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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade fisico-quimica e
microbiolégica de hibridos de milho Bt (Bacillus thuringiensis) e hibrido de milho
convencional. As andlises fisico — quimicas englobaram a determinacdo de
umidade, lipidios, proteinas e cinzas e as analises microbiologicas a contagem
de bolores e leveduras. Foram analisadas 4 amostras de hibridos de milho,
sendo 2 de milho convencional, cujas as variedades foram, CD-384 e CD-308 e
duas variedades de hibridos milho geneticamente modificadas, CD-384 HX e
DKB-240 YG. As amostras foram coletadas na lavoura, em propriedades
selecionadas no municipio de Francisco Beltrdo/Parana na primeira quinzena
de Fevereiro de 2012. Os resultados demonstraram que a qualidade
microbiolégica das amostras de milho Bt foi superior quando comparada as
amostras de milho convencional. As amostras de milho Bt apresentaram menor
contagem média de Penicillium (3,0x10° UFC/g), quando comparado com as
amostras de milho convencional (4,7x10° UFC/g). A presenca do fungo
Fusarium ndo foi detectada nas amostras de milho Bt, mas nas amostras de
milho convencional teve-se uma contagem média de 4,2x10° UFC/g. A
qualidade fisico quimica das amostras de milho Bt e das amostras de milho
convencional apresentaram diferencas quanto a composicdo de amido,
proteina, lipidio, cinzas e fibras. Estas diferengas podem estar associadas
principalmente a fato de que as amostras sdo de variedades diferentes.
Considerando que se tratar de uma quantidade limitada de amostras néo se
pode afirmar que as diferencas encontradas nos resultados microbiologicos e
fisico quimicos tenham sido significativas.

Palavras Chaves: Milho geneticamente modificado, Qualidade fisico-quimica e
microbioldgica.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the physico-chemical and microbiological quality of
maize hybrid Bt (Bacillus thuringiensis) and conventional. The physical -
chemical analysis included the determination of moisture, fat, protein and ash
and microbiological counts of yeasts and molds. We analyzed four samples of
corn hybrids, being 2 of conventional maize varieties, CD-384 and CD-308 and
two varieties of genetically modified maize hybrids, CD-384 and HX-240 DKB
YG. The samples were collected in farming in selected properties in the
municipality of Francisco Beltran / Parana in the first fortnight of February 2012.
The results of this study show that the microbiological quality of the corn
samples Bt was superior compared to conventional maize samples. Samples of
Bt corn had lower average score of Penicillium (3.0 x10° cfu / g) when
compared to conventional maize samples (4.7 x10° cfu / g). The presence of
the fungus Fusarium was not detected in samples of Bt maize, but in samples of
conventional maize was possible to observe an average score of 4.2 x10° cfu /
g. The quality of physical chemistry corn samples Bt and conventional maize
samples showed differences in the composition of starch, protein, lipid, ash and
fiber. These differences may be related mainly to the fact that the samples are
of different varieties. Whereas the limited amount of samples we could not
conclude that the differences in results microbiological and physico chemical
are significant.

Key Words: Genetically modified maize, Quality physico-chemical and
microbiological.
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1INTRODUCAO

O milho é um dos cereais mais importantes no mundo. Por ser fonte de
carboidratos, proteinas e 6leo, com uma ampla distribuicdo geografica, o milho
nao é utilizado somente na racdo animal, como também tem valor industrial
para producdo de alimentos, bebidas, medicamentos, tintas, plasticos,
explosivos, combustivel etc (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002).

A cultura do milho é considerada importante para as necessidades
atuais da sociedade moderna. A demanda de consumo e de mercado de milho
vem sofrendo continuo aumento, tanto em niveis nacionais como mundiais.
Para enfrentar tal situacdo com auto-suficiéncia e independéncia tecnolégica, é
necessario incrementar a produtividade da cultura por area plantada, tanto com
estratégias de reducdo de custos quanto com a incorporacdo de novas
tecnologias genéticas (Bt - Bacillus thuringiensis) ao processo de producao
(LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002).

A seguranca dos organismos geneticamente modificados envolve os
mais rigorosos testes para comprovar 0s possiveis beneficios ou danos a
saude dos consumidores. Com base no interesse a saude publica, estudos
sdo realizados pelo mundo para analisar a seguranca dos alimentos
geneticamente modificados (VILLARI, 2006).

A Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) desenvolveu o critério de equivaléncia substancial, cujo principio é
analises quimicas e nutricionais para a identificacdo de semelhancas e
diferencas entre milho geneticamente modificado e milho convencional
(VILLARI, 2006).

O objetivo deste trabalho € demonstrar a qualidade fisico-quimica e
microbiolégica dos milhos Bt produzidos em Francisco Beltrdo comparando-os

aos milhos convencionais.
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2 OBJETIVO GERAL

e Comparar caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de
milho convencional e milho geneticamente modificado produzidos

no municipio de Francisco Beltrdo/PR.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor de umidade, lipidios, proteinas e cinzas, em
amostras de milho convencional e transgénico;

e Realizar analise microbiolégica de contagem de bolores e
leveduras em amostras de milho Bt;

e Comparar os resultados das analises de milho convencional com

milho Bt, quanto a qualidade microbiologica e nutricional.

2.2 JUSTIFICATIVA

Com a crescente demanda industrial de milho, faz-se necesséario o
incremento da producéo e da qualidade dos gréos produzidos, bem como, a
utilizacdo de ferramentas das quais possibilitem incrementar a produtividade
sem que sejam alterados negativamente os bindmios, qualidade microbiolégica
e qualidade fisico-quimica. O emprego da biotecnologia vem de encontro a
essa tendéncia mundial.

Neste trabalho propde-se avaliar a qualidade microbiologica e fisico-
quimica entre hibridos de milho convencional e geneticamente modificado,
afim, de evidenciar possiveis alteracdes destes niveis em graos de milho
geneticamente modificado e suas implicacbes sobre a qualidade da matéria

prima.
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3 REVISAO

3.1 PRODUCAO, INDUSTRIALIZACAO E CONSUMO DE MILHO NO
BRASIL

O milho é o cereal de maior importancia mundial, cultivado em diversas
regides e utilizado com fonte alimentar e energética . A producao mundial anual
é de aproximadamente 815 milh&es de toneladas. O Brasil destaca-se entre 0s
maiores produtores e exportadores de milho, sendo Mato Grosso do Sul e
Parand os estados lideres na sua producdo. O Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de milho, cujo principal destino da producdo é o consumo
interno (principalmente nas industrias de racdes para animais) e exportacado
(MAPA, 2011).

Os Estados Unidos é o principal produtor, exportador e consumidor
mundial de milho (representa 40% da producdo mundial, responde por
aproximadamente 62% do comércio internacional de milho e cerca de 50% de
sua producdo é utilizado para consumo animal e 1/3, ou seja, em torno de 100
milhdes de toneladas € utilizada para a producdo de etanol). Segundo a
CONAB a producdo de milho da safra 2009/2010 nos EUA foi de
aproximadamente 306,65 milhdes de toneladas e a do Brasil superou as 55,0
milhdes de toneladas (DEMARCHI, 2008). A Argentina ocupa a segunda
posicdo mundial, seguida do Brasil que ocupa a 32 colocacéo, com participacao
meédia de 6,3% do comércio internacional (DEMARCHI. 2008).

No Brasil, cerca de 4% do total da producdo de milho, tem sido
utiizado como alimento humano e cerca de 10% destinado a industrias
alimenticias, que transformam os graos em diversos produtos (PAES, 2006). A
producdo de milho no Brasil vem crescendo a cada ano, em 2008/2009 atingiu-
se a quantia de 51 milhdes de toneladas, que foi superada em 2009/2010
quando foram produzidos 55.58 milhdes de toneladas do grdo em uma area
plantada de 13.92 milhf6es de ha, atingindo a produtividade de 3.992kg/ha, e
estima-se uma produgdo ainda maior em 2010/2011, a qual deve ser de

aproximadamente 56.3 milhdes de toneladas. A produtividade de milho devera
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passar de 3.992 kg/ha para aproximadamente 4.244 em 2015 e atingir 4.500
kg/ha em 2020 (SEAB/DERAL 2011).

A taxa média de crescimento na producdo de milho no Brasil é de
aproximadamente 2,0% ao ano, 0 que representa uma producdo de 58,8
milhdes de tonelada em 2014/2015 e de 65,5 milhdes de toneladas para
2020/2021. A projecdo de area destinada ao plantio de milho no Brasil é
estimada em aproximadamente 13,14 em 2011/2012, aumentando para 13,16
em 2014/2015 e 13,38 em 2020/2021, representando uma taxa de crescimento
de 0,3% ao ano. O consumo de milho no Brasil em 2010 foi de 46,5 milhdes de
toneladas. Estima-se que esse consumo aumente a taxa de 1,9% ao ano.
Calcula-se que o consumo de milho para 2011/2012 seja de aproximadamente
47,86 milhdes de tonelada, passando para aproximadamente 50,26 milhdes de
toneladas em 2014/2015 e espera-se que atinja 56,0 milhdes de toneladas do
gréo em 2020/2021(SEAB/DERAL, 2011).

A exportagdo de milho no Brasil foi de 7,45 milhGes de tonelada em
2010, e espera-se um acréscimo para 2015, quando o pais devera exportar
aproximadamente 8,38 milhdes de toneladas, a qual deve passar para 9,3 em
2020 (MAPA, 2011).

Em 2008 os maiores importadores do milho brasileiro foram Espanha,
Itdlia e Portugal, que juntos participaram em 61% do total exportado entre 0s
meses de janeiro a agosto (DEMARCHI, 2008).

No Brasil o estado do Parana é o maior produtor de milho seguido pelo
estado do Mato Grosso, produz em média cerca de 20% da produgéo nacional
e é campedo em produtividade. Na primeira safra 2010/2011 com uma area
plantada de 775 mil hectares obteve uma producdo de 6,1 milhdes de
toneladas com uma produtividade média de 7.884 quilos por hectare, conforme
resultado obtido na primeira safra de milho em 2010/11. A segunda safra
2010/2011 o estado teve uma éarea plantada de 1,7 milhBes de hectares,
obtendo uma produgédo de 6,2 milhbes de toneladas, chegando a uma
produtividade de 3.700 kg/ha. A projecdo para primeira safra 2011/2012 é que
0 estado ocupe cerca de 921.900 ha com o cultivo deste cereal e que obtenha
uma producdo aproximada de 7,3 milhdes de toneladas, alcancando assim
uma produtividade de aproximadamente 7.918 kg/ha (SEAB/DERAL, 2011).
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O ndcleo Regional de Francisco Beltrdo, na primeira safra 2010/2011,
destinou o cultivo do milho em uma &rea de 77.900 ha e obteve a producao de
678.010 toneladas, atingindo a producéo de 8.704 kg/ha. Para a segunda safra
2010/2011 com uma area plantada de 33.700 ha produziu-se 121.148
toneladas, alcancando a produtividade de 3.908 kg/ha. A projecdo estimada
para a primeira safra 2010/2011 é de uma é&rea plantada de 95.000 ha
acompanhada de uma producdo de aproximadamente 760.000 toneladas,
estimando-se uma produtividade de 8.000kg/ha (SEAB/DERAL, 2011)

O milho vem tendo uma importancia estratégica, tanto
como matéria-prima para producdo de energia, como na
producdo de alimentos. Nenhum outro grédo tem tamanha
expressdo nos dois principais sistemas econdémicos que
estdo em pauta na agenda dos principais paises: matriz
energética sustentavel e crise alimentar. Emissdes de
gases agravando o efeito estufa, seguranca nacional
energética (dependéncia do petrdleo) e alternativa de
renda dos produtores rurais (DEMARCHI; 2008).

3.2 QUALIDADE E CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS DO MILHO

O milho apresenta em sua composic¢ao lipidios, proteinas, carboidratos,
e fibras, sendo rico em vitamina A e vitaminas do complexo B, além de
minerais como calcio, ferro e fésforo. Baseadas nas caracteristicas do gréo
existem quatro classes de milho: dentado, duro, farinaceo e pipoca, Paes (2006
apud MUSSOLINI, 2009, p. 16).

1-1"A0

Pipoca Duro Dentado Farinaceo

FIGURA 01: Classificacdo do gréo de milho (PAES, 2006).

No Brasil com relagcédo a textura dos graos produzidos, verifica-se uma

predominéncia no mercado de gréos semiduros (53,82%) e duros (25,47%) no
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mercado. Os dentados sdo minoria (5,7%) e geralmente sdo utilizados para a
producéo de milho verde ou producéo de silagem (EMBRAPA, 2011).

Paes (2006 apud SHOTWELLAND LARKINS, 1989) Os graos de milho
apresentam coloracdes variaveis, podendo apresentar-se na cor amarela,
branca, vermelha e preta. Seu peso individual € de 250 a 300mg e sua
composicdo média em base seca € 72% de amido, 9,5% de proteina, 9% de
fibora e 4% de Oleo. Conhecido botanicamente como uma cariopse o milho &
formado por quatro principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen,
pericarpo (casca) e ponta. O endosperma representa a maior fracdo do grao
(82%) de seu peso seco, 0 qual é constituido basicamente de amido (88%) e
onde se encontram as proteinas de reserva (8%) do tipo prolamina, chamadas
de zeinas. O gérmen representa 11% do grdo do milho onde se concentra 83%
dos lipidios, 78% dos minerais, 26% das proteinas e 70% dos acucares. O
pericarpo representa 5% do grdo, sendo a estrutura que protege as outras
estruturas do gréo da elevada umidade do ambiente, insetos e microrganismos
€ rica em fibras (54%) e apresenta como principais componentes: lipidio
(1,3%), proteinas (2,6%), minerais (2,9%), amido e acUcares. A ponta
representa apenas 2% do grdo é composta por amido, lipidios, minerais e
acUcares, em pequena porcentagem. As proteinas de reserva, encontradas em
maior abundéancia no grdo de milho, sdo ricas nos aminoacidos metionina e
cisteina, mas pobres em lisina e triptofano, as quais sao essenciais & nutricdo

humana e de alguns monogastricos.

FIGURA 02: Grao de milho
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3.3 QUALIDADE E CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DO
MILHO

Costa et al (2010 apud PINTO, 2005) Os graos de milho podem ser
contaminados por fungos em duas etapas especificas: na pré-colheita e na
pos-colheita durante o beneficiamento, o armazenamento e o transporte. As
podriddes destacam-se, no mundo, entre as mais importantes doencas que
atacam a cultura do milho por causarem reducéo de producado e de qualidade
de graos. Os graos ardidos em milho sé&o o reflexo das podriddes de espigas,
causadas principalmente pelos fungos presentes no campo. Os principais
danos fisicos causados pelo atague fangico sdo: descoloracdes dos graos,
reducdes nos conteldos de carboidratos, de proteinas e de acUcares totais.

Os insetos, quando se alimentam do milho, causam aos gréos
ferimentos tanto na lavoura como armazenamento apds a colheita. Esses
ferimentos caracterizam a porta de entrada para que os fungos atinjam o gréo.
O milho Bacillus thuringiensis (Bt) produz uma proteina toxica para
determinados insetos, diminuindo, assim, a probabilidade de crescimento de
fungos. Pesquisas feitas no Brasil e no exterior mostram que o milho Bt reduz a
presenca de micotoxinas quando comparado ao milho convencional (VILLARI,
2006).

Cerca de 45% do milho produzido no Brasil € contaminado por
micotoxinas (VILLARI, 2006). A contaminacdo de alimentos por micotoxinas
estéa ligada, principalmente, ao manejo incorreto das plantacfes e as condi¢des
de umidade e temperatura de armazenagem do alimento (ANVISA, 2011).

Costa et al (2010 apud PINTO, 2005) E importante ressaltar que a
presenca do fungo toxigénico ndo implica necessariamente na producdo de
micotoxinas, as quais estdo intimamente relacionadas a capacidade de
biossintese do fungo e das condi¢cdes ambientais predisponentes.

As micotoxinas s&o substancias produzidas pelo metabolismo
secundario por alguns bolores que crescem no milho, em funcao de ineficiéncia
no armazenamento dos gréos (umidade e temperatura), maior permanéncia do

milho nas lavouras sujeito ao ataque de insetos com temperatura e umidade
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favoravel ao seu desenvolvimento. As micotoxinas mais conhecidas sdo as
aflatoxinas, derivadas do Aspergillus (fungo que contamina o milho
armazenado, muito comum no Brasil em razdo do clima tropical) e Fusarium
(produz mais de 100 micotoxinas diferentes) (VILLARI, 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece
limites para micotoxinas no milho em gr&o. Dentro dos limites estabelecidos
pela regulamentagdo da ANVISA, o consumo dessas substancias é
considerado seguro.

O milho em gréo pode conter limite maximo tolerado (LMT), de 20 ug/kg
de aflatoxinas totais (somatdria de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2). E apartir de
janeiro de 2014 esta previsto o LMT para fumosinas (B1+B2) de 5,0 mg/kg e
Zearalenona LMT de 4,0 mg/kg (ANVISA, 2011).

Pesquisas realizadas por Felicia Wu, da escola de Saude Publica da
Universidade de Pittsburgh, dos Estados Unidos, mostra que a adocdo do
milho Bt, reduz as micotoxinas. Segundo seus célculos a reducdo de
aflatoxinas e fumonisinas gera economia mundial anual na ordem de
aproximadamente R$ 39 milhdes. E relatado que o produtor rural percebe
diferengas positivas e significativas no cultivo do milho Bt até mesmo, quando
se trata de qualidade do gréo, ou seja, graos com teores reduzidos de fungos,
isto €, no maximo 6% de grédos ardidos (danificados pela acdo de fungos)
(LERAYER, 2010).

3.4 MILHO TRANSGENICO (Bt)

As plantas transgénicas com atividade inseticida representam uma
ferramenta importante no controle de pragas, visando minimizar os danos
causados nas lavouras. O milho Bt (Bacillus thuringiensis) é uma planta
geneticamente modificada (planta transgénica), na qual foram introduzidos
genes especificos de uma bactéria chamada Bacillus thuringiensis. O milho Bt
apresenta genes que expressam a producdo de proteinas toxicas com efeito
inseticida, as quais sao especificas para insetos, ou seja, ndo apresentam
danos aos humanos e animais superiores. Esses genes especificos protegem

as plantas de milho, contra o ataque de espécies de pragas, como a lagarta do
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cartucho (Spodoptera frugiperda), a broca do colmo (Diatraea saccharalis), e
lagarta da espiga (Helicoverpa zea). (HUPPES, 2011).

O manejo integrado da agricultura moderna contribui ndo sé para
aumentar a producdo em menor espagco, como melhora o controle de plantas
daninhas, pragas e doencas. Dentre as principais vantagens, a maior
produtividade dos cultivos, maior lucratividade, j& que & uma diminuicdo
significativa nos custos de producao, consumo racional de defensivos, reducéo
no uso de agua e combustivel, diminui a liberacdo de gases poluentes
decorrentes da menor utilizacdo de maquinas para tratos culturais (LERAYER,
2010).

O aumento da produtividade do milho tem sido possivel,
gracas a adocdo de tecnologias modernas
proporcionadas pela ciéncia, a exemplo do plantio direto,
da correcdo e da fertilizacdo adequada do solo, das
técnicas de manejo integrado de plantas invasoras,
doencas e insetos-pragas e da crescente adocao de
sementes melhoradas com alta capacidade produtiva.
Nesse ultimo caso, as contribuicdes mais importantes sao
a utilizacdo de hibridos simples e adocdo de sementes
geneticamente modificadas (GRAVINA; 2011).

Para a safra 2010/2011 estima-se que cerca de 70% das lavouras de
milho do Brasil serdo cultivadas com tecnologia do milho Bt. A rapida adoc¢éo a
tecnologia, se explica pelo controle eficiente da principal praga da cultura a
lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) (SELEME, 2010).

No entanto, apesar das vantagens, devem ser tomados cuidados para
evitar eventual resisténcia das lagartas ao milho Bt. Da mesma forma que ja
existem relatos de resisténcia a diferentes inseticidas, existe a possibilidade de
pragas naturalmente resistentes a proteinas de Bacillus thuringiensis contidas
no milho Bt, os quais podem transmitir essas caracteristicas a geracoes futuras
(HUPPES, 2011).

Uma medida para evitar a ocorréncia de pragas resistentes € a
adocdo da éarea de refugio, ou seja, combinar lavouras de milho Bt com
lavouras de milho convencional, isto é, sem a proteina Bt. Desta maneira, 0s
possiveis insetos resistentes sobreviventes da lavoura Bt, cruzam-se com 0s
insetos da lavoura convencional, a progénie (descendentes desses insetos)

sera suscetivel e, assim pode ser controlado com plantio futuro de Bt. A
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recomendacao € de que a area de refugio deve equivaler a 10% da area total
de milho da propriedade, e que ndo exceda 800 m de distancia da area com
milho Bt (HUPPES, 2011).

O estado da arte mostra a preocupacdo do setor produtivo com a
garantia de producdo e produtividade por meio de estratégias técnicas de
melhoramento e cultivo. Por outro lado, este alimento produzido deve garantir
as condicbes minimas de seguranca para sua utilizacdo na alimentacdo
humana e animal.

Considerando estas prerrogativas e relatos, este estudo teve por
objetivo avaliar a qualidade microbiologica e fisico - quimica de milho

convencional e de milho geneticamente modificado.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas oito amostras de hibridos de milho contendo 500
gramas cada amostra as quais foram selecionadas por parametros como:
microclima, época de plantio, sementes certificadas e comercialmente tratadas,
época da colheita e tipo de colheita. As amostras foram coletadas no municipio
de Francisco Beltrdo alguns dias antes da colheita, na primeira quinzena de
fevereiro de 2012. Os critérios para coleta foram os mesmos para todas as
amostras. Considerou-se (maturacao fisiol6gica, dia, hora, ou seja, condicbes
climaticas, empalhamento das espigas, homogeneidade no estande,
guantidade coletada para cada amostra).

O trabalho desenvolve-se a partir de 4 amostras de milho sendo 2
amostras de milho convencionais (CD-308, DKB-245) e 2 amostras de milho
geneticamente modificadas (CD-384 HX e DKB-240 YG), produzidas em
Francisco Beltrdo. As variedades presentes neste estudo apresentam
caracteristicas semelhantes (principalmente ao compararmos DKB-240 YG

com DKB-245 e CD-384 HX com CD-308) no que se refere ao ciclo fisiologico,
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exigéncia nutricional, adaptacdo ao microclima, emprego de tecnologia e
caracteristicas agrondmicas especificas (tipo de grdo, arquitetura de planta,
densidade populacional, enraizamento, etc).

No momento da coleta, as amostras, foram embaladas em sacos
plasticos, identificadas por nomes para que ndo fossem misturadas umas com
as outras e acomodadas em uma caixa de papeléo, devidamente fechada.

Para avaliacdo da qualidade microbioldgica, encaminhou-se amostras
para um laboratério especializado em prestacdo de servicos de analise de
alimentos e por outro lado fez-se as mesmas avaliagcbes em laboratério da
UTFPR-FB.

As amostras coletadas foram encaminhadas imediatamente ao
Laboratério de analise de alimentos LGQ - Laboratério de Garantia da
Qualidade, onde foram realizadas as analises microbiolégicas e para o
Laboratorio de andlises fisico-quimicas da Cooperativa Agroindustrial —
COASUL - no municipio de Sdo Jodo - PR, para a realizacdo das analises
fisico-quimicas. Ao termino das analises as amostras foram armazenadas em
temperatura de 3°C, para posterior manipulacéo no laboratoério da UTFPR.

Primeiramente as analises microbiolégicas foram realizadas no
laboratério LGQ. Apoés a realizacdo das analises as amostras de milho foram
armazenas em sacos plasticos individuais e colocados em caixa de papeléo, a

qual foi envolvida com fita.
4.2 CONTAGEM TOTAL DE BOLORES E LEVEDURAS

A contagem de bolores e leveduras realizada na LGQ seguiu-se de
acordo com os procedimentos descrito por Silva et al.,(2007). As amostras
foram trituradas e homogeneizadas, em seguida pesou-se 25g da amostra
onde foram adicionadas a um erlenmeyer contendo 225 mL de solugao salina
peptonada a 0,1%, obtendo-se assim a diluicdo 10™. A partir desta, foi
preparada a diluicdo 107, retirando-se 1 mL da diluicio imediatamente superior
e adicionando-a a um tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina
peptonada a 0,1%. ApOs realizadas as dilui¢des, foi pipetado assepticamente 1
mL da amostra ( equivalente a diluicdo 10% e 1 mL de cada uma das diluicdes

(10" 102 e 1073, e este volume foi depositado, em duplicata, em placas de
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Petri, devidamente esterilizadas e identificadas. Em cada uma das placas,
contendo a amostra, foram adicionados cerca de 20 mL de Agar Batata
Dextrose (BDA), e estas foram homogeneizadas. Apdés a homogeneizacao e
solidificacdo do meio, as placas foram incubadas invertidas, em estufa
bacteriolégica (B O D) a 25°C por 5 dias.

O resultado final foi expresso em unidade formadora de coldnia por
grama de amostra (UFC/g).

4.3 DIFERENCIADA DE BOLORES E LEVEDURAS

A contagem diferenciada de bolores e leveduras foi realizada no

laboratorio de bioquimica da UTFPR de Francisco Beltréao.
A inoculacédo das amostras foi realizada a partir de 10 g de amostra de analise,
assepticamente triturada e homogeneizada em 90 mL de &gua peptonada
0,1%. Diluicbes seriadas de 10" a 10 foram realizadas em 9 mL de agua
peptonada 0,1%. Uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi inoculada pour
plate em Placas de Petri em duplicata e em meio de cultura BDA (Agar batata
dextrose e incubadas por 5 dias em estufa BOD a 25 °C. ApGs o procedimento
de inoculagdo das amostras, foram feitas as contagens de unidades
formadoras de colénias por grama (UFC. g-1). Realizou-se a leitura que
determinou o nimero de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de acordo
com a diluicdo. O resultado final foi expresso em unidade formadora de col6nia
por grama de amostra (UFC/g).

A identificacdo de bolores (Penicillium e Fusarium) e leveduras foi
realizada visualmente através da coloracéo e formato das colonias. As colbnias
com coloracdo escura séo os Penicillium, e as de coloracéo rosea clara séo os
Fusarium. As leveduras com formato e coloracdo diferentes, cores mais

intensas. Conforme placas abaixo.
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FIGURAS 3 e 4: Contagem de bolores e leveduras em amostras de milho Bt

FIGURAS 5 e 6: Contagem de bolores e leveduras em amostras de milho

Convencionais

4.4 ANALISES FiSICO - QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas de umidade, lipidio, proteina e cinza, foram
realizadas no laboratério de analises fisico-quimicas da COASUL em S&o Joao
PR, por meio do equipamento XDS Near-infrared um analisador de
infravermelho proximo que utiliza monocromadores baseados em grades
dispersivas para medicdo de produtos naturais de propriedades quimicas de
amostras liquidas, sélidas, pastosas ou gasosas, devidamente calibrado
segundo as instrucbes contidas no manual de operacdo do equipamento
cedido pelo fabricante.
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FIGURAS 7 e 8: Equipamento XDS Near-infrared.

Para a realizagdo das analises fisico-quimicas, foram adicionadas em
média 5 gramas da amostra devidamente triturada no equipamento kanifetec
1095.

FIGURAS 8 e 9: Equipamento kanifetec 1095.

As amostras de milho foram colocadas no equipamento aleatoriamente,
respeitando-se a quantidade média de amostra de 5 gramas, inseridas uma de
cada vez em uma cubeta especifica acoplada devidamente no local apropriado
do equipamento, onde se acionou o0 botdo de iniciagdo do processo. A
Realizag&o da analise leva em média 60 segundos para ficar pronta, o aparelho
de infravermelho mostra no visor de um computador ligado a ele o resultado
em porcentagem (%) obtido de umidade, lipidio, proteina e cinza na analise de
cada amostra. Este procedimento foi realizado em duplicata para cada
amostra de milho. Com os resultados obtidos foram calculadas as médias
aritméticas de cada uma das amostras analisadas.

A cada amostra as cubetas do aparelho de infravermelho préximo foram
devidamente higienizadas de acordo com o0 manual de operacdo do
equipamento, para que ndo ocorresse a interferéncia de uma amostra nas

demais.
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5 DISCUSSOES

5.1 QUALIDADE MICROBIOLOGICA

A tabela 01 demonstram os resultados das analises microbioldgicas de
dois hibridos de milho convencionais (CD-308, DKB-245) e a tabela 02
demonstram os resultados das andlises microbiolégicas de dois hibridos de
milho geneticamente modificadas (CD-384 HX e DKB-240 YG) realizadas no
laboratério de garantia da qualidade (LGQ) de Francisco Beltréo.

TABELA 01 — Contagem de bolores e leveduras de hibridos de milho

convencionais (LGQ).

AMOSTRA MILHO BOLORES (UFC/g) LEVEDURAS (UFC/g)
1 CD-308 3,0x10° 8,0x10"
2 CD-308 2,0x10° 1,0x10°
1 DKB-245 7,0x10° 2,0x10°
2 DKB-245 2,0x10° 4,0x10°
MEDIA 1,4x10% UFClg 4,2x10° UFC/g

TABELA 02 — Contagem bolores e leveduras de hibridos de milho Bt (LGQ).

AMOSTRA MILHO BOLORES (UFC/g) LEVEDURAS (UFC/g)
1 CD-384 HX 8,0x10? 5,0x102
2 CD-384 HX 5,0x102 1,0x10?
1 DKB-240 YG 6,0x10? 2,0x10?
2 DKB-240 YG 8,0x10? 3,0x10°
MEDIA 6,7x10° UFC/g 2,7x10° UFClg

A introducao da toxina cry (Bt), pelo evento da transformacdo genética
do milho tem sido apontada como possibilidade de melhoramento das
caracteristicas qualitativas.

Estudos recentes tem identificado que as variedades de milho Bt
possuem menor concentracdo de micotoxinas. Os niveis de fumonisina séo
reduzidos em até 95% e aflatoxina em até 50% (LERAYER et al. 2011), dados
gue tem significativo impacto positivo na saude dos consumidores.

Os dados obtidos mostram que a contagem média de bolores (1,4x10°

UFC/g) e leveduras (4,2x10° UFC/g) € maior nas amostras de milho
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convencionais, quando comparamos aos resultados das amostras de milho Bt
bolores (6,7x10? UFC/g) e leveduras (2,7x10% UFC/g)

Quando fez-se avaliacdo das amostras no laboratério da UTFPR-FB, os
resultados foram diferentes da primeira avaliacéo realizada na LGQ-FB.

A tabela 03 demonstram os resultados das analises microbiolégicas de
dois hibridos de milho convencionais (CD-308 e DKB-245) e a tabela 04
demonstram os resultados das analises microbiologicas de dois hibridos de
milho geneticamente modificadas (CD-384 HX e DKB-240 YG) realizadas no

laboratorio de bioquimica da UTFPR Campus Francisco Beltrao.

TABELA 03 — Contagem de bolores e leveduras de hibridos de milho

convencional (UTFPR).

BOLORES LEVEDURAS
AMOSTRA MILHO (UFCI/g) (UFCI/g)
1 CD-308 7,2x10° n.d
2 CD-308 2,7x10° 1,6x10°
1 DKB-245 6,6x10° n.d
2 DKB-245 2,4x10° 1,6x10°
MEDIA 1,3x10* UFClg 4,4x10° UFC/g

TABELA 04 — Contagem de bolores e leveduras de hibridos de milho Bt
(UTFPR).

BOLORES LEVEDURAS
AMOSTRA MILHO (UFC/9) (UFC/9)
1 CD-384 HX 1,1x10* 10,3x10*
2 CD-384 HX 1,6x10° 3,3x10°
1 DKB-240 YG 3,3x10? n.d
2 DKB-240 YG 1,0x10° n.d
MEDIA 1,3x10* UFC/g 3,4x10° UFClg

Os resultados encontrados demonstram que as amostras de milho
convencional e de milho Bt ndo apresentaram diferenca quanto a contagem
média de bolores.

As leveduras apresentaram-se com tendéncia maior de contagem nas
amostras de milho Bt (3,4x10* UFC/g) quando comparamos as amostras de
milho convencional que tiveram contagem média de bolores de (4,4x10?
UFC/g).
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Ao compararmos as analises microbiologicas realizadas na LGQ com as
analises microbiologicas realizadas no laboratério de bioquimica da UTFPR
Campus Francisco Beltrdo observamos que as andlises realizadas na LGQ
apresentaram menor contagem tanto para as amostras de milho convencional
guanto para as amostras de milho Bt ao que se refere a contagem média de
bolores e leveduras. A maior contagem de bolores e leveduras foi encontrada
nas analises realizadas na UTFPR. As diferengas nos resultados das amostras
podem estar associadas ao fato de que as analises realizadas na UTFPR
ficaram armazenadas em geladeira durante dois meses até a execucdo das
andlises, enquanto as andlises realizadas na LGQ foram realizadas no mesmo
dia da coleta.

Na tabela 05 temos os resultados das andlises microbiolégicas
qualitativas de dois hibridos de milho convencionais (CD-308, DKB-245), e na
tabela 06 temos os resultados das analises microbiologicas qualitativas de dois
hibridos de milho geneticamente modificadas (CD-384 HX e DKB-240 YG)

realizadas no laboratorio de bioguimica da UTFPR, campus Francisco Beltrao.

TABELA 05 — Contagem de Penicillium sp e Fusarium sp em hibridos de milho

convencionais (UTFPR)

AMOSTRAS Penicillum sp (UFC/g) Fusarium sp (UFC/Q)
CD-308 2,2x10° n.d
DKB-245 7,2x10° 3,3x10°
MEDIA 4,7x10° UFClg 1,6x10° UFC/g

TABELA 06 — Contagem de, Penicillum sp e Fusarium sp em hibridos de milho
Bt (UTFPR)

AMOSTRAS Penicillium sp (UFC/g) Fusarium sp (UFC/g)
CD-384 HX 5,8x10° UFC/g n.d
DKB-240 YG 2,1x10% UFC/g n.d

MEDIA 3,0x10° UFClg nd
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Quanto a contagem média de Penicillium sp observou-se uma maior
tendéncia de contagem nas amostras de hibridos de milho convencionais, CD-
308 e DKB-245, (4,7x10% UFC/g), quando comparamos as amostras de milho
Bt, CD-384 HX e DKB-240 YG, (3,0x10° UFC/g), (tabela 05 e 06). As amostras
de milho Bt ndo apresentaram contagem de Fusarium sp. Mas as amostras de
milho convencionais apresentaram uma contagem média de Fusarium sp de
1,6x10° UFC/g.

Apesar de ter sido analisado poucas amostras evidencia-se a tendéncia
de uma melhor qualidade microbioldgica, ou seja, menor contagem de bolores,
nas amostras de milho transgénico quando comparado as amostras de milho
convencional. Sabe-se que com a diminuicdo na contagem microbioldgica,
pode haver também uma diminuicdo da presenca de micotoxinas (gréos
ardidos).

O milho Bt representa uma ferramenta, que auxilia, na produgcéo de um
alimento (matéria prima) de melhor qualidade, em funcdo de vérios fatores:
controle mais eficiente de pragas, reducdo no uso de equipamentos, reducao
no uso de mao de obra, menor risco de contaminacdo do produtor durante a
pulverizacdo agricola, reducéo na utilizacdo de 4gua, ja que a uma significativa
reducao na utilizagéo de inseticidas.

Os graos de milho podem ser danificados por fungos em pré-colheita
(podriddes de espigas com a formacédo de grédos ardidos) e em pds-colheita dos
graos durante o beneficiamento, armazenamento e transporte (grdos mofados
ou embolorados). A presenca do fungo toxigénico nao implica necessariamente
na producdo de micotoxinas, as quais estdo intimamente relacionadas a
capacidade de biossintese do fungo e das condicbes ambientais
predisponentes, como em alguns casos, da alternéncia das temperaturas
diurna e noturna (EMBRAPA, 2006)

Costa et al (2010 apud PINTO, 2007) As perdas qualitativas por graos
ardidos sdo motivo de desvalorizacdo do produto e uma ameaga a saude
humana. Como padrdo de qualidade tem-se, em algumas agroindustrias, a
tolerancia maxima de 6% de gréaos ardidos em lotes comerciais de milho.

Os dados obtidos nas anéalises fisico- quimicas foram comparados com

0s parametros médios de qualidade da literatura para milho em gréos (Tosello



28

1987), onde descreve a composicado media centesimal dos graos de milho em

base seca (Tabela 7).

TABELA 07: Composi¢cdo média centesimal dos grdos de milho em base seca

FRACAO DO ) )
GRAO AMIDO (%)  PROTEINA (%) LIPIDIO (%) UMIDADE (%)  CINZA (%)
GRAO INTEIRO 715 10,3 4,8 10,6 14

FONTE: Tosello (1987).

Os dados encontrados nas analises realisadas (Tabela 8) estdo de
acordo com o estudo e valores citados por Tosello (1987).

TABELA 08 — Caracteristicas fisico — quimica de milhos convencionais

em base seca.

AMOSTRA HIBRIDO DE % % % % % % EXTR.
MILHO UMID. PROTEINA FIBRA CINZAS AMIDO ETEREO
1 CD-308 8,26 9,18 2,15 1,32 74,00 4,38
2 CD-308 11,11 9,21 2,16 1,33 74,25 4,39
1 DKB-245 11,07 9,22 2,16 1,33 74,34 4,40
2 DKB-245 10,35 9,22 2,16 1,33 74,35 4,40
MEDIA 10,20 9,20 2,16 1,33 74,24 4,39

TABELA 09 — Caracteristicas Fisico — Quimica de milhos Bt em base

seca.

AMOSTRA HIBRIDO DE % % % % % % EXTR.
MILHO UMID. PROTEINA FIBRA CINZAS AMIDO ETEREO

1 CD-384 HX 8,88 7,42 1,52 1,21 79,60 5,00

2 CD-384 HX 9,97 7,51 1,54 1,22 80,61 5,06

1 DKB-240 YG 8,67 7,57 1,55 1,23 81,23 5,10

2 DKB-240 YG 11,22 7,52 1,54 1,22 80,68 5,07

MEDIA 9,68 7,50 1,54 1,22 80,53 5,06

Os dados obtidos neste trabalho revelam que a média encontrada nas
amostras de milho convencionais quando se refere aos parametros proteina

(9,2%), cinza (1,3%) e fibra (2,1%), possui tendéncia a serem maiores quando
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comparados aos milhos Bt, onde foram encontrados 7,5% de proteina e 1,2%
de cinzas e 1,5% de fibra.

Em relag&o ao teor de amido os hibridos de milho convencionais tiveram
niveis de composicao menor (74,2%) que os hibridos de milhos Bt (80,5%).

As diferencas encontradas nas amostras de milho convencionais e Bt
podem estar relacionadas a varios fatores e podem néo ser especificamente ao
fato de apresentarem o génese da tecnologia Bt. Dentre os fatores que podem
alterar as caracteristicas fisico quimicas do milho estdo: stress hidrico,
fertilidade de solo, época de plantio, ciclo da cultura, adubacdo de base e de
cobertura, tratos culturais e principalmente pelo fato de que as amostras de
milho convencional e milho Bt ndo sao da mesma variedade, o que aumenta as
chances das amostras apresentarem diferencas.

A escolha das variedades de milho para realizacdo deste trabalho foi em
funcdo de que os hibridos possuem alta aceitabilidade, ou seja, juntos
representaram uma grande fatia do mercado de milho da regido de Francisco
Beltrdo. Dentre as caracteristicas que os hibridos de milhos possuem (DKB-
240 YG, DKB-245, CD-384 HX e CD-308) e que os fazem preferidos pelos
agricultores cabe destacar a alta produtividade, a adaptacdo quanto a
fertilidade de solo da regido, ao excelente enraizamento, a 6tima qualidade de
colmo, a resisténcia as principais doencas e principalmente ao fato de
apresentarem tolerancia a pequenos momentos de estiagem etc.

Baier et al. (2000) observaram a influéncia do ambiente sobre os teores
de proteina bruta e 6leo em diferentes gendtipos de triticale plantados em cinco
locais, nos estados do Rio Grande do Sul (4 locais) e Santa Catarina (1 local),
nos anos de 1998 e 1999. Os autores concluiram que o ambiente (anos e
locais), mais do que os gendtipos, afetaram a produtividade e concentracao de

nutrientes nos graos.
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6 CONCLUSAO

Observa-se que as amostras de milho tanto convencionais quanto Bt
apresentaram menor contagem média de bolores e leveduras nas analises
realizadas no dia da coleta (LGQ-FB), no entanto as analises realizadas alguns
dias depois da coleta (UTFPR-FB) sob armazenamento a temperatura de
aproximadamente 10 °C apresentaram contagem média de bolores e leveduras
bem acima dos valores iniciais apresentados pelo laboratério especializado em
analise de alimentos da LGQ. O fato das amostras permanecerem
armazenadas até a realizacdo das analises pode justificar a maior contagem de
bolores e leveduras encontradas nas analises realizadas na UTFPR-FB.

Considerando as analises realizadas no mesmo dia, ou seja, Nno mesmo
laboratorio a contagem meédia de leveduras ndo teve alteracfes significativas
entre as variedades analisadas, tanto de hibridos de milho convencionais
quanto de hibridos de milho geneticamente modificados. Ao compararmos 0s
resultados da contagem média de leveduras em dias e laboratdrios diferentes,
observa-se que a maior contagem média de leveduras esta associada as
analises realizadas na UTFPR-PR, as quais ficaram armazenadas alguns dias
para realizacao das analises.

As amostras de milho Bt ndo apresentaram presenca do fungo Fusarium
e apresentou tendéncia a menor contagem média de Penicilium ao
compararmos com as amostras de milho convencional que apresentou
presenca do fungo Fusarium e maior tendéncia de contagem média do fungo
Penicillium.

Os hibridos de milho convencionais tiveram maiores teores de umidade,
proteina, fibra e cinza, e os hibridos de milho Bt tiveram maiores teores de
amido e oleo.

O trabalho permitiu destacar diferengas na qualidade microbioldgica e na
qualidade fisico-quimica das amostras de milho coletadas em Francisco
Beltrdo. A qualidade microbiol6gica teve uma propensao superior nas amostras
de milho Bt, onde encontramos menor contagem de bolores quando

comparamos as amostras de milho convencionais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de milho convencional e as amostras de milho Bt passaram
por um periodo de stress hidrico durante a fase reprodutiva dos hibrido, a qual
pode ter alterado a qualidade fisico quimica do milho.

No momento da realizacdo das analises o laboratério de microbiologia
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR - Campus de
Francisco Beltrdo encontrava-se em obras e ndo permitiu a realizagdo das
andlises. As amostras foram devidamente lacradas e apds 60 dias, com o
término das obras e a disponibilizacdo do laboratério de Bioquimica da UTFPR
Campus de Francisco Beltrdo, realizou-se novamente as analises
microbiolégicas das amostras de hibridos de milho que estavam armazenadas
na geladeira. O método utilizado para analise fisico-quimica foi de
infravermelho proximo, o qual apresenta resultados rapidos e eficientes, ou
seja, € considerado um método confiavel quando comparamos aos métodos

oficiais.
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