RONQUIM, 2010).

A precipitagao pluviométrica durante o ciclo da cultura foi superior ao
minimo exigido pela planta, com total acumulado de 437 e 796 mm para 2010 e
2011, respectivamente (Figura 1). Em pesquisa utilizando o cultivar de trigo IAC-24,
observou-se que o consumo médio de agua pela planta é 347,2 mm (ciclo de 115
dias), ou 3,02 mm de consumo diario médio em condicdo experimental em
Piracicaba-SP (LIBARDI; COSTA, 1997).

Na tabela 1 €& apresentada a andlise de varidncia para as
caracteristicas avaliadas em resposta a inoculacdo com Azospirillum brasilense,
dose de nitrogénio em cobertura e interagao entre os fatores.

A inoculagcdo de semente com A. brasilense influenciou o teor de
umidade dos graos em 2010, resultando em redugdo de 2,7% na resposta
observada, conforme apresentado na Tabela 2 (12,5 g/100g; p<0,05). Apesar disso,
nao se observou diferengca na atividade de agua do grdo (p>0,05), fator esse
importante para o crescimento de microrganismos e reagdes quimicas que podem
provocar alteracdes e afetar a qualidade do produto final.

A umidade é um fator importante e esta diretamente ligado a

qualidade do gréo de trigo e seus produtos. Entretanto, quando esse fator n&o se
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encontra em nivel adequado, principalmente para o armazenamento, o teor de
umidade no gréo pode ser alterado através de processos de secagem.

Segundo Instrugdo Normativa n° 38 de 30 de novembro de 2010, é
tecnicamente recomendavel controlar a umidade do gréo de trigo para que néao
ultrapasse 13%, sendo que, o trigo com umidade superior a 13% podera ser
comercializado, desde que nao esteja ocasionando fatores de risco a saude humana
(BRASIL, 2010).

O teor de proteina no gréo de trigo aumentou com a utilizagao de
semente inoculada com A. brasilense em 2010 (+1,6%; 16,9 g/100g) e 2011 (+1,7%;
15,7 g/100g), conforme apresentado na Tabela 2 (p<0,05). A inoculagéo de plantas
com bactérias diazotroficas, a exemplo do A. brasilense, pode resultar em alteracoes
na composi¢cao do grao, uma vez que esses microrganismos sao caracterizados pela
capacidade de converter o nitrogénio atmosférico e disponibilizar para as plantas.

De acordo com Salantur, Ozturk e Akten (2006), a inoculagdo com
Azospirillum spp. pode resultar em variagéo significativa em parametros de cereais
(biomassa, altura da planta, tamanho de folha, numero de perfilhos e teor de
nitrogénio nos tecidos e gréo), devido melhor absorgéo de nutrientes, proporcionado
pelo aumento no comprimento de raiz e volume, induzido por fito-horménios
produzidos pela bactéria (auxina e giberelina) e liberados para a planta.

Piccinin et al. (2013), utilizando mesma concentracéo de inéculo (108
UFC.mL™") e cepas (Ab-V5 e Ab-V6), nos anos de 2010 e 2011 na regido de
Maringa-PR, constataram que A. brasilense é uma alternativa capaz de suprir
parcialmente a demanda da planta por nitrogénio, com suplementagdo por
fertilizante nitrogenado. Os autores observaram que a aplicagao de metade da dose
recomendada de nitrogénio associado com o inoculante, proveem resultados
positivos no desempenho agronémico e produtividade de trigo. Entretanto, a
inoculagao de plantas de trigo ndo substitui o adubo nitrogenado, porém, promove a
melhor absorgao e utilizagado do nitrogénio disponivel pelo aumento do crescimento
radicular (SAUBIDET; FATTA; BARNEIX, 2002).

A resposta observada para a inoculagdo com A. brasilense esta
diretamente relacionada com a menor disponibilizagdo de nitrogénio para a planta,
conforme evidenciado na Tabela 3. A partir dos dados de interacido entre inoculagao
com A. brasilense e dose de nitrogénio observa-se que, com a aplicagdo em

cobertura de quantidade reduzida de nitrogénio (0 e 30 kg.ha™), o efeito do
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inoculagdo com Azospirillum fica evidente, com diferenga significativa entre o
controle e o inoculado para caracteristicas do grdo como atividade de agua, umidade
e contaminagao por desoxinivalenol (p<0,05).

A inoculagdo de semente com A. brasilense em 2011 também
resultou em incremento de 46,5% no nivel de contaminagdo dos graos por
desoxinivalenol (p<0,05; Tabela 2). Além disso, o nivel de contaminagdo no gréo
inoculado (2436,92 pg.kg™") foi superior ao limite maximo tolerado estabelecido pela
legislacdo brasileira, 2000 pg.kg™"' para trigo integral (BRASIL, 2011). A resposta foi
dependente das condi¢des ambientais, uma vez que o efeito significativo foi
observado apenas em 2011 (p<0,05). Nado foram encontrados estudos sobre a
relacdo entre inoculagdo com A. brasilense e contaminagéo por micotoxina.

Conforme apresentado na Tabela 2, o incremento da dose de
nitrogénio resultou em acumulo de proteina no grao em 2010 (+14,2%; 17,7 g/1009g)
e 2011 (+17,2%; 16,4 g/100g), quando comparado com o controle (p<0,05). Além
disso, apesar de nao realizado teste estatistico, observou-se que o teor de proteina
no grao no controle (0 kg.ha™ de nitrogénio) foi maior em 2010 (15,5 g/100g) do que
em 2011 (14,0 g/100g), possivelmente em resposta ao nitrogénio disponivel no solo,
resultado da incorporag&o dos residuos da cultura anterior em 2010 (soja) e 2011
(milho).

A relagcdo C/N do residuo da cultura do milho é alta, promovendo
maior imobilizagdo de nitrogénio no solo e, consequente redugdo na quantidade de
nitrogénio disponivel para a planta de trigo (BRAZ et al., 2006).

O teor de proteina no gréo apresentou aumento quadratico em 2010
(p<0,05; R? = 0,9632) e 2011 (p<0,05; R? = 0,9988), em resposta ao incremento da
dose de nitrogénio (Figura 2). Observa-se que, com o aumento da disponibilidade de
nitrogénio para a planta ocorreu uma diminuigdo da resposta observada para o teor
de proteina no grdo, podendo chegar a uma estabilizagdo ou redugdo no teor de
proteina do grdo caso dose elevadas (>120 kg.ha™') sejam utilizadas.

Prando et al. (2012), avaliando efeito de fontes (ureia convencional,
ureia com inibidor de urease e ureia de liberacao lenta) e doses de nitrogénio (0-120
kg.ha-1) em gendtipos de trigo ( BRS 208, BRS Pardela e IWT 04008), observaram
que o teor de nitrogénio no grdo nao foi alterado significativamente pelas doses,
contudo, o nitrogénio acumulado no grdo aumentou linearmente com o incremento

da dose de nitrogénio aplicadas em cobertura (p<0,01; R?=0,8314).
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Kindred et al. (2008), avaliando resposta de cultivares de trigo a
adubacao nitrogenada (nitrato de aménio; 0-240 kg.ha™), observaram aumento de
28,35% na concentragdo de proteina sob dose elevada de nitrogénio (120 kg.ha™).
Quando o dobro de dose foi utilizado (240 kg.ha™), a diferenca foi superior, com
aumento de 40,10% no teor de proteina, em comparagao com o controle (0 kg.ha™).

Conforme apresentado na Tabela 2, a contaminagdo dos gréos por
desoxinivalenol apresentou diferenca, em resposta as doses de nitrogénio aplicado
em cobertura (p<0,05). Entretanto, apesar da maior contaminagao do grao (3218,8
ug.kg™") com aplicacdo de dose elevada de nitrogénio (120 kg.ha™'), ndo observou-se
relacdo entre a contaminacao e a dose utilizada (p>0,05).

A contaminagédo em 2010 variou entre 496,8 e 4424,06 pg.kg'1,
sendo que 37,5% das amostras (30/80) apresentaram contaminagao acima do limite
maximo tolerado (2000 pg.kg™”; trigo integral), estabelecido pela Resolugdo - RDC
n° 7 de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011). Em 2011, a contaminac&o das
amostras variou entre 537,7 e 3933,7 pg.kg'1, também com 37,5% das amostras
(30/80) com nivel de contaminagao superior do limite maximo tolerado (Tabela 4).

A maior média observada em 2011 (2050,1 ug.kg™), em comparacéo
com 2010 (1699,49 ug.kg™"), pode estar relacionada ao residuo da cultura anterior
presente no solo (Tabela 4). Isso porque, a cultura do milho cultivada previamente o
trigo em 2011, € uma potencial fonte de in6culo de Fusarium graminearum, agente
causal da fusariose ou giberela e produtor de desoxinivalenol.

Blandino et al. (2012), observaram que os principais fatores na
producdo de DON em grao de trigo seguem a seguinte ordem: suscetibilidade da
cultivar = cultura antecessora = sistema de plantio = aplicagdo de fungicida no
periodo de antese do trigo. De acordo com os autores, 0 uso de cultura hospedeira
como antecessora de cultivo, especialmente milho e sorgo, que elevam a quantidade
de in6culo a campo, e a utilizagdo de cultivares suscetiveis, contribuem para a

maxima contaminagao da cultura de trigo por Fusarium.
CONCLUSAO
A inoculagdo com Azospirillum brasilense resultou em aumento no

teor de proteina no grao em 2010 e 2011. Assim como, o incremento na dose de

nitrogénio aplicado em cobertura, também resultou em aumento no teor de proteina.
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Tabela 1 - Analise de variancia (Prob.>F) — Atividade de agua, umidade, proteina e
contaminagao por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS Tangara), em
resposta a inoculagao (Azospirillum brasilense) e nitrogénio em cobertura (dose),
Ponta Grossa-PR.

Fator de aw Umidade Proteina DON

o GL
Variagao 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011

w

Bloco 0,140 0,859 0,070 0,043 0,004 0,500 0,000 0,251
Inoculagéo (1) 1 0,185 0,103 0,001 0,680 0,006 0,002 0,890 0,003
Dose (D) 0,047 0,099 0,677 0,081 0,000 0,000 0,242 0,000

Dxl 0,692 0,011 0,382 0,001 0,764 0,507 0,734 0,014

A~ B

CV (%) 3,13 2,29 240 182 1,73 2,32 4575 36,06

*GL = Graus de liberdade; CV = Coeficiente de variagao;
aw = Atividade de agua; DON = Desoxinivalenol;
Nivel de significancia representado em negrito (p<0,05).
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Tabela 2 - Atividade de agua, umidade, proteina e contaminagéo por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS Tangara),
em resposta a inoculagao (Azospirillum brasilense) e nitrogénio (dose), Ponta Grossa-PR.

aw Umidade (g/100g) Proteina (g/1009) DON (ug.kg™)
Variaveis
2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011
Azospirillum brasilense
Inoculada 0,62+0,01  0,56+0,01°  12,49+0,16" 11,320,142 16,90+0,402 15,710,422 1682,39+431,10° 2436,92+510,58%
Controle  0,63+0,01° 0,57+0,01*  12,84+0,14° 11,30+0,12° 16,63+0,36" 15,45+0,47" 1716,60+487,30° 1663,46+489,48"
Nitrogénio (kg.ha )
Controle  0,62+0,01*  0,55+0,01° 12,63+0,20° 11,16+0,20" 15,51+0,40¢ 13,98+0,33¢ 1357,68+749,02° 1439,64+822,26"
30 0,62+0,02° 0,57+0,02°  12,78+0,342 11,26+0,29% 16,55+0,27° 15,22+0,13° 2152,03+779,48° 2370,87+997,95"
60 0,64+0,01*  0,56+0,01°  12,71%0,29° 11,35+0,16®  16,88+0,31" 16,01+0,21" 1457,30+576,12° 1707,98+624,26"
90 0,62+0,02°  0,56+0,01° 12,57+0,39° 11,32+0,28% 17,1620,26" 16,32+0,24% 1604,13+879,07° 1513,70+715,07®
120 0,64+0,02° 0,57+0,00°  12,64+0,29° 11,46+0,17° 17,72+0,23% 16,38+0,17° 1926,31+1020,82° 3218,77+750,41%
Regresséo NS NS NS NS Y = Figura 1 (p<0,05) NS NS

*Média + desvio padrao; Proteina em base seca;
aw = Atividade de agua;

Médias seguidas por letras diferentes indica diferenga entre linhas (inoculada e controle; dose de N), representado em negrito (p<0,05);

NS = Regresséao ndo significativa (p<0,05).
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Tabela 3 - Atividade de agua, umidade e contaminagao por desoxinivalenol em trigo (Triticum aestivum L. BRS Tangara), em
resposta a interagdo Azospirillum brasilense x dose de nitrogénio, Ponta Grossa-PR.

aw Umidade (g/100g) DON (ug.kg™
Nitrogénio 2011 2011 2011
(kg ha™") Inoculada Controle Inoculada Controle Inoculada Controle
0 0,54+0,01"® 0,57+0,02*° 11,06+0,33%%¢ 11,25+0,39* 1965,26+1913,22°* 914,02+435,11°°
30 0,56+0,04® 0,58+0,01** 11,02+0,31"° 11,50%0,47% 3436,06+609,87*" 1305,67+620,74"®
60 0,57+0,01*° 0,5620,02%¢ 11,46+0,28*° 11,23+0,19** 2008,60+1603,95% 1407,36+333,56°
90 0,57+0,02** 0,55+0,025¢ 11,52+0,48* 11,12+0,42°* 1910,96+1579,73** 1116,43+872,38%®
120 0,56+0,01*° 0,57+0,00*° 11,55+0,20** 11,37+0,39* 2863,70£1922,34*" 3573,85+461,78*

*Média + desvio padrao;
aw = Atividade de agua;

Médias seguidas por letra mindscula diferentes indica diferenga entre colunas (inoculada e controle) (p<0,05);
Médias seguidas por letra mailscula diferentes indica diferenga entre linhas (dose de N), representado em negrito (p<0,05).
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Tabela 4 — Estimativa por ic-ELISA de nivel de contaminagao por desoxinivalenol em
amostras (N=80 amostras) de trigo (Triticum aestivum L. BRS Tangara), Ponta
Grossa-PR (2010 e 2011).

DON (ug.kg ™)

Total Amostras Positivas
Ano
N Média N (%) Média Faixa
2010 40 1699,49 38 (95) 1767,58 496,78 - 4424,06
2011 40 2050,19 39 (97,5) 2093,25 537,67 - 3933,71
Total 80 1874,84 77 (96,25) 1932,53 496,78 - 4424,06

*DON = Desoxinivalenol; N = Numero de amostra;

Amostras positivas = Resultado acima do limite de quantificagcdo (LD = 113,5 pg.kg'1; LQ = 445,38 pg.kg'1,
Recuperagédo do método = 103%; DPR < 20%);

Limite maximo permitido para DON em trigo integral - 2000 pg.kg’1 (BRASIL, 2011).
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Figura 1 — Dados climaticos (temperatura e precipitagao pluvial) em Ponta Grossa-
PR (2010 e 2011).
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*S: Semeadura, N: Adubacao nitrogenada de cobertura, E: Espigamento, C: Colheita;
Fonte: Embrapa - Produtos e Mercado (SPM).
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Figura 2 - Teor de proteina no grao de trigo (Triticum aestivum L. BRS Tangara), em

resposta a nitrogénio em cobertura (dose) em 2010 e 2011, Ponta Grossa-PR.
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Figura 3 — Regiao Centro Sul do Estado do Parana (Ponta Grossa, 2010 e 2011): A)
Distribuicdo dos niveis de DON em amostras (n=80) de trigo (Triticum aestivum L.
BRS Tangara); B) Precipitacdo pluvial mensal acumulada (24/06 a 15/11/2010 e

15/06 a 18/11/2011).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Devido a adversidades climaticas durante o desenvolvimento da
cultura de trigo (déficit hidrico em Londrina-2010), novos estudos s&o necessarios
para avaliar o efeito do manejo de nitrogénio no solo como procedimento adicional
para obtengcdo de matéria prima com perfil desejado perante composigao quimica e
consequente caracteristica tecnologica. Os resultados demonstraram a importancia
de estudos sobre manejo adequado visando maximizar a produtividade e qualidade

de grao.
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