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RESUMO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] e o milho (Zea mays L.) s&o importantes culturas para o
agronegocio brasileiro, sendo sua cadeia de producdo responsavel por gerar emprego e renda.
Quando armazenados inadequadamente, estes graos ficam suscetiveis a insetos, bactérias e
principalmente fungos. Os fungos sdo capazes de provocar a deterioracdo de grdos de milho
e/ou soja no periodo de armazenamento, destacando-se os do género Aspergillus spp., Fusarium
spp. e Penicillium spp. Esses fungos, além de causarem severos danos aos graos armazenados,
sdo conhecidos também pelo seu elevado potencial de produzir micotoxinas. Apesar dos
maleficios associados aos fungos, estes sdo apreciados do ponto de vista biotecnoldgico, pela
capacidade de produzir uma grande variedade de enzimas hidroliticas, como amilases,
celulases, lipases, pectinases, proteaeses, entre outras. Tais enzimas vém sendo aplicadas em
uma ampla variedade de processos industriais, como na producao de alimentos como queijos,
na industria téxtil, na producdo de detergentes, dentre outros. Diante disso, o presente estudo,
objetivou avaliar presenca de fungos em amostras de grdos de milho e soja no periodo de
armazenamento e caracteriza-los quanto ao potencial de producdo de enzimas celuloliticas e
proteoliticas. Através da caracterizacdo morfoldgica, foi possivel agrupar os isolados em 35
morfotipos diferentes de fungos filamentosos e 3 morfotipos de fungos leveduriformes nas
amostras de soja e milho. Por meio de microcultivo, foram identificados trés géneros como
Aspergillus spp., Curvularia sp. e Penicillium spp. Doze morfotipos mais frequentes foram
selecionados para realizacdo do ensaio de atividade celulolitica e 10 para teste de atividade
proteolitica. Foi observado que os fungos filamentosos que testaram positivo para producdo de
celulase, tiveram Indice de Razdo Enzimatica (IRE) variando entre de 1,06 e 2,57 (média +
desvio padrdo =1,37 + 0,48). Enquanto que para a atividade proteolitica apenas os fungos
isolados da soja testaram positivo, com IRE igual a 1,21 + 0,01. Foram encontrados fungos com
potenciais para producdo de enzimas proteoliticas e celuloliticas, estes representam potenciais

fontes para aplicacdo em processos industriais.

Palavras-chave: armazenamento de graos; biotecnologia; celulase; micotoxina; protease.



ABSTRACT

Soy [Glycine max (L.) Merrill] and corn (Zea mays L.) are important crops for Brazilian
agribusiness, and their production chain is responsible for generating employment and income.
When improperly stored, these grains are susceptible to insects, bacteria and mainly fungi.
Fungi are capable of causing deterioration of corn and/or soybean grains during storage,
especially those of the genus Aspergillus spp., Fusarium spp. and Penicillium spp. These fungi,
in addition to causing severe damage to stored grains, are also known for their high potential to
produce mycotoxins. Despite the harmful effects associated with fungi, they are appreciated
from a biotechnological point of view, due to their ability to produce a wide variety of
hydrolytic enzymes, such as amylases, cellulases, lipases, pectinases, proteases, among others.
Such enzymes have been applied in a wide variety of industrial processes, such as in the
production of foods such as cheese, in the textile industry, in the production of detergents,
among others. In view of this, the present study aimed to evaluate the presence of fungi in
samples of corn and soybean grains during the storage period and to characterize them in terms
of their potential for the production of cellulolytic and proteolytic enzymes. Through
morphological characterization, it was possible to group the isolates into 35 different
morphotypes of filamentous fungi and 3 morphotypes of yeast fungi in soybean and corn
samples. Through microculture, three genera were identified as Aspergillus spp., Curvularia,
sp. and Penicillium spp. Twelve most frequent morphotypes were selected for cellulolytic
activity testing and 10 for proteolytic activity testing. It was observed that filamentous fungi
that tested positive for cellulase production had Enzyme Ratio Index (IRE) ranging from 1.06
to 2.57 (mean + standard deviation =1.37 + 0.48). While for proteolytic activity only fungi
isolated from soy tested positive, with IRE equal to 1.21 + 0.01. Fungi with potential for the
production of proteolytic and cellulolytic enzymes were found, these represent potential sources

for application in industrial processes.

Keywords: antimicrobial activity; grain storage; biotechnology; mycology.
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1. INTRODUCAO

Milho (Zea mays L.) e soja [Glycine max L.) Merrill] sdo importantes produtos do
agronegocio brasileiro, sendo sua cadeia de producdo responsavel por gerar emprego e renda
(XAVIER; FRANCA e CARDOSO, 2020).

Quedas em produtividade agricola e consequente prejuizos econémicos no Brasil estdo
associados, entre outros fatores, aos fungos fitopatogénicos, que sdo micro-organismos capazes
de provocar doencas nas plantas (FINOTO et al., 2011). Além disso, varios fungos sdo capazes
de provocar a deterioracdo de grdos de milho e/ou soja no periodo de armazenamento,
destacando-se os do género Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. Esses fungos,
além de causarem severos danos aos graos armazenados, sdo conhecidos também pelo seu
elevado potencial em produzir micotoxinas, sobretudo em milho.

Micotoxinas sdo metabdlitos tdxicos secundarios produzidos por fungos filamentosos.
Os fungos crescem e se proliferam bem em grdos quando em condicdes ideais de temperatura,
umidade e presenca de oxigénio (PRESTES et al., 2019). Graos contaminados com metabdlitos
fangicos causam uma grande preocupacdo na salde de animais e humanos pelo perigo
representado com a presenca de micotoxinas (GROMADZKA et al., 2016). Isso influencia na
desvalorizacédo de lotes danificados no mercado.

Apesar dos maleficios associados aos fungos, estes sao apreciados do ponto de vista
biotecnologico, pela capacidade de produzir uma grande variedade de enzimas hidroliticas,
como amilases, celulases, lipases, pectinases, proteaeses, entre outras. Essas enzimas possuem
um papel crucial no metabolismo dos fungos, permitindo-lhes decompor e absorver diversos
substratos organicos. Tais enzimas vém sendo empregadas em uma ampla variedade de
processos industriais (CHERRY; FIDANTSEF, 2003). Como na producdo de alimentos, na
industria téxtil, na producdo de biocombustiveis, na industria farmacéutica e em processos de
tratamento de residuos, entre outras aplicagdes (QUEIROZ; SOUSA, 2020).

Dentre as enzimas produzidas pelos fungos filamentosos, as celulases e proteases séo
as que mais se destacam, devido sua ampla aplicacdo em processos industriais. Nesse contexto,
0 objetivo desse estudo foi verificar a presenca de fungos filamentosos e leveduriformes em
amostras de grdos de milho e soja no periodo de armazenamento e caracteriza-los quanto ao

potencial de producdo de enzimas celuloliticas e proteoliticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Verificar a presenca de fungos em amostras de grdos de milho e soja no periodo de
armazenamento e caracteriza-los quanto ao potencial de producdo de enzimas celuloliticas e
proteoliticas.

2.2 Objetivos Especificos

» Auvaliar a qualidade microbioldgica de grdos de milho e soja comercializados em Luis

Eduardo Magalhaes e utilizados para racao de animais;

» Caracterizar morfologicamente os fungos filamentosos e leveduriformes mais
frequentes;

» Analisar o potencial celulolitico e proteolitico dos fungos filamentosos e leveduriformes
mais frequentes.

14



3 JUSTIFICATIVA

O milho e a soja sao duas das culturas mais importantes para o agronegaécio brasileiro e
principalmente no oeste baiano, ndo so pelo fator econémico, mas também por serem utilizadas
na alimentacdo humana e na producdo de racdo para animais. No entanto, quando mal
armazenadas ficam suscetiveis a contaminagdo por micotoxinas produzida por fungos pos-
colheita.

A proliferacdo de fungos em grédos ndo sé provoca perdas na producdo, mas também
desencadeia potenciais riscos a sade humana e animal. Desta forma, a ingestdo de alimentos
ou ragdes contaminadas com micotoxinas pode causar sérios problemas no desenvolvimento
dos animais, desde reducdo no crescimento e no desenvolvimento, até tornd-los mais
susceptiveis as enfermidades, principalmente nas fases de crescimento e reproducdo
(RIBEIRO, 2015).

A partir disso, evidencia-se a relevancia de ser a analisada a presenca de fungos em
grdos armazenadas, haja vista que estes podem comprometer a qualidade destes produtos e,
consequentemente, resultar em danos a salde e/ou prejuizos econémicos. Apesar dos
problemas associados aos fungos em gréos, esses micro-organismos representam uma fonte
potencial de enzimas hidroliticas de interesse industrial e biotecnoldgico.

Na presente proposta de pesquisa, pretende-se investigar a ocorréncia de fungos como
contaminantes de amostras de grdos de milho e soja sob armazenamento e verificar o potencial

destes produzirem enzimas hidroliticas de interesse biotecnologico.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Agronegdcio

O agroneg6cio € um dos motores da economia nacional, pois expressa valores
significativos quanto a sua participacdo de mercado com o elevado nimero de empregos
gerados pelo setor, refletindo diretamente na renda nacional. O desempenho desse setor vem se
perpetuando positivamente ao longo do tempo, segundo 0s registros apresentados nas formas
quantitativas e/ou qualitativas, fica evidente a importancia do agronegocio na esfera mundial,
superando até mesmo o setor industrial, devido sua dindmica e participacdo econémica
(SANTOS; ARAUJO, 2017).

Davis e Goldberg (1957) explicam que o agronegocio € basicamente a soma total das
operacOes de producdo agricola e a distribuicdo de suprimentos; das opera¢des de producao na
fazenda; processamento da producdo, armazenamento, logistica de distribuicdo dos produtos
agricolas e itens produzidos a partir deles. Portanto, o agronegdcio depende de varios outros
setores para realizar suas atividades, de modo que também possui alto impacto na economia, e
assim consequentemente na sociedade, com o fornecimento de alimentos e empregos a
populagéo.

Atualmente, o agronegécio foi responsavel por colocar o Brasil entre as nagcbes mais
competitivas do mundo na producdo de commodities (produtos agricolas e minerais
comercializados no mercado exterior) agroindustriais, resultado de uma combinacao de fatores
— como investimentos em novas tecnologias e pesquisa, infraestrutura de armazenamento e
instituicOes — que levaram ao aumento exponencial da produtividade do setor (MORAIS et al.,
2018).

O agronegécio apresenta grande relevancia para as atividades econdmicas e
tecnoldgicas. Quando associadas a producéo, favorecem a distribui¢do e consumo de produtos
de origem animal e vegetal. Nessa perspectiva, 0 agronegocio € um dos responsaveis pelo
crescimento e estabilidade econémica do Brasil, reduzindo o déficit comercial de outros setores
produtivos (FILHO; FISHLOW, 2017). Este setor é responsavel por um terco do Produto
Interno Bruto (PIB) brasileiro, tais resultados podem ser atribuidos ao clima tropical e solo
propicio a agricultura e pecuaria, o que possibilita boas condi¢Ges para produzir, além de precos
baixos em periodos de safra.

De acordo com dados do Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada
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CEPEA/USP) em parceria com a Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA), o
agronegocio tem sido reconhecido como um vetor crucial do crescimento econdémico brasileiro.
Em 2020, a soma de bens e servigos gerados no agronegocio chegou a R$ 1,98 trilhdo ou 27%
do PIB brasileiro. Dentre os segmentos, a maior parcela é do ramo agricola, que corresponde a
70% desse valor (R$ 1,38 trilhdo), a pecuéria corresponde a 30%, ou R$ 602,3 bilhdes. Percebe-
se que o0 agronegdcio tem alto impacto na economia do Brasil, principalmente em tempos de
pandemia.

Contrariando as estimativas, 0 agronegocio se sobressaiu a outros setores em um ano
tdo turbulento. Enquanto o PIB brasileiro caiu 4,1% em 2020, o da agropecuéria cresceu 2%
em 2020 (IBGE, 2021). De acordo com o IBGE, em 2021, apenas como base de comparacao,
0 setor de servicos apresentou uma queda de -4,5% e a industria -3,5%. O consumo das familias
registrou uma reducéo de 5,5% no mesmo periodo (MACHADO; MALAGOLLI, 2021) de
pandemia.

Segundo o Ministério da Economia (2020), o bom desempenho do Agronegécio, em
um contexto tdo adverso, é compreendido devido a essencialidade dos alimentos e dos outros
produtos associados ao segmento. Complementando e aprofundando a compreensdo deste
fendmeno, os resultados favoraveis mesmo durante a pandemia também estdo atribulados ao
crescimento de exportacdes de produtos brasileiros por diversos paises.

Sé a China foi responsavel por 34,1% do total exportado pelo Brasil entre janeiro e
julho de 2020, entre os produtos comprados pelos chineses, destacam-se a soja, 6leos brutos de
petréleo, minério de ferro e seus concentrados, carnes bovinas, suinas, de aves e celulose
(MACHADO; MALAGOLLI, 2021). Isso nos mostra 0 quanto o agronegdcio tem sido

importante para a economia nacional.

4.2 Agronegocio no Oeste da Bahia

O agronegocio vem exercendo fortes influéncias no sentido de promover o crescimento
e desenvolvimento econdmico brasileiro, com destaque para as regides com vocagdo expressiva
para as atividades agropecuarias (PERLIN, 2011). No estado da Bahia o agronegocio vem
crescendo e se consolidando como um dos setores mais promissores e de grande importancia
econbmica e social (INVESTE BAHIA, 2018).

Na agricultura, a Bahia é o maior produtor de graos da regido Nordeste, principalmente,

nas culturas de soja, algoddo e milho. De acordo com o decimo segundo Levantamento
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Sistematico da Producdo Agricola (LSPA), realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) e sistematizado pela Superintendéncia de Estudos Econdmicos e Sociais da
Bahia (SEI), relativo a dezembro de 2021, estimou-se a producdo de cereais, oleaginosas e
leguminosas, na Bahia, em 10,5 milhdes de toneladas, o que representa crescimento de 4,4%
em comparagdo com a safra 2020 — que havia sido o melhor resultado da série historica do
levantamento (SEI, 2021). Alcangando assim, o 7° lugar no ranking nacional dos estados
produtores de graos.

Segundo a Secretaria da Agricultura da Bahia (SEAGRI) (2021), diante das condic6es
de solo e clima, favorecidas pelo bioma cerrado, a Bahia possui condi¢es favoraveis para o
cultivo de soja no Oeste do Estado. A regido Oeste conta com estacdes bem definidas,
topografia plana e indices pluviométricos que contribuem na definicdo dos limites territoriais,
além de uma extensa bacia hidrografica com rios perenes sobre o aquifero Urucuia,
potencializando a irrigagéo.

A regido oeste da Bahia é vista atualmente como um polo de crescimento da
agroindustria, sendo considerada a principal produtora agricola do estado. Possui 14 milhdes
de hectares, dos quais oito referem-se a vegetacdo do Cerrado, possui clima favoravel e agua
favoravel a atividades voltadas para a agricultura e pecuaria, com um incrivel suporte
hidrogréafico para irrigacdo. Estes fatores fizeram com que o oeste da Bahia se tornasse
referéncia na producdo de grdos e carne no pais (FARIA et al., 2018).

O agronegdcio surgiu no oeste baiano em meados da década de 1980, quando
agricultores da regido sul do Brasil comecaram a chegar a regido e iniciaram o emprego de
técnicas de cultivo de graos, principalmente milho e soja. O desenvolvimento desta agricultura
foi beneficiado pelos baixos custos das terras e pelo apoio do governo, num processo de
incentivo a “integracdo” da economia nordestina a nacional. Assim, houve uma ocupacdo 18
efetiva de novas regides, com uma agricultura empresarial altamente capitalizada, somando a
implantacdo de novas tecnologias e modificagdes no uso e ocupagdo do solo. (PASSOS;
ROCHA; HADLICH, 2010).

Desde entdo, foram instaladas nesta area plantas industriais das principais empresas
esmagadoras de soja no Brasil, além de cooperativas e uma variedade de empresas de comércio
e de servicos que atendem ao consumo produtivo agricola. Isto justifica o Oeste Baiano ser uma
area importante de recep¢do de fluxos de outras sub-regides relacionados ao comércio de
ferramentas, maquinarios e servicos especializados para a producgéo agricola (SANTOS, 2012).

Na cidade de Luis Eduardo Magalhées, por exemplo, concentra-se muitas empresas

18



nacionais e multinacionais ligadas ao setor agropecudrio, além das industrias que beneficiam
90% da soja produzida na Bahia. Nela, ha o Centro Industrial do Cerrado, que fica a
aproximadamente 7 km da zona urbana, relne atualmente muitas empresas de diferentes
segmentos, entre elas, destacam-se fabricantes de fertilizantes e sementes, além de grupos
especializados em exportacgdo e logistica, o que facilita o escoamento de graos (ABAPA, 2019).
Tais implantacGes fizeram de Luis Eduardo Magalhdes um importante produtor agricola do
pais.

A producdo de grdos na Bahia estd concentrada nos municipios de: Barreiras, Luis
Eduardo Magalhdes, Formosa do Rio Preto, Sdo Desidério, Cocos, Correntina, Riachdo das
Neves, Baianopolis, Jaborandi e Serra do Ramalho. A Sojicultura movimenta a economia com
a comercializacdo de 50% da soja in natura da regido e com a exportacdo de 47% da producéo
para paises como China e Holanda (MENDONCA, 2018).

Segundo a Superintendéncia de Estudos Econdmicos e Sociais da Bahia (SEI), o PIB
do agroneg6cio baiano totalizou R$22,7 bilhes no primeiro trimestre de 2022, representando
cerca de 24,3% do PIB estadual para o periodo. Dados anteriores mostram que esta participacdo
é superior aos resultados obtidos no mesmo periodo de 2021 quando era equivalente a 24% do
PIB baiano. Assim, temos que nos dois periodos o agronegécio baiano teve uma participacao
efetiva na economia. Tal comparacdo aponta o alto impacto do agronegdcio em um ano tdo

adverso.

4.3 Armazenamento de graos

O agronegécio é um conjunto de atividades econémicas de produgdo agricola e
pecudria, que devido ao seu grande volume, tem 0 armazenamento como setor estratégico
(ROCHA et, al., 2020). O armazenamento tem como principal objetivo salvaguardar esses
produtos de forma organizada por um determinado tempo para distribuicdo no momento mais
adequado comercialmente (NETO et al., 2022). Logo, 0 armazenamento é a peca-chave para o
sucesso da produgdo de graos, sendo responsavel por manter a qualidade dos produtos durante
0 pés-colheita.

Segundo a Pesquisa de Estoques divulgada pelo IBGE, a capacidade util de
armazenamento no Brasil teve um aumento de 1,5%, no segundo semestre de 2021, cerca de
183,3 milhdes de toneladas no seu total. O estado do Mato Grosso possui a maior capacidade

de armazenagem do Pais, com aproximadamente 45,5 milhGes de toneladas, logo atras temos o
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estado do Rio Grande do Sul e o Parana, com 34,6 e 32,7 milhdes de toneladas de capacidade
(GOMES, 2022). Os cinco principais produtos agricolas existentes nas unidades
armazenadoras, sdo soja que tém maior volume (36,7 milhGes de toneladas), seguidos pelos de
milho (11,4 milhdes), arroz (5,5 milhdes), trigo (2,4 milhdes) e café (1,0 milhdo) (BRASIL,
2021).

De acordo com Elias (2003) a armazenagem € o processo de estocagem do produto, de
modo que € associada a uma sequéncia de operacOes, tais como limpeza, tratamento
fitossanitario, limpeza, transporte, classificacdo, entre outras, com a finalidade de preservar o
fisico e qualidades quimicas desde a colheita até o fornecimento. ApoOs essas operagdes, 0S
grdos devem obter uma série de qualidades desejaveis, como baixo teor de umidade, alta
especificidade, baixa degradacdo dos componentes nutricionais, baixa susceptibilidade a
quebra, alta viabilidade das sementes e auséncia de parasitas, fungos, bactérias ou pragas
(REGINATO et al., 2014).

O armazenamento da producdo passou a ser um critério importante no agronegdcio,
sendo uma acgdo intermedidria entre a producdo e a industrializacdo dessa matéria prima. As
unidades armazenadoras sao prédios ou instalacdes construidas ou adaptadas para conservacgao,
estabilizacdo e armazenamentos da producdo agricola (SOUZA, 2020). As estruturas de
armazenagem sdo posicionadas de maneira estratégica, proximas a rodovias ou parques
industriais urbanos, que favorecem o escoamento, contribuindo assim para a estabilizacdo e
manutencdo do preco das commodities (SOUSA, 2022).

Uma caracteristica positiva dos grdos é a possibilidade de serem armazenados por
longos periodos de tempo, sem perdas significativas da qualidade. Entretanto, sé é possivel o
armazenamento prolongado, quando se adota corretamente as praticas de colheita, limpeza,
secagem, combate a insetos e prevencdo de fungos (NUNES, 2022). A escolha do sistema e da
unidade armazenadora deve estar de acordo com o volume a ser armazenado e o produtor
precisa dispor dos recursos financeiros para a construcdo, aquisicdo de equipamentos e
operacionalizacdo da estrutura de armazenagem (SENAR, 2018).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), é essencial
que o local onde os graos serdo armazenados passe por uma limpeza prévia para remover todos
os residuos de armazenagens passados. Pois, armazéns contendo residuos podem causar a
contaminacgdo e assim causar elevada perda em lotes de sementes e gréos. 1sso ocorre porque
os residuos presentes no local estdo abrigando insetos e patdgenos. Portanto, silos, corredores,

elevadores e moegas devem passar por uma limpeza e para complementar a limpeza das
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instalagces, deve ser realizado o tratamento da estrutura com inseticidas protetores de efeito
residual (PAZOLINI, 2019).

Quando uma massa de grdos passa por um processo de limpeza deficiente, residuos
permanecem em contato com os graos, fazendo com que estes sofram grande influéncia de
agentes como microrganismos, roedores, insetos e passaros, que se aproveitam desse ambiente
propicio. Outros fatores que afetam a qualidade dos gréos sdo a temperatura, a umidade e
disponibilidade de oxigénio atuam diretamente sobre os gréos. Desta forma, além de limpo, o
material deve ser seco de forma adequada, para que a estabilidade de sua qualidade seja mantida
(NUNES, 2022).

No Brasil, os principais sistemas utilizados para o armazenamento de gréos séo o
convencional, a granel, hermético e emergencial. O sistema convencional, abrange desde
unidades bastante rusticas, como os paiois, galpdes e armazéns convencionais. Nas unidades de
armazenamento a granel, ha os silos, que podem ser de alvenaria ou metalicos, com forma
cilindrica, ou horizontal em alvenaria, em geral dotados de sistemas de termometria e aeracéo,
podendo armazenar grandes volumes. No sistema hermético, predominam os tonéis, garrafas
PET e outros recipientes utilizados para armazenar quantidades pequenas (ELIAS et al., 2017).

Ainda segundo Elias et al. (2017), no caso do sistema emergencial, este € utilizado
quando ha um déficit na capacidade de armazenamento, onde se constroi piscinas de sacarias
para armazenar 0 grao a céu aberto e, mais recentemente, com o uso de silos bolsas. Essas
estruturas devem ter 0s equipamentos necessarios para o recebimento, expedicdo, separacédo de
impurezas, transporte e secagem (SENAR, 2018).

Os silos sdo unidades armazenadoras caracterizadas por compartimentos estanques ou
herméticos, ou ainda semi-herméticos. Devido a compartimentagdo disponivel, permitem um
maior controle das caracteristicas fisico bioldgicas dos graos, embora estes percam a identidade
de origem, as espécies e padrdes agricolas sdo armazenados separadamente. O sistema
hermético, que ndo é valido para grandes quantidades/volumes, predomina os tonéis, as
bombonas e outros recipientes, para quantidades pequenas, e “silos plasticos” para quantidades
um pouco maiores, enquanto “as piscinas de sacarias” sdo modelos mais utilizados em situagdes
em emergenciais, unidades inflaveis e estruturais, e estruturas personalizadas (PATURCA,
2014).

O silo é o método mais seguro de armazenamento, permitindo maior controle de
qualidade, devido a facilidade de associagdo com sistemas de secagem forgcada. Pode ser

vertical ou horizontal, de acordo com a proporg¢éo altura: largura. Um silo vertical tem uma
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proporcao de 2:1 e pode ser feito de metal ou concreto. Um silo horizontal ou armazenamento
a granel tem baixa altura e fundo maior e ndo é compactado, dificultando a gaseificacdo
(FONSECA, 2021).

Outro sistema muito empregado no armazenamento de graos é o sistema convencional,
é aquele em que os grdos sdo armazenados dentro de embalagens, em geral sacarias. As
unidades de armazenamento neste sistema incluem armazéns, galpdes ou celeiros e armazéns
tradicionais. Sdo unidades ndo herméticas onde o armazenamento dos graos ja secos ocorre sem
ventilacdo forcada, por convecgdo natural do ar externo ndo aquecido. Habilita a detecgédo de
carga, ainda a inspecdo e a coleta de amostras podem ser feitas diretamente (ELIAS et al.,
2017).

De acordo com Zen (2014) uma das formas de armazenagem de graos é o estoque a
granel em silos horizontais, também conhecidos como armazéns graneleiros. Sdo caracterizados
por possuir uma base maior que a altura, baixo custo e constru¢cdo mais rapida em relacdo aos
silos verticais, além de armazenar uma quantidade consideravel de grdos. Além disso, tais
estruturas sao recomendadas para culturas que apresentam alta rotatividade, pois as aberturas
laterais dos graneleiros permitem a entrada de insetos e reduzem a eficiéncia da aeracdo dos
gréos.

Neste sentido, 0 armazenamento a granel requer cuidados intensos, especialmente em
casos de armazenamento em longo prazo. Desta forma, amostragens periddicas efetuadas em
diferentes posicdes do silo para determinacdo da umidade e da temperatura da massa de
sementes, permitem verificar se ha uniformidade no comportamento do material armazenado e
avaliar a eficiéncia ou necessidade de maior ventilagdo no silo (ZILLI et al., 2009).

Gragas a grande producdo de grdos, o Brasil conquistou um lugar importante no
comércio internacional como exportador de produtos agricolas. Como parte da producao fica
armazenada por um determinado periodo de tempo, o pais enfrenta problemas nessa area devido
a falhas nos processos de armazenamento e baixa capacidade de armazenamento (SENAR,
2018). Embora o setor graneleiro apresenta resultados animadores no mundo dos negdécios,
ainda sdo ignoradas as etapas basicas do planejamento estratégico que poderiam evitar
desperdicios de insumos produtivos ou armazenamento inadequado (TAVARES, 2022).

As estimativas do MAPA e da Food and Agriculture Organization (FAO), indicam que
as perdas quantitativas médias brasileiras sdo de aproximadamente 10% do total produzido
anualmente. Tais perdas sdo atribuidas a varios fatores, como principal, temos as estruturas de

armazenagem inadequada, bem como também a indevida distribuicdo da capacidade estética,
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ou seja, existe uma dificuldade, uma lacuna, entre a propriedade rural e os canais de distribuicéo
e armazenamento. Assim, tanto os canais de distribui¢do interno quanto o externo de exportacéo
sofrem, o que resulta em alteragdes significativas nos custos de logistica (SILVA, 2022).

Embora tenha uma grande quantidade de tecnologia empregada na agricultura
brasileira, as perdas quantitativas e qualitativas originadas principalmente durante o processo
de armazenamento tém provocado grandes prejuizos. Durante 0 armazenamento, 0s grdos séo
submetidos a uma gama de fatores externos, os quais podem ser fisicos, como a temperatura e
umidade ou quimicos como o fornecimento de oxigénio e outros agentes quimicos, pode ser
também bioldgico e sofrer a acdo de fungos, bactérias, insetos e roedores (REGINATO et al.,
2014).

A perda de grdos durante o armazenamento pode ocorrer devido a presenca de insetos,
que deterioram a qualidade dos gréos, além de muitas vezes também serem vetores para a
entrada de fungos no armazém. Os fungos tém a capacidade de produzir micotoxinas, tais
toxinas podem causar efeitos nocivos na salde humana e animal. Além do mais, o
armazenamento inadequado dos grdos pode dificultar a exportacdo de produtos agricolas, pois
afeta diretamente na qualidade dos grdos (LORINI, 2015).

De acordo com Arantes (2022), o governo brasileiro aumentou em 84% 0s recursos
direcionados a investimentos no setor de armazenagem, no Plano Safra anunciado em junho de
2021. Portanto, cerca de R$4,2 bilhdes foram investidos no Programa para a Construcdo e
Ampliacdo de Armazéns (PCA). No programa, o produtor deve investir em silos de, no minimo,
6.000 toneladas. A publicacdo ainda relata que, de acordo com 0 MAPA, esse valor é suficiente
para proporcionar um aumento de até cinco milhGes de toneladas a capacidade instalada no
pais, sendo possivel a implementacdo de 500 novas unidades armazenadoras.

Assim, a existéncia de uma rede armazenadora é de fundamental importancia nao sé
para 0 escoamento das safras de grdos, mas também para a realizacdo de politicas de
abastecimento e expansao da producéo agricola (ARANTES, 2022). O descompasso entre a
sazonalidade da producdo de grdos e 0 seu consumo ininterrupto promove, caso ndo se tenha
uma capacidade estatica de armazenamento suficiente para a formacéo de estoques reguladores,

uma flutuacdo dos precos dos produtos.

4.3.1 Fungos no armazenamento

De acordo com estimativas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
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(EMBRAPA) - Milho e Sorgo, os insetos-praga, fungos e micotoxinas somados a ataques de
roedores sdo problemas que tém imposto perdas consideraveis ao produtor de graos, em torno
de 15%, e estdo relacionadas ao armazenamento inadequado da producédo (BRITO, 2015).
Neste sentido, quando os grdos saem do campo, com impurezas e umidade elevada, hd o
favorecimento do surgimento de pragas nos grdos armazenados. Em virtude disso, antes de
serem estocados, 0s grédos devem passar pelo beneficiamento para melhorar sua qualidade e
aumentar o tempo de estocagem, incluindo a uniformizacdo do teor de umidade para 13%
(KRAMMES, 2021).

Além de insetos-praga e residuos de agrotoxicos, um dos principais contaminantes de
gréos armazenados séo os fungos (BRITO, 2015). Geralmente, a infeccéo e a deterioracdo dos
grdos por fungos, ocorrem ainda no campo, agravando-se durante as operacdes de colheita,
transporte, secagem, beneficiamento e armazenamento, resultando na reducdo da qualidade
sanitéria, fisica e nutricional dos graos e seus derivados (CANEPPELE et. al., 2013). Os danos
ocasionados por fungos sdo muitas vezes desconsiderados até alcancarem proporgdes
alarmantes.

Os fungos s@o organismos heterotréficos unicelulares ou pluricelulares, estes tltimos
caracterizados pela formacdo de estruturas filamentosas, as hifas, que constituem o micélio. Na
fase reprodutiva, o micélio forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas que originam 0s esporos,
principais responsaveis pela propagacgdo das espécies e tém nos insetos-pragas de graos um dos
principais agentes disseminadores (MAIA e JUNIOR, 2010; SANTOS, 2015; KOSAWANG,
2018). Vivendo nos mais diversos ambientes aquaticos e terrestres, esses organismos podem
ser microscopicos (fungos filamentosos e leveduriformes) ou macroscépicos (cogumelos), o
que esta relacionado a multiplicidade de caracteristicas das varias espécies do grupo (ABREU;
ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

Os fungos saprofitos sdo organismos fungicos que obtém seus nutrientes a partir de
matéria organica em decomposicdo. Eles sdo conhecidos como decompositores, pois
desempenham um papel fundamental na decomposicado da matéria morta (SANTQOS, 2015). Em
sua maioria os fungos saprofitos sdo responsaveis pela degradacdo de matéria orgénica, de
modo que obtém os nutrientes para sua sobrevivéncia a partir de tecidos, mortos e/ou em
decomposicdo, de plantas ou animais (MORAES, PAES, HOLANDA, 2009).

Sendo frequentemente observados crescendo em madeira em decomposicdo e em solos
enriquecidos com lascas de madeira ou cascas de arvores. Assim, durante o processo de

decomposicgdo, a matéria organica contida em organismos mortos é devolvida ao ambiente, de
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modo que ficam disponiveis para a utilizagdo por outros organismos, favorecendo a fertilidade
do solo e sendo fundamentais para a manutencao do ecossistema (SANTOS, 2015; ATHAYDE,
SANTOS, SILVA, 2020).

Apesar destes aspectos positivos, tais fungos podem provocar prejuizos econdémicos,
como o apodrecimento de alimentos, doencas em plantas e animais, além de atacar tecidos,
papeldes, couros, ceras, combustiveis, petrleo, madeira, papéis, ou seja, quase que qualquer
material concebivel. Isso ocorre por portarem enzimas que quebram moléculas organicas,
incluindo lignina e celulose, os fungos sdo, muitas vezes, incOmodos e extremamente
destrutivos. O congelamento do alimento é necessério, pois inibe a atuacdo desses
decompositores (SANTOS, 2015).

Por requerem ambientes com umidade relativa superior a 80% para crescerem, fungos
do campo contaminam os grdos apenas durante o cultivo (SILVA, 2005). Os principais géneros
de fungos que invadem gréos e sementes durante o amadurecimento, causando danos antes da
colheita, sdo Alternaria, Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium, Gibberella,
Helminthosporium e Nigrospora. Estes fungos ndo se desenvolvem normalmente durante o
armazenamento, exceto em grdos armazenados com alto teor de umidade (MARCIA;
LAZZARI, 1998).

Os fungos de armazenamento demandam menor quantidade de agua, desta forma, estes
proliferam em maior intensidade na massa de grdos no periodo pds-colheita (SILVA, 2005).
Fungos dos géneros Aspergillus, Mucor, Penicillium, Rhizopus sdo os mais frequentemente
detectados em grande numero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos
e lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos agricolas (MARCIA;
LAZZARI, 1998). Fungos do género Fusarium s&o relatados como potencialmente causadores
de prejuizo antes e durante o armazenamento (ARAUJO et al., 2010).

Os danos causados por estes fungos sao muito mais sérios do que os causados pelos
fungos de campo e incluem o emboloramento visivel, a descoloragéo, o odor desagradavel, a
perda de matéria seca, 0 aquecimento, as mudancas quimicas e nutricionais, aléem da producéo
de compostos toxicos denominados de micotoxinas (BENTO et al., 2012). Esporos de fungos
do armazenamento sdo abundantes em locais destinados a processamento e armazenagem de
gréos, e, sob condicdes Otimas de temperatura e umidade relativa, germinam e se desenvolvem
(MANTOVANI, 2000; SANTIN, 2001; RUPOLLO et. al., 2006; BETO, et. al., 2012; LINS,
et. al., 2014).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos por fungos
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filamentosos, que, quando ingeridos, sdo prejudiciais & saide humana e animal, além de
apresentarem elevada atividade mutagénica, carcinogénica e teratogénica (CANEPPELE et al.,
2013). Acredita-se que sua funcdo biologica seja atuar como fator de competicdo, com
bactérias, pelo substrato, ou que seja produzida como um erro ou desvio do metabolismo
fangico durante estresse ambiental, ou ainda, como simples acaso da programacdo genética de
fungos (SOUSA, 2003; KOSAWANG,2018). De acordo com a FAO 2021, cerca de 25% dos
alimentos em nivel global estdo contaminados por essas substancias.

As intoxicacOes podem ser de forma direta, quando o produto é diretamente utilizado
na alimentagéo, ou indireta, quando s&o utilizados subprodutos e derivados contaminados com
micotoxinas (SILVA, 2005). As micotoxinas possuem carater cumulativo, dessa forma, elas
podem também alcancar a cadeia alimentar humana indiretamente. Quando ingerida por
animais atraves de ra¢fes contaminadas, os produtos alimenticios derivados destes, como carne,
leite e ovos, também estardo contaminados. Tratamentos térmicos e processamentos industriais
podem eliminar os fungos presentes, mas ndo séo capazes de eliminar as toxinas dos alimentos
(PRESTES, et al., 2019).

Os grdos infectados por fungos sdo chamados de gréos ardidos. Os grdos ardidos de
milho, por exemplo, sdo resultantes da incidéncia de fungos que causam as podriddes da espiga.
A presenca de grdos ardidos ndo apenas reduz o peso e a qualidade dos gréos, mas também
pode representar riscos a saide humana e animal quando o milho é colonizado por fungos que
produzem toxinas (micotoxinas). Os grdos ardidos possuem descoloracdo, pelo menos 25% de
sua superficie, podendo ser de matriz que varia de marrom a roxo ou de vermelho claro a
vermelho intenso (TIKAMI, 2021).

Segundo a Embrapa Milho e Sorgo (2014), nos ultimos anos, as agroinddstrias tém
adotado, como padrdo de qualidade, o limite maximo de tolerancia de 6% de graos ardidos em
lotes comerciais de milho. Além disso, 0 MAPA, juntamente com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabeleceu o limite maximo de 2 pg. g™ para micotoxinas em
grdos de milho. De acordo com Art. 4° 0s niveis de micotoxinas deverdo ser tdo baixos quanto
razoavelmente possivel, devendo ser aplicadas as melhores préticas e tecnologias na producéo,
manipulagdo, armazenamento, processamento e embalagem, de forma a evitar que um alimento
contaminado seja comercializado ou consumido (ANVISA, 2011).

Para a agricultura, ja foram identificadas mais de quinhentas micotoxinas. Entretanto,
as de maior importancia sdo responsaveis pelos maiores indices de contaminagdo de gré&os,

sementes e outros alimentos, como: as aflatoxinas e ocratoxinas, produzidas por fungos do
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género Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas por algumas
espécies do género Aspergillus e Penicillium, e as fusariotoxinas, que possuem como principais
representantes os tricotecenos, a zearalenona e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies
do género Fusarium (CANEPPELE et al., 2013; PRESTES et al., 2019).

O controle de fungos geralmente € realizado por aplicacdo de fungicidas na producéao
de sementes e utilizacdo das préaticas de manejo agricolas no campo. Porém, o desenvolvimento
de maior resisténcia dos fungos perante os fungicidas tende a aumentar com o passar dos anos,
e com isso as formas de controles precisam ser melhoradas (PRESTES et al., 2019). E preciso
cuidados para controlar e, especialmente, evitar a contaminagao por micotoxinas.

Por este motivo o controle fitossanitario é de suma importancia para o manejo integrado
de doencas. O emprego de fungicidas sintéticos tem sido uma alternativa como tratamento
convencional, nele, as sementes sdo tratadas com diferentes formulacGes de modo que evite o
contato e ataque dos possiveis patdgenos presentes no solo ou superficie da semente. Tal
tratamento é utilizado principalmente durante a fase inicial do desenvolvimento da planta,
sendo o periodo no qual a planta esta mais suscetivel a danos (XAVIER; FRANCA e
CARDOSO, 2020).

Ainda segundo Xavier, Franca e Cardoso (2020), embora esta técnica seja muito
aplicada entre os produtores de grdos, ela pode provocar riscos de contaminagdo ao
meioambiente e a satide de produtores e consumidores, devido a sua toxicidade. Portanto, outras
alternativas vém sendo estudadas para um melhor controle bioldgico, o uso de extratos e 6leos
essenciais, por exemplo, tem se mostrado promissoras para o tratamento seguro de diversas
culturas, pois possuem caracteristicas interessantes como baixa toxicidade e rapida degradacéo.

Além disso, um controle eficaz depende também de boas condi¢des de armazenamento
dos gréos, evitando o aparecimento e proliferacdo de fungos e outros patégenos. E importante
também, um controle através de testes periddicos com a reducdo da umidade, manter a
temperatura uniforme, evitar insetos, separar 0s graos contaminados e aplicar boas praticas de

armazenamento e controle (LORINI, 2015).

4.3.2 Fungos produtores de enzimas hidroliticas

Existem uma variedade de organismos produtores de enzimas hidroliticas (amilases,

celulases, lipases, pectinases, proteases, entre outras), tais como fungos filamentosos, bactérias,
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insetos e leveduras (CORONADO-RUIZ; AVENDANO; ESCUDERO-LEYVA; CONEJO-
BARBOZA et al., 2018). As enzimas hidroliticas sdo responsaveis pela quebra de moléculas
grandes em componentes menores por meio da adicdo de agua. Essas enzimas tém um papel
crucial no metabolismo dos fungos, permitindo-lhes decompor e absorver uma ampla variedade
de substratos organicos (SILVA; SOUSA; SANTANA, 2023).

Os fungos sdo reconhecidos como excelentes produtores de enzimas hidroliticas devido
a sua habilidade em secretar grandes quantidades dessas enzimas para 0 meio ambiente. 1sso
ocorre devido a sua estrutura celular, que inclui uma parede celular rigida e um sistema de
transporte eficiente. Essas caracteristicas permitem que os fungos secretam as enzimas para
fora de suas celulas, onde elas podem atuar sobre o substrato desejado (HEINZ et al., 2014)

Ha diversos estudos acerca de fungos filamentosos que tém a capacidade de produzir
enzimas de interesse industrial. Estes fungos produtores de enzimas hidroliticas sdo
encontrados de fungos produtores de enzimas hidroliticas que incluem espécies dos géneros
Aspergillus, Trichoderma e Penicillium (FINI, 2021; POLIZELI, 2005).

As enzimas hidroliticas produzidas pelos fungos sdo amplamente utilizadas em diversas
aplicacdes industriais. Por exemplo, na industria alimenticia, as enzimas podem ser usadas na
producdo de paes, cervejas e queijos (THAPA et al., 2019; BANO; DAHOT; NAQVI, 2016).
Na industria téxtil, elas sdo empregadas para remover residuos de algodao e outras fibras. Além
disso, as enzimas hidroliticas tém um papel importante na producdo de biocombustiveis, na
industria farmacéutica e em processos de tratamento de residuos, entre outras aplicacdes
(QUEIROZ; SOUSA, 2020; WERNECK, 2016).

Nos dias atuais, grande parte das enzimas utilizadas nos processos industriais tem
origem microbiana, principalmente de fungos filamentosos (CHERRY; FIDANTSEF, 2003;
FILIATRAULT-CHASTEL et al.,, 2021). O aumento do uso desses microrganismos na
industria aconteceu devido a sua facilidade de manipulacdo em ambientes laboratoriais
controlados, de modo que é possivel produzir uma grande quantidade de enzimas em um
periodo de tempo curto, com alta efetividade e custo relativamente baixo (EL-GENDI et al.,
2021; SILVA; SOUSA; SANTANA, 2023).

Um bom exemplo de enzima produzida pelos fungos filamentosos sdo as proteases.
Proteases sd@o enzimas que atuam na quebra de ligacdes peptidicas presentes nas proteinas,
resultando na fragmentacdo das proteinas em peptideos menores e aminoacidos (QUEIROZ;
SOUSA, 2020; RAO; TANKSALE; GHATGE; DESHPANDE, 1998). Essas enzimas

desempenham um papel fundamental em diversos processos bioldgicos, como a digestdo de
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proteinas, a regulacdo de vias metabdlicas e a degradacdo de proteinas danificadas ou néo
funcionais (NASCIMENTO et al., 2021).

As proteases sdo as enzimas mais produzidas na industria, pois elas possuem uma
diversidade de aplicacbes como, na industria farmacéutica, no processamento de couro e de
seda, no tratamento de efluentes, na producdo de detergente, entre outros (CHAUD; VAZ;
FELIPE, 2007). Na industria alimenticia a proteases possui ampla aplicacdo em diversos
processos, devido a sua capacidade de melhorar as propriedades nutricionais, funcionais e
sensoriais de ingredientes e produtos, por este motivo a industria alimenticia é a que mais
consome este tipo de enzima (NASCIMENTO et al. 2021; FINI, 2021).

Por outro lado, temos também as enzimas celuloliticas (celulases), que estdo entre as
enzimas mais produzidas na industria. As celulases sdo um grupo de enzimas conhecidas como
enzimas celuloliticas, que sdo capazes de degradar a celulose, um polissacarideo encontrado na
parede celular das plantas. Essas enzimas desempenham um papel essencial na natureza,
permitindo a degradacéo da celulose em unidades de glicose, que podem ser usadas como fonte
de energia por organismos como bacteérias, fungos e alguns animais herbivoros (MONTEIRO;
SILVA, 2009).

As aplicacbes da celulase sdo vastas e abrangem setores como producdo de
biocombustiveis, industria de papel e celulose, alimentos e racfes, indUstria de detergentes,
tratamento de residuos e industria téxtil. Essas aplicacfes exploram a capacidade da celulase
de degradar a celulose, contribuindo para processos mais eficientes e sustentaveis em diversas
areas industriais (MARROQUES, 2020; ORLANDELLI et al., 2012). Por tanto, enzimas como
protease e celulase sdo produtos bioldgicos que tém potenciais aplicacfes e também alto valor
agregado, pois apresentam muitas propriedades e vantagens em relacdo aos quimicos sintéticos,
que liberam substancias poluentes e toxicas ao meio ambiente (MONTEIRO; SILVA, 2009).
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5. METODOLOGIA

5.1 Aquisicao de amostras de graos de milho e soja para o estudo

O estudo foi conduzido na cidade de Luis Eduardo Magalhdes, municipio que fica
localizado no extremo oeste do estado da Bahia, cuja vegetacdo predominante é Cerrado. Todas
as coletas foram realizadas em janeiro e fevereiro de 2023. Primeiramente, foram selecionados
os locais de aquisicdo de amostras. Para as amostras advindas de casas agropecuarias, 0S
seguintes critérios de selecdo foram adotados: grande fluxo de transeuntes, comercializacdo
concomitante de uma grande variedade de produtos, além de produtos em bom estado de
armazenamento. Para as amostras advindas de fazenda, optou-se por fazendas que possuem
silos, livres de contato com ar, umidade, insetos e/ou roedores.

Com relacdo aos critérios de inclusdo das amostras, considerou-se 0s seguintes: graos
necessariamente inteiros; auséncia de tratamentos com antibi6ticos, antifingicos ou quaisquer
outras substancias inibidoras do crescimento de microrganismos; auséncia de sujidades
aparentes (fungos, pedras, insetos, residuos plasticos, etc.). Com relacdo aos critérios de
exclusdo de amostras, foram desconsideradas aquelas que contivessem graos triturados junto
com os grédos inteiros ou moidos, ou ainda, amostra com algum tipo de tratamento quimico
prévio.

As amostras obtidas foram mantidas em suas embalagens originais e imediatamente
conduzidas ao Laboratério n°® 4 do Centro Multidisciplinar de Luis Eduardo Magalhdes

(CMLEM), da Universidade Federal do Oeste da Bahia, para as anlises.

5.2 Analise da presenca de fungos em amostras de soja e milho

Para analisar a presenca de fungos nas amostras de soja e milho adquiridas, foi
empregada a metodologia de imprinting, conforme proposto por Braz et al. (2016). Com o
auxilio de pinca de dissecacao esterilizada, grdos de soja ou milho foram cuidadosamente
colocados na superficie de placas de Petri, de 90mm de didmetro, contendo meio de cultura
BDA (Batata Dextrose Agar) suplementado com antibiético (enrofloxacino a 0,1 pg.mL™). No
momento de obtencdo de amostras, a totalidade de gréos de milho adquiridos ou obtidos por
doacdo em cada estabelecimento comercial ou fazenda foi considerada como uma unidade
amostral (aproximadamente 1,0 kg). Como aliquota amostral, adotou-se seis unidades de grao

(milho ou de soja) por placa, de cada amostra, tal como demonstrado nas Figuras 1 e 2. A
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inoculacéo foi realizada em triplicata.

Figura 1. Aplicacdo da metodologia de imprinting na amostra de milho.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 2. Aplicacdo da metodologia de imprinting na amostra de soja.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na sequéncia, foram cronometrados cinco minutos de contato com o meio de cultura
BDA e, novamente com pinga de dissecacdo esterilizada, os grdos foram removidos da
superficie da placa de Petri para serem descartadas. Em seguida, as placas de Petri inoculadas
foram incubadas (28 + 2° C) e monitoradas diariamente por dez dias para a observacdo do

crescimento de microrganismos.
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5.3 Contagem, caracterizagdo morfoldgica e identificacdo dos fungos

A medida que os fungos cresceram na superficie do meio de cultura, foram contados e
purificados, por meio de repiques sucessivos e caracterizados. A purificacdo dos fungos ocorreu
por meio de repiques sucessivos em meio de cultura BDA.

Os fungos filamentosos foram caracterizados tanto pela observagdo de caracteristicas
macroscopicas (coloracdo, borda, aspectos de crescimento das coldnias) vistas a olho nu
(LACAP et al., 2003) ou com auxilio de microscépio estereoscopico, e microscopicas
observadas por meio da técnica de microcultivo (RIDDELL, 1950), com adaptacGes. Tal
técnica foi realizada utilizando placas de Petri esterilizadas, no qual em seu interior foi colocado

uma lamina de microscopia, uma laminula e um pedaco de algoddo (Figura 3).

Figura 3. Aplicacéo da técnica de microcultivo.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

ApoGs a esterilizagdo, foi cortado e retirado um cubo (1cm x 1cm) do meio BDA
contendo os fungos purificados. Este cubo contendo o fungo foi colocado sobre a lamina de
microscopia e coberto com a laminula esterilizada. Logo depois, o algoddo que estava dentro
da placa de Petri foi umedecido com agua destilada esterilizada e na sequéncia foi colocada
em uma incubadora para ficar por trinta dias. Durante este periodo a cada 4 dias o0 algoddo foi
umedecido com agua destilada e trocado quando necessario.

Uma vez purificados, os fungos filamentosos foram agrupados em morfotipos. Com
relacdo aos fungos leveduriformes, estes foram caracterizados morfologicamente com base
nas caracteristicas macroscopicas, observada em microscopio optico a 1000x, como proposto

por Kurtzman et al. (2011) e agrupados em morfotipos.
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5.4 Conservagao dos fungos

Apols a purificacdo, os fungos filamentosos foram preservados pelo método de
Castellani (CASTELLANI, 1939). O método Castellani consiste na utilizacdo de frascos
criogénicos e/ou de penicilina (Figura 4), contendo agua destilada estéril (3 mL) onde
aliquotas de blocos de agar de crescimento flngico sdo adicionados, armazenando-0s em
condic¢des ambientais de laboratério (25 + 2 °C) (EMBRAPA, 2012).

Figura 4. Frasco criogénico usado na conservagédo dos fungos.
(Fonte: https://www.rbrvidros.com.br/frasco-penicilina-vial-transparente-com-tampa-e-rolha-de-borracha/prod-
9236072/)

Com relacéo as leveduras, estas foram conservadas em meio GYP (2% de glicose, 1%
de extrato de levedura e 0,5% de peptona) acrescido de Glicerol (15%) (SPENCER,;
SPENCER, 1996).

5.5 Teste de atividade celulolitica

A avaliacdo de atividade celulolitica foi realizada apenas com fungos filamentosos.
Usando a metodologia proposta por Sunitha, Devi & Sriniva (2013), foi possivel avaliar o
potencial de degradacéo dos fungos isolados. Estes foram inoculados em meio de cultura agar-
carboximetilcelulose (CMC) em sua constituicdo temos: glicose: 1,0 g; extrato de levedura: 0,1
g; peptona: 0,5 g; &gar: 16,0 g; 0,5% de CMC; agua destilada: 1,0 L. Apos preparado o meio,
os fungos foram inoculados e as placas foram incubadas a 25 + 3°C durante trés a cinco dias.
Apds esse periodo, as placas foram lavadas com solucdo aquosa de vermelho congo a 0,2 %

por 15 min, como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Adicdo da solucdo de vermelho congo aos fungos inoculados em meio CMC.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
Apos este periodo, a solucdo foi descartada e as placas foram lavadas novamente com
5,0 mL de solucdo de NaCl 1,0 M. A producdo de enzimas foi observada pela formacédo de
halos enzimaticos, os quais foram medidos com paquimetro e os resultados expressos em
milimetros. O teste foi realizado em duplicata. Para comparar a atividade enzimatica entre as
diferentes estirpes testadas, o indice de Raz&o Enzimética (IRE) foi calculado usando a equagio
proposta por Hankin & Anagnostakis (1975), isto é, IRE = D/d, onde D ¢é igual ao diametro
total (halo + col6nia) e d € igual ao diametro da col6nia, ambos medidos com um paquimetro.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado.

5.6 Teste de atividade proteolitica

De acordo com a metodologia proposta por Ribeiro Junior (2015), foi possivel verificar
a atividade proteolitica dos fungos isolados. Estes foram inoculados em placa de Petri contendo
meio de cultura BDA suplementado (9:1) com solucdo estéril de leite em pd desnatado
composto de (10,0%). As placas foram incubadas a 25 = 3°C durante cinco dias. O teste foi
realizado em duplicata e, na leitura, a presenca de um halo transltcido significava que o fungo
era proteolitico e, na sua auséncia, negativo para atividade proteolitica. A avaliacdo de atividade
proteolitica de leveduras ndo foi realizada. O indice de Razdo Enzimatica (IRE) foi calculado

usando a equacgéo proposta por Hankin & Anagnostakis (1975), conforme mencionada acima.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Analise da presenca de fungos em amostras de soja e milho

Adotando os critérios de inclusdo de amostras previamente estabelecidos, foi possivel
obter um total de 3 (trés) amostras de grdos de milho em casas agropecuarias. As amostras
estavam armazenadas, para comercializacdo, em sacos de rafia. No momento da aquisicao,
foram fracionadas em sacos plasticos de primeiro uso (Figura 6A) e foram transportadas, nessas

embalagens até o laboratério.

Figura 6. Amostras em suas embalagens originais, utilizadas neste estudo. A= milho; B = soja.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As amostras de soja foram gentilmente cedidas por proprietarios de duas fazendas, uma
localizada no municipio de Sdo Domingos — GO, e a outra no Anel da Soja, estando localizadas
a 178 km e a 40 km de Luis Eduardo Magalhdes — BA, respectivamente. Dessa forma, foram
analisadas 2 (duas) amostras de soja. As amostras de soja estavam armazenadas em silos nas
fazendas e, assim como ocorreu com as amostras milho, foram fracionadas em sacos plasticos
de primeiro uso (Figura 6B) e foram transportadas, nessas embalagens até o laboratorio.

Apos sete dias de inoculagdo das amostras de milho, foi possivel notar a presenca de
varios fungos, como mostrado na Quadro 1. Neste periodo foi possivel realizar a contagem das
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por amostra. Fungos filamentosos de crescimento

rapido foram observados a partir das amostras 2 e 3.
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Quadro 1. Crescimento dos fungos advindos de amostras de milho.

AMOSTRA PLACA1 PLACA 2 PLACA 3

MILHO 1
(M1)

MILHO 2
(M2)

MILHO 3
(M3)

Abreviagbes: M = milho; 1, 2 ou 3: identificacdo da amostra.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quanto as amostras da soja (Quadro 2), foi possivel perceber o crescimento dos fungos
apenas a partir do 5° dia de inoculagéo. Analisando a quadro, pode-se notar que a amostra 1 da
soja apresentou uma menor ocorréncia do crescimento de fungos, enquanto que na amostra 2,
houve um maior crescimento de fungos filamentosos.
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Quadro 2. Crescimento dos fungos advindos de amostras de soja.

AMOSTRA

PLACA1

PLACA 2

PLACAS3

SOJA1
(S1)

SOJA 2
(S2)

Abreviagoes: S = milho; 1 ou 2: identificagdo da amostra.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Ap0s a etapa de isolamento e purificacdo dos fungos filamentosos, foi possivel calcular

as UFC por amostra (Tabela 1).

Tabela 1. Média de UFC/amostra de milho e soja.

Média + Desvio
AMOstras Placa 1 Placa 2 Placa 3 padrio
FF FL FF FL FF FL
M1 1,5x10' |1,0x10°| 1,8x10% 0 1,9x10% 0 |1,7x10*+ 2,1 x10°
M2 Inc. 0 Inc. [1,0x10°| Inc. 0 Inc.
M3 5,5x10* 0 6,0x10% |1,0x10°| 4,0x10! 0 |5,2x10*+1,0 x10!
S1 1,5x10* 0 3,0x10° 0 1,0x10° 0 6,3x10% 7,6x10°
S2 3,1x10! 0 1,6x10* 0 2,1x10' | 0 | 2,3x10'+7,6x10°

Abreviagbes: M = milho; S = soja; FF = fungo filamentoso; FL = fungo leveduriforme; Inc. = incontavel.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Uma grande variedade morfoldgica de fungos filamentosos foi observada a partir do

milho e da soja (Figura 7). Por meio da caracterizacdo morfologica e de microcultivo, foi

possivel realizar o agrupamento das estirpes em 35 morfotipos, conforme descrito no Quadro

3.

Figura 7. Aspectos macroscépicos de algumas das estirpes de fungos filamentosos obtidos a partir de amostra
de milho e soja.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quadro 3. Morfotipos de fungos filamentosos por amostra de milho e soja e seus aspectos
morfolGgicos mais relevantes.

Caracterizacdo Macromorfoldgica

Morfotipo | Amostra | Codigos de colegdo Cor da frente / cor do reverso / outras
informacdes relevantes
01 M1 M1.1.1; laranja com borda branca / laranja com borda
M1.2.1;M1.3.1 amarelada
) ) borda branca com camada verde e ponto
02 M1 M1.1.2,.M1.2.2., alaranjado no centro/ camada esverdeada e
M1.3.2; M1.3.6 . . «
centro laranja / muita producdo de esporos
M1.1.3; M1.2.3;
03 M1 M1.3.3 branco/branco
04 M1 M1.1.4 branco/amarelo
a a
05 M1 M1.2.4 centro verde, 2% camada branca e 32 amarela/
esverdeado
06 M1 M1.3.4 branco cotonoso/branco
07 M1 M135 verde amarelado / bege / muita producéo de
esporos
Continuacao Do quadro 3.
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Caracterizagcdo Macromorfoldgica
Morfotipo | Amostra | Codigos de colegéo Cor da frente / cor do reverso / outras
informacdes relevantes
08 M2 M2.1.1;, M2.2.2 branco com ponto amarelo no centro/ amarelo
09 M2 M2.1.2: M.2.2.1 branco cotonoso/ centro marrom claro com
borda branca amarelada
10 M2 M2.1.3; M2.2.3 centro verde com borda branca/bege amarelado
11 M2 M2.1.4 centro preto com borda branca com pelicula
cotonosa por cima/ preto com borda branca
12 M2 M2.1.5 amarelo/amarelo
centro preto com duas bordas uma amarela e
13 M2 M2.1.6 outra branca/ centro amarelo com um ponto
preto e borda branca
14 M2 M2.2.4 verde com borda branca / branco com preto
15 M3 M3.1.1; M3.3.1 branco cotonoso/ branco amarelado
16 M3 M3.1.2; M3.2.2; branco cotonoso com ponto vgrde no centro/
M3.3.2 verde (depois de dias, fica preto)
17 M3 M3.1.3; M3.2.1;
M3.3.3 branco com amarelo/amarelo esverdeado
18 M3 M3.1.4 branco/branco
19 M3 M3.1.5; M.3.3.4 branco com laranja/branco amarelado
20 M3 M3.2.3 branco com ponto v_erde em volta cotonoso
alaranjado/ laranja amarelado expeco
21 M3 M3.2.4; M3.3.5 branco/branco
centro verde com borda branca/ ondas verdes
22 M3 M3.2.6; M3.3.6 clara com borda branca / muita producéo de
esporos
23 s1 S1.1.1: S1.2.1 branco cotonoso com centro amarelado borda
branca/branco amarelado
24 S1 S1.1.2 branco cotonoso/branco
centro cotonoso esverdeado com borda branca/
25 S1 S1.1.3 verde e camadas branca / muita producéo de
esporos
26 s1 5122 centro amarelo com_borda esvgrdeada/ amarelo
esverdeado / muita producédo de esporos
27 S1 S1.3.1 preto/preto
centro verde cotonoso com borda branca/
28 S2 S2.1.1;S2.3.1 esverdeado com dois halos e borda branca /
muita producdo de esporos
centro amarelo cotonoso com borda amarela e
29 S2 S2.1.2;S2.2.1 terceira borda bege/ centro marrom com borda
amarela
30 52 5213 centro amarelo_ & marrom com borda bege/ bege
/ muita producdo de esporos
31 52 S2.1.4;S2.2.2; centro verde claro; 22 camada amarelo escuro e
S2.3.4 borda branca/amarelo
Continuacdo Do quadro 3.
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Caracterizagcdo Macromorfoldgica

Morfotipo | Amostra | Codigos de colegéo Cor da frente / cor do reverso / outras

informacdes relevantes

32 S2 S2.1.5;S2.3.2 amarelo/ amarelo

33 52 $2.1.6: 52.3.3 centro marrom com borda amarela/ amarelo

escuro

34 52 5224 verde cotonoso igual a 14/ ponto vermelho no
centro e resto esverdeado

35 52 $205 amarelo escuro com borda branca/ marrom no

centro com borda laranja

Abreviages: S = soja; 1 ou 2: identificacdo da amostra.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quanto as leveduras, observou-se apenas uma UFC de levedura a partir de cada amostra
de milho (Tabela 1), cuja caracterizagcdo morfoldgica encontra-se no Quadro 4. Ndo foram
observadas UFCs de levedura a partir de amostras de soja.

Quadro 4: Caracterizacdo morfoldgica das leveduras obtidas das amostras de milho.

Amostra M1 M2 M3

Levedura

Abreviacbes: M = milho; 1, 2 ou 3: identificagdo da amostra.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Embora um morfotipo ndo tenha equivaléncia direta com uma espécie, € possivel
presumir, a partir da analise do Quadro 3, que existe uma alta diversidade de espécies de fungos
filamentosos associados ao milho e a soja. Por meio de microcultivo e contraste com literatura
especializada em micologia, foi possivel a identificacdo de alguns dos isolados, conforme

descrito no Quadro 5 e nas Figuras 8, 9 e 10.
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Quadro 5: Identificagdo de isolados de milho e soja.

Morfotipo Cddigo de colecdo Identificacao
11 M2.1.4 Curvularia sp. (Figura 8)
22 M3.2.6; M3.3.6 Penicillium sp. (Figura 9)
25 S1.1.3 Aspergillus sp. (Figura 10)

Figura 8. Fungo filamentoso isolado de milho (amostra 2), codigo de cole¢do M2.1.4, identificado
como Curvularia sp. A: aspectos macromorfoldgicos; B: aspectos micromorfologicos.

Figura 9. Fungo filamentoso isolado de milho (amostra 3), codigo de colecdo M3.2.6, identificado como

Penicillium sp. A: aspectos macromorfoldgicos; B: aspectos micromorfoldgicos.
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Figura 10. Fungo filamentoso isolado de soja (amostra 1), codigo de colegdo S1.1.3, identificado como
Aspergillus sp. A: aspectos macromorfolégicos; B: aspectos micromorfoldgicos.

E importante ressaltar que fungos do tipo Aspergillus sp. e Penicillium sp, sdo fungos
que possuem a capacidade de produzir micotoxinas (MARCIA; LAZZARI, 1998). A presenca
destes fungos em grdos armazenados pode levar a deterioracdo dos grdos, perda de valor
nutricional e contaminagdo através das micotoxinas produzidas (BENTO et al., 2012;
CANEPPELE et al., 2013.). Neste sentido, a detec¢do e o controle de tais micotoxinas séo
essenciais para garantir a seguranca alimentar e minimizar os riscos associados a ingestao
destas substancias. Embora seja importante a detec¢do das micotoxinas, este ndo foi o foco do
estudo. Por conta disso, ndo foi realizado testes com as micotoxinas produzidas pelos fungos
encontrados.

Assim, 12 dos morfotipos mais frentes foram selecionadas para realizacdo do ensaio de
atividade celulolitica. Destes, sete foram isolados de grdos de milho e cinco de gréos de soja.
Alguns dos resultados (positivos e negativos) estdo apresentados, de forma ilustrativa, nas
figuras 11 e 1.
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Figura 12. Teste positivo para atividade celulolitica com fungo isolado da amostra 2 de soja (S.2.13).

Assim, podemos afirmar que cerca de 90% dos fungos filamentosos testados, advindos
de amostras da soja, testaram positivo, pois apenas 1 testou negativo. Enquanto que 57% dos
fungos filamentosos isolados de amostras de milho apresentaram resultado negativo. Podemos
visualizar a formacéo de halos nos testes positivos e a auséncia deles nos testes negativos. De
acordo com Neirotti & Azevedo, 1688, os halos sdo representados pela zona mais clara ao redor
da col6nia correspondente, sua presenca indica que naquela regido houve degradacdo por
atividade de celulolitica.

Na tabela 2, podemos observar os fungos filamentosos que testaram positivo para
producéo de celulase, onde o IRE variou de 1,06 a 2,57 (média * desvio padrdo =1,37 + 0,48).
Quando o IRE é igual ou préximo a 1, significa que a taxa de formag&o de produtos pela enzima
é igual a taxa de consumo de substrato. Ha um equilibrio entre a atividade enzimatica e a
concentracdo de substrato. De modo que isso sugere que a enzima estd funcionando
eficientemente, convertendo os substratos em produtos na mesma taxa em que 0s substratos
estédo sendo consumidos.

O fungo S2.1.5, se apresentou como um potencial produtor de celulase com um indice
de Razdo Enzimatica (IRE) (>) 2,00. Um IRE de 2 indica que a enzima esta agindo de forma
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mais rapida para converter os substratos em produtos, em compara¢do com a taxa na qual os

substratos estdo sendo consumidos. Isso pode indicar uma maior eficiéncia ou atividade

enzimatica em relagédo ao equilibrio entre a enzima e os substratos.

Tabela 2. Estirpes de fungos filamentosos que testaram positivo para atividade celulolitica.

Codigo de @c* (mm) @h** (mm) IRE SDD***

colecédo

M1.1.4 36,3 38,6 1,06 0,48
M1.3.4 43,0 44,4 1,03 0,48
M2.1.6 21,5 35,3 1,64 0,45
M2.2.4 20,1 21,0 1,04 0,49
S2.1.2 30,3 44,5 1,47 0,47
S2.1.3 32,0 41,0 1,28 0,52
S2.1.5 17,1 44,0 2,57 0,54
$2.3.1 17,0 25,5 1,50 0,06

(*) Diametro médio da col6nia; (**) Diametro médio do halo; (***) Desvio padrao do IE

Quanto a atividade proteolitica, foi possivel observar que apenas os fungos filamentosos

isolados da amostra de soja apresentaram um halo claro ao redor da coldnia, caracterizando

como produtores de protease, como pode ser visto na figura 13.
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Figura 13. Teste positivo para atividade celulolitica de amostras de soja 2,
A(S2.1.2) e B (S2.1.3)

Para o fungo S2.1.2 um diametro médio de col6nia e halo igual a 25,5 e 30,0, resultando
em um IRE igual a 1,20, e enquanto o fungo S2.1.3 obteve um didmetro médio e halo foi igual
a 29,1 e 35,5, resultando em um IRE igual a 1,22, a (média + desvio padrdo =1,21 + 0,01).

Enquanto na figura 14 ¢é possivel ver a auséncia de halo do fungo isolado do milho.

Figura 14. Teste negativo para atividade proteolitica, amostra De Milho 1 (M1.1.4).

Muitos estudos apontam que diferentes espécies de fungos isolados da soja séo capazes
de produzir proteases. Esses fungos podem ser encontrados tanto no solo quanto nos graos de
soja. As proteases produzidas por fungos isolados da soja tém aplicagBes industriais
significativas. Por exemplo, elas podem ser usadas na industria alimenticia para melhorar a
digestibilidade de proteinas, auxiliar na producéo de produtos fermentados a base de soja, como
o tofu e na producdo de hidrolisados proteicos usados como ingredientes em alimentos e
suplementos nutricionais (ORLANDELLI et al., 2012).

Além disso, as proteases fungicas também encontram aplicacdo em setores como a
industria farmacéutica, detergentes, téxteis e produtos de cuidados pessoais. Elas podem
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auxiliar na producdo de medicamentos, na remoc¢do de manchas de proteinas em tecidos e na
formulacdo de produtos de limpeza eficazes (WENZEL, et al., 2013). Portanto, 0os fungos
isolados da soja tém potencial para produzir proteases, que desempenham um papel importante
em varias industrias, proporcionando beneficios significativos na manipulacéo e processamento
de proteinas.

Por tanto, embora ndo tenham sido identificados sua morfologia, tivemos fungos
isolados da soja que apresentaram como positivos para ambas as enzimas, de modo que estes
fungos podem se tornar promissores produtores de enzima proteolitica e celuloliticas. Neste
sentido, se faz necessario estudos futuros visando identificar molecularmente tais estipes, além
disso se faz necessario testes para determinar as condices ideais de producdo dessas enzimas,
de modo que poderdo viabilizar o emprego das mesmas no desenvolvimento de produtos e/ou

processos biotecnologicos.
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7. CONCLUSAO

A partir das analises realizadas, foi possivel identificar uma grande variedade de
fungos associados a grdos de milho e soja em condicGes de armazenamento. Estes foram
agrupados em 35 morfotipos diferentes de fungos filamentosos e 3 morfotipos de fngos
leveduriformes. Assim, através do microcultivo e andlise das caracteristicas macroscopicas,
foi possivel identificar trés fungos a Curvularia sp. da amostra 2 do milho com cédigo M2.1.4,
Penicillium sp da amostra 3 do milho com codigo M3.2.6; M3.3.6 e 0 Aspergillus sp. Isolado
da amostra 1 da soja (S1.1.3). E vélido ressaltar que j& era esperado encontrar tais estirpes, pois
fungos como Aspergillus sp e Penicillium sp s&o frequentes em graos armazenados.

Além disso, através dos testes foi possivel identificar fungos com potencial para
producdo de enzimas proteoliticas, como destaque para os fungos isolados da amostra de soja
que testaram positivo tanto para enzima proteolitica, quanto para celuloliticas os fungos com
cddigo S2.1.2, S2.1.3 e 0 S2.1.5 que obteve um IRE igual a 2,57. Alguns isolados do milho
testaram positivo apenas para atividade celulolitica. Por tanto, embora ndo tenham sidos
identificados, estes fungos se mostram promissores para producdo de enzima hidroliticas.
Assim, para o0 emprego das mesmas no desenvolvimento de produtos e/ou processos biotecnoldgicos,
se faz necessario estudos futuros para identificar as condi¢des ideais de producdo e atividade

enzimatica de tais fungos.
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9. APENDICE

Fungos isolados da amostra de milho que testaram positivo e negativo para a producdo de
enzimas celuloliticas.

NEGATIVOS POSITIVOS

Isolado da amostra de milho 2 (M2.12)

Isolado da amostra 3 milho (M3. 12) Isolado da amostra 2 milho (M2.24)
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Isolado da amostra soja 2 (S2.12)

Isolado da amostra 3 milho (M3.14)

Isolado da amostra de soja 2 (S2.15)

A &

Isolado da amotr oja 1(S1.31)
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Fungos isolados da amostra de soja e milho que testaram positivo e negativo para a producao
de enzimas proteoliticas.

NEGATIVO POSITIVO

Isolado da amostra soja 2 (S2.13)

Isolado da amostra soja 2 (S2.12)

Isolado da amostra milho 1 (M1.34)
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Isolado da amostra milho 2 (M2.1.2)




Isolado da aostr 1soja(S1.1.1)
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