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RESUMO

Com o crescimento do agronegécio em Pernambuco, ha uma tendéncia de
aumento da geracédo de residuos. Este estudo visa criar meios de cultura alternativos
a base de residuos agroindustriais para a producdo de biomassa e quitosana por
novas espécies de fungos, bem como avaliar a acdo antimicrobiana da quitosana
contra fungos fitopatogénicos. Os fungos Absidia caatinguensis e Backusella
azygospora foram cultivados em meio a base de residuo de milho (milhocina),
maltodextrina (ARGO® MD 20) e xarope de glucose (ARGO® GSS 1930),
combinados por um planejamento fatorial 22. A biomassa produzida foi usada para
extragdo de quitina e quitosana por processo alcali-4cido. A. caatinguensis obteve
rendimento em biomassa de 13,11 g/L (18% xarope de glucose e 24% de milhocina),
quitina 131,39 mg/g e quitosana 69,50 mg/g (6% maltodextrina e 12% milhocina). B.
azygospora obteve 18,91 g/L de biomassa (18% maltodextrina e 24% milhocina),
quitina 127,70 mg/g e quitosana 28,81 mg/g (6% xarope de glucose e 12% milhocina).
Por outro lado, no meio de cultura padrdo Sabouraud-Sacarose (10 g/L de peptona
bacteriologica e 20 g/L de sacarose), A. caatinguensis obteve 3,97 g/L de biomassa,
120,78 mg/g de quitina e 47,72 mg/g de quitosana. Ja para o fungo B. azygospora, 0
rendimento em biomassa foi de 3,59 g/L, 142,63 mg/g de quitina e 24,98 mg/g de
quitosana, demonstrando que 0s meios alternativos apresentaram maiores
rendimentos em biomassa e quitosana. Os valores de CIM e CFM da quitosana
obtidos para Colletotrichum gloeosporioides foram de 6 mg/mL e 7 mg/mL
respectivamente. Em Alternaria alternata, a CIM da quitosana foi 7 mg/mL e CFM 8
mg/mL. A quitosana também demonstrou eficacia na inibicdo de esporos: 6 mg/mL
resultou em 86% de inibi¢do para Colletotrichum gloeosporioides e 7 mg/mL em 91,5%
para Alternaria alternata. No teste de inibicdo do crescimento micelial radial, 1 mg/mL
de quitosana inibiu 75% do crescimento de Fusarium oxysporum e 6 mg/mL inibiu 70%
de Colletotrichum gloeosporioides. Sendo assim, 0os meios de cultura alternativos se
mostraram promissores para producado de biomassa e quitosana, a qual demonstrou
excelente atividade contra fungos fitopatogénicos sendo uma excelente escolha para

o controle sustentavel de doencas que afetam a agricultura.

Palavras-chave: Acao inibitoria, Agroindustria, Biopolimero, Caatinga,

Economia circular, Residuo.



ABSTRACT

With the growth of agribusiness in Pernambuco, there is a tendency for
increased waste generation. This study aims to create alternative culture media based
on agro-industrial waste for the production of biomass and chitosan by new species of
fungi, as well as to evaluate the antimicrobial action of chitosan against
phytopathogenic fungi. The fungi Absidia caatinguensis and Backusella azygospora
were cultivated in a medium based on corn residue (milhocina), maltodextrin (ARGO®
MD 20) and glucose syrup (ARGO® GSS 1930), combined by a 22 factorial design.
The biomass produced was used for extraction of chitin and chitosan by an alkali-acid
process. A. caatinguensis obtained a biomass yield of 13.11 g/L (18% glucose syrup
and 24% corn syrup), chitin 131.39 mg/g and chitosan 69.50 mg/g (6% maltodextrin
and 12% corn syrup). B. azygospora obtained 18.91 g/L of biomass (18% maltodextrin
and 24% corn syrup), chitin 127.70 mg/g and chitosan 28.81 mg/g (6% glucose syrup
and 12% corn syrup). On the other hand, in the standard Sabouraud-Sucrose culture
medium (10 g/L of bacteriological peptone and 20 g/L of sucrose), A. caatinguensis
obtained 3.97 g/L of biomass, 120.78 mg/g of chitin and 47.72 mg/g of chitosan. For
the fungus B. azygospora, the biomass yield was 3.59 g/L, 142.63 mg/g of chitin and
24.98 mg/g of chitosan, demonstrating that the alternative media presented higher
biomass and chitosan yields. The MIC and MFC values of chitosan obtained for
Colletotrichum gloeosporioides were 6 mg/mL and 7 mg/mL, respectively. In Alternaria
alternata, the MIC of chitosan was 7 mg/mL and MFC 8 mg/mL. Chitosan also
demonstrated efficacy in spore inhibition: 6 mg/mL resulted in 86% inhibition for
Colletotrichum gloeosporioides and 7 mg/mL in 91.5% for Alternaria alternata. In the
radial mycelial growth inhibition test, 1 mg/mL of chitosan inhibited 75% of the growth
of Fusarium oxysporum and 6 mg/mL inhibited 70% of Colletotrichum gloeosporioides.
Therefore, the alternative culture media showed promise for the production of biomass
and chitosan, which demonstrated excellent activity against phytopathogenic fungi,

being an excellent choice for the sustainable control of diseases that affect agriculture.

Keywords: Inhibitory action, Agroindustry, Biopolymer, Caatinga, Circular

economy, Waste.
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1. INTRODUCAO

O aumento da producdo e desenvolvimento de novos produtos pela
agroindustria e o agravamento dos impactos ambientais tem impulsionado pesquisas
relacionadas a utilizacdo de fontes naturais e renovaveis para a producdo de
biopolimeros com aplicacdo em diversos setores industriais. Tendo em vista que o
Brasil tem se destacado no ambito do agronegécio, e ficando no ranking dos 10 paises
gue mais desperdicam alimentos no mundo (cerca de 35%), existe a necessidade de
estabelecer politicas de producéo e de consumo responsaveis (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2015). Associado a isto, pesquisas tém explorado
alternativas ecossustentaveis e viaveis, segundo os principios da quimica verde e
economia circular, para reducdo do desperdicio dos residuos agroindustriais. Dessa
forma, contribuindo para minimizar o impacto ambiental causado pelo descarte
inadequado destes residuos, bem como para agregar valor econémico e ambiental,
colaborando para valorizacdo da cadeia produtiva das agroindustrias (BERGER et al.,
2020; NNOLIM, OKOH, NWODO, 2020; SHIRAHIGUE e CECCATO-ANTONINI,
2020).

A quitosana € um heteropolimero natural, linear e policatidnico, derivado da
desacetilacdo alcalina da quitina (quitosana de crustdceo) ou pela desacetilacdo
enzimatica da quitina (quitosana flngica), que apresenta importantes propriedades
biolégicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxicidade (BARBOSA et
al., 2017). Este polimero natural é facilmente manipulado nas formas de fibras, géis,
filmes e laminas, apresentando ampla perspectiva de aplicacdo nas industrias
biomédica, farmacéutica, veterinaria, ambiental e agroalimentar devido a suas
propriedades imunoestimulantes, antimicrobiana, antitumoral, hipolipémica,
anticoagulante, cicatrizante e mucoadesiva (BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA 2018).

Varios estudos tém demonstrado que a quitosana pode desempenhar um papel
fundamental na agricultura devido a propriedades promotoras de crescimento de
plantas, resisténcia a patdégenos, tolerancia ao estresse abiotico, acdo herbicida e
melhoria da fertilidade do solo. Além disso, poucos estudos relatam o efeito da
quitosana fangica como protetor ou bioestimulante de sementes de culturas de valor
agrondmico (PICHYANGKURAA e CHADCHAWAN, 2015; FAQIR et al., 2021).

Portanto, devido a sua natureza multifuncional, a quitosana € um bioproduto

altamente demandado e com grande valor de mercado. Entre 2015 e 2019 a receita
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do mercado global de quitosana aumentou 567%, alcan¢cando o valor de US$ 6,8
bilhdes em 2019. Além disso, a estimativa de expansédo do mercado é de 24,7% a um
CAGR (Compound Annual Growth Rate - Taxa de Crescimento Anual Composta) até
2027 (ARANAZ et al., 2021).

Logo, o crescente interesse na extragao e obtencao da quitina e quitosana com
caracteristicas mais homogéneas, intensificou a busca por métodos mais vantajosos
e de baixo custo. Uma alternativa promissora para a producdo e obtencdo desses
biopolimeros sdo os fungos filamentosos, principalmente do filo Mucoromycota e
ordem Mucorales, 0s quais apresentam quitosana em sua parede celular.
Adicionalmente, a producdo de quitina e quitosana por fungos em fermentacéo
submersa tém demonstrado inUmeras vantagens, em relacdo as fontes marinhas
tradicionais (carapacas de crustaceos) de producdo comercial de quitosana, devido a
independéncia dos fatores de sazonalidade, possibilidade de otimizagéo da producéao
em biorreatores (condi¢des controladas), obtencéo de polimeros com caracteristicas
fisico-quimicas homogéneas, nao haver relato de processo alérgico, até 0 momento,
e 0 uso de residuos da industria agroalimentar como substratos de baixo custo.
Portanto, os fungos Mucoromycota sdo uma alternativa sustentavel e promissora aos
crustdceos como fonte para producdo comercial de quitosana (GHORMADE et al.,
2017; DARWESH et al., 2018; SOUZA et al., 2020).

Sendo assim, a producao de quitina e quitosana a partir da biomassa de novas
espécies de fungos Mucoromycota, isolados do Semiarido de Pernambuco, em meio
de cultivo a base de novos residuos agroindustriais, pretende contribuir como uma
abordagem de baixo custo e sustentavel de producdo deste biopolimero de alto valor
comercial e com a valorizacdo do potencial biotecnolégico da biodiversidade
microbiana da regido do semiarido. Além do que, a utilizacdo da quitosana de fungo
como biocida para fungos fitopatogénicos podera ser um substituto a utilizacdo de
agrotoxicos, e de sanitizantes auxiliando na agricultura sustentavel, com destaque a
agricultura familiar, colaborando com os Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel-
ODS, com destaque aos objetivos 2 (Fome zero e agricultura sustentavel), 3 (Saude
e Bem-estar) e 12 (Consumo e Producdo Responsaveis). Bem como, com o
desenvolvimento técnico e cientifico do Estado de Pernambuco (Agenda Pernambuco
2035).
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Produzir quitosana a partir da biomassa de novas cepas de fungos do filo
Mucoromycota, Absidia caatinguensis e Backusella azygospora, em meio de cultura a
base de residuos agroindustriais e aplicar contra fungos fitopatogénicos que causam

danos a agricultura.

2.2 Especificos

o Formular a composicao de meios de culturas alternativos a base de residuos
agroindustriais;

o Avaliar o efeito dos residuos agroindustriais na producdo de quitosana pelas
novas cepas dos fungos Absidia caatinguensis e Backusella azygospora;

o Avaliar o crescimento das novas espécies dos fungos Absidia caatinguensis e
Backusella azygospora nos meios de cultura alternativos;

o Avaliar a acgdo inibitéria da quitosana na germinagdo de esporos e no

crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Residuos agroindustriais

Durante o processamento de matérias-primas agricolas em industrias, séo
geradas grandes quantidades de subprodutos, também chamados de residuos
agroindustriais. Esses residuos podem ser solidos, liquidos ou gasosos e a grande
maioria apresenta potencial de reutilizacdo, reciclagem ou preservagao, além de
representarem um desafio ambiental e de gestdo no manejo dos mesmos (SILVA et
al., 2006).

Esses residuos sdo gerados em diferentes etapas da cadeia produtiva
agroalimentar, como na colheita, processamento, embalagem e distribuicdo desses
produtos. Alguns exemplos comuns de residuos agroindustriais incluem cascas de
frutas, bagaco de cana-de-acUcar, palhas, restos de alimentos, borras de café,
residuos de laticinios, entre outros (EMBRAPA, 2019).

O Brasil, especialmente na regido Nordeste, possui uma economia
fundamentada na atividade agropecuaria, 0 que acarreta na producdo de grandes
quantidades de residuos que muitas vezes ndo sdo totalmente aproveitados. A
complexidade fisica e quimica desses residuos dificulta seu tratamento, podendo
resultar em ameacas ambientais quando descartados de maneira irresponsavel
(RODRIGUEZ, 2015).

No entanto, devido ao seu baixo custo, disponibilidade, composicéo quimica e
nutricional, esses subprodutos favorecem sua utilizacdo na producdo de substratos
alternativos e metabdlitos microbianos de interesse em varios setores industriais.
Diversas pesquisas estdo sendo conduzidas com o intuito de aproveitar os residuos
agroindustriais descartados como uma fonte de matéria organica para a producao de
biomoléculas de alto valor agregado, incluindo enzimas, compostos organicos,
biossurfactantes e pigmentos, permitindo a implantacdo de um ciclo sustentavel e

ambientalmente consciente (ROSA et al., 2011).

3.1.1 Tipos de residuos

Na Politica Nacional de Residuos Sdlidos (PNRS, 2010), os residuos ainda sao
categorizados com base na sua origem e periculosidade, a fim de planejar propostas

de gestédo especificas para cada tipo, ja que cada um possui caracteristicas e destinos
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especificos. Na classificacdo quanto a origem, os residuos sélidos séo classificados
como:
¢ Residuos sdlidos urbanos: produzidos em residéncias e na limpeza urbana.
e Residuos de estabelecimentos comerciais.
e Residuos dos servicos publicos de saneamento bésico.
e Residuos industriais: aqueles provenientes de processos de producdo e
instalagdes industriais.
e Residuos de servi¢os de saude.
e Residuos da construcdo civil: produzidos em grande quantidade por obras,
construcdes, reformas, reparos e demolicdes.
e Residuos agrossilvopastoris: produzidos a partir de atividades agropecuarias e
silviculturais.
e Residuos de servicos de transporte: produzidos em portos, aeroportos,
terminais alfandegarios, rodoviérios, ferroviarios e passagens de fronteira.
e Residuos de mineracdo: produzidos na pesquisa, extracdo ou venda de
minérios.

Quanto a periculosidade, eles sdo divididos em residuos perigosos e nédo
perigosos. Os residuos perigosos possuem atributos tais como ser inflamaveis,
corrosivos, reativos, toxicos, patogénicos, carcinogénicos, teratogénicos e
mutagénicos, apresentando riscos a salde humana e ao meio ambiente. Os residuos
nao perigosos sao todos aqueles que ndo se enquadram nessas caracteristicas.

De acordo com Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2004), na
classificacdo da NBR 10004, os residuos solidos sdo categorizados pela
periculosidade em classe | e classe Il.

Residuo classe |: sdo os residuos perigosos, considerados inflamaveis, corrosivos,
toxicos, reativos ou patogénicos.

Residuo classe Il: sdo os residuos ndo perigosos, que podem ser classificados como
inertes, agueles que possuem caracteristicas de biodegradabilidade, combustibilidade

ou solubilidade em agua, e os nédo inertes que sao aqueles que néo se solubilizam.

3.2 Caracteristicas da quitosana

A gquitosana € um polissacarideo natural que pertence ao grupo dos polimeros

de amina, sendo derivada da quitina. Ela é extraida principalmente do exoesqueleto
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de crusticeos, como camardes, caranguejos e lagostas, mas também pode ser obtida
de outras fontes, como fungos e insetos (SILVA et al., 2006).

A quitosana possui varias propriedades de valor comercial, o que a torna Uutil
em diversas aplicagcbes. Ela € biocompativel, biodegradavel, n&o toéxica,
antimicrobiana e possui capacidade de formagéo de filmes. Além disso, é solavel em
acidos organicos fracos, como &cido acético, o que facilita seu processamento e
aplicacao em diferentes formas (TAN, Su Ching; TAN, Teck Koon; WONG, Sek Man;
et al., 1996).

Devido as suas propriedades, a quitosana tem sido amplamente utilizada em
diferentes setores. Na industria farmacéutica, é utilizada como veiculo para a liberacéo
controlada de farmacos, curativos medicamentosos e sistemas de entrega de
medicamentos. Na industria de alimentos, é aplicada como revestimento de
embalagens para prolongar a vida Gtil e reduzir a contaminacdo bacteriana. Também
€ encontrada em produtos para cuidados pessoais, como cosméticos, cremes,
xampus e condicionadores, devido as suas propriedades hidratantes. Além disso, a
quitosana tem sido explorada na agricultura, em aplicacées como controle de pragas,
estimulante de crescimento de plantas e como agente de encapsulacao para liberagao
lenta de nutrientes (STAMFORD et al., 2007).

A quitosana fangica € uma forma de quitosana derivada de alguns tipos de
fungos. Assim como a quitosana obtida a partir de crustdceos, ela possui
caracteristicas semelhantes e propriedades benéficas em varias aplicacbes. E
produzida através da extracao e purificacdo do polissacarideo presente na parede
celular dos fungos (AZEVEDO et al., 2007).

E importante destacar que, a quitosana é considerada uma substancia segura,
mas pessoas alérgicas a crustaceos devem evitar 0 seu uso, pois pode desencadear
reacOes alérgicas. Com isso, a quitosana fungica é uma alternativa para aqueles que
desejam evitar o uso de produtos derivados de crustaceos, mostrando-se segura para
o consumo (LARANJEIRA et al., 2009).

3.2.1 Estrutura quimica da quitosana

A quitosana é um polissacarideo catidnico linear composto por unidades de

glucosamina, um amino monossacarideo. Sua estrutura quimica é semelhante a da
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celulose (Figura 1), com a diferenca de que, ao invés de grupos hidroxila (-OH) na
posicdo C2, a quitosana possui grupos amino (-NH2) (TAVARIA et al., 2013).

A estrutura da quitosana € formada por residuos de glucosamina que séo
derivadas da quitina, conectados por ligagdes glicosidicas p-(1,4). Por possuir grupos
amino (-NH2) em sua estrutura, isso faz com que as moléculas tenham propriedades
catibnicas. Essa caracteristica torna a quitosana soluvel em solugbes &cidas, onde
ocorre a protonacdo dos grupos amino, e insoluvel em solucbes alcalinas
(GONSALVES et al., 2011).

Figura 1- Comparacao das estruturas moleculares da celulose, quitina e quitosana.
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Fonte: AZEVEDO et al. (2007)

Essa estrutura basica da quitosana pode ser modificada por meio de diferentes
processos quimicos, como a desacetilacdo parcial ou total dos grupos acetamida (-
NHCOCH3) para grupos amino (-NH2), provocada em diferentes graus de
desacetilagédo e propriedades quimicas e fisicas variadas (MENDES et al., 2011)

A quitosana € utilizada em diversas aplicacdes devido as suas propriedades

biocompativeis, biodegradaveis e bioativas. Ela tem sido explorada em areas como
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engenharia de tecidos, liberacdo controlada de farmacos, identidade Ossea,

tratamento de aguas e cosméticos, entre outras.

3.3 Caracteristicas dos fungos do filo Mucoromycota

Os fungos do filo Mucoromycota, também conhecidos como Zygomycota,
compreendem um grupo diversificado de fungos. Sao caracterizados por hifas ndo
septadas, que consistem em células tubulares continuas, sem divisfes internas. Essa
falta de septos permite que o citoplasma e os nucleos se movam livremente ao longo
das hifas, tornando-os multinucleados (SILVA, 2020).

A reproducdo ocorre principalmente por meio de esporos. Eles possuem
estruturas reprodutivas chamadas de esporangios, que contém os esporos. Quando
0S esporangios amadurecem, se rompem liberando os esporos, que podem ser
dispersos pelo vento ou outros meios. Além disso, a reproducdo assexuada também
€ possivel por meio da formacao de brotos ou fragmentacédo das hifas (LIMA, 2018).

Os fungos desempenham papéis ecoldgicos importantes. Alguns sao
decompositores, seguros para a ciclagem de nutrientes nos ecossistemas. Outros
podem ser patégenos de plantas, animais e humanos, como o género Rhizopus, que
pode causar doengas em pessoas com sistema imunoldgico enfraquecido. Além disso,
esses fungos podem estabelecer associacfes simbibticas com plantas, formando
micorrizas arbusculares, nas quais as hifas dos fungos auxiliam na absorgédo de
nutrientes pelas plantas. (TEDERSOO, L.; SANCHEZ-RAMIREZ, S.; KOLJALG, U.; et
al., 2018).

3.3.1 Novas espécies de fungos do filo Mucoromycota: Absidia caatinguensis e

Backusella azygospora

A nova espécie de fungo Absidia caatinguensis, isolada do solo do Parque
Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil, € uma contribuicéo significativa para a
compreensao da biodiversidade do bioma Caatinga. As colbénias do fungo iniciam-se
brancas e gradualmente se tornam cinza-amarronzadas, produzindo um pigmento
marrom nas culturas mais velhas (Figura 2). Essa pigmentac&o € uma caracteristica
marcante, especialmente quando o fungo € cultivado em temperaturas mais altas,

como 25 °C. O crescimento é mais vigoroso nessa faixa de temperatura, com boa
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esporulagcdo, mas € inibido a 35 °C, onde ndo ha crescimento. Além disso, a colénia
de A. caatinguensis apresenta uma face inferior zonada. Testes moleculares utilizando
LSU rDNA e 5.8S rDNA demonstraram que A. caatinguensis € geneticamente distinta
das demais espécies do género Absidia, corroborando a descrigdo como uma nova
espécie. O holdtipo dessa espécie estd armazenado na cole¢do microbiana da
Universidade de Jena, na Alemanha, e sua descoberta adiciona novas perspectivas
ao estudo dos fungos da Caatinga, um bioma que ainda possui muitas lacunas a
serem exploradas. Este estudo destaca a importancia da preservacao e da pesquisa
em biomas como a Caatinga, que abrigam uma diversidade biologica Unica com
potencial de fornecer novas descobertas cientificas e aplicacdes biotecnolédgicas
(ARIYAWANSA, et al., 2015).

Figura 2 - Caracteristicas morfologicas do fungo Absidia caatinguensis (URM 7156)

S _3 N —

A) Superficie da col6nia; B) Quatro esporangioforos em um verticilo; C) Dois esporangiéforos em um
verticilo com inchagos ocasionais; D, E) Esporangiéforos ramificados; F) Esporangiéforo simples com
uma apdfise em forma de sino sob o esporéngio; G) Esporangi6foro simples com columela e uma
Unica projecao; H) Esporangiosporos. Fonte: ARIYAWANSA, et al., (2015).
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A nova espécie de fungo Backusella azygospora, descoberta no municipio de
Saloa, Pernambuco, Brasil, se destaca por sua capacidade Unica de produzir
azigosporos, 0 que inspirou seu home. Microscopicamente, essa espécie apresenta
caracteristicas diferenciadas, como rizoides bem ramificados e esporangiéforos que,
inicialmente curvados, tornam-se eretos com o tempo. A estrutura dos esporangios é
notdvel, com esporos globosos e subglobosos, de paredes lisas e hialinas (Figura 3).
Testes de crescimento em diferentes temperaturas mostram que a B. azygospora
cresce e esporula melhor em meio de cultura MEA (Agar Extrato de Malte) a 25°C,
com col6nias que atingem 9 cm de diametro em 96 horas. No entanto, seu crescimento
€ inibido a 35°C, onde ndo ha formacao de esporos. Essa espécie é geneticamente
distinta das demais do género Backusella, sendo mais proxima de B. lamprospora,
embora com diferencas morfoldgicas claras, especialmente no formato das columelas
e dos esporangiosporos. A descoberta de Backusella azygospora amplia o
conhecimento sobre a diversidade flngica, especialmente em ambientes tropicais
como o Nordeste brasileiro, e destaca a importancia de estudos filogenéticos e

morfolégicos na identificacao e descricdo de novas espécies (CROUS, et al., 2019).

Figura 3 - Caracteristicas morfologicas do fungo Backusella azygospora (URM
8065)

X
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c

A) Superficie da coldénia em MEA; B) Esporangidforo simples com esporangio; C)
Esporangiéforo simples com columelas; D) Esporangiéforo simples com esporangiolo; E)
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Esporangiéforo ramificado com columela e esporangiolo; F) Esporangiésporos; G, H, 1)
Azigosporangios. Fonte: CROUS, et al., (2019)

3.4 Utilizag&o de fungos na biotecnologia

Os fungos tém sido amplamente utilizados na biotecnologia devido as suas
caracteristicas e metabolismo Unicos. Aplicacées comuns em biotecnologia incluem a
producdo de enzimas, onde os fungos sdo uma importante fonte desse recurso para
diversas industrias. Sdo cultivados em grande escala para a producdo de enzimas
como amilases, celulases, proteases e lipases, que sao utilizadas nas industrias de
alimentos, téxteis, detergentes, papel e biocombustiveis (ABREU et al., 2015).

Muitos antibiéticos que séo utilizados nos dias de hoje sdo produzidos por
fungos, como a penicilina, eritromicina e tetraciclina. Essas drogas sdo usadas para
tratar infeccbes bacterianas e contribuiram muito para a medicina moderna. Na
industria de alimentos, os fungos desempenham um papel importante no
processamento de alimentos fermentados. Por exemplo, leveduras como
Saccharomyces cerevisiae sao usadas para fazer massa de péo e produzir bebidas
alcodlicas como cerveja e vinho (BERGAMO et al., 2019).

Alguns fungos produzem compostos bioativos com potencial terapéutico. O
fungo Penicillium produz estatinas, que séo utilizadas no tratamento de doencas
cardiovasculares, enquanto fungos do género Aspergillus produzem agentes
imunomoduladores e imunossupressores. Alguns fungos podem degradar poluentes
e toxinas no meio ambiente. Essa capacidade é aproveitada na biorremediacédo, um
processo que usa fungos para remover poluentes quimicos e contaminantes
biolégicos do solo, da agua e do ar. O fungo filamentoso Rhizopus oryzae, pode
produzir biomateriais de interesse tecnoldgico, sintetizam bioplasticos como o acido
polilatico (PLA), que é usado em embalagens e descartaveis (KELLER et al., 2005).

A versatilidade desses microrganismos os torna valiosos em muitos campos,
desde a producdo de alimentos e remédios até a remediacdo ambiental e a

biotecnologia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Micro-organismos

Para o presente estudo foram utilizadas cepas dos fungos: Backusella
azygospora (URM 8065), Absidia caatinguensis (URM 7156), Colletotrichum
gloeosporioides (URM 5522), pertencentes ao banco de cultura do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Alternaria alternata (UCP
1547) pertencente ao acervo de Cultura da Universidade Catdélica de Pernambuco
(UNICAP) e Fusarium oxysporum (CMM 27) pertencente a Colegdo de Culturas
Fungicas “Prof. Maria Menezes” da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

As culturas estoques dos fungos foram mantidas em meio Batata Dextrose

Agar (BDA) a 5°C e transferidas para hovos meios a cada 2 meses.

4.2 Formulacdo dos meios de cultura alternativos com produtos e residuos

agroindustriais

Os produtos Maltodextrina (ARGO® MD 20), Xarope de Glucose (ARGO® GSS
1930) e coproduto do residuo do processo de extracao do germe de milho (milhocina)
foram utilizados na formulacdo de meios de cultura alternativos para crescimento de
biomassa fungica e producédo de quitosana, fornecidos pela empresa Ingredion Brasil
Ingredientes Industriais LTDA, localizada no municipio do Cabo de Santo Agostinho,
Pernambuco. Vale destacar que esses produtos/residuos combinados (milhocina,
maltodextrina e xarope de glucose) foram utilizados pela primeira vez como substrato
para producdo de biomoléculas microbianas. Tendo sido combinados em diferentes
concentragdes seguindo um planejamento fatorial simples 22, apresentados na tabela
le?2.

4.3 Producdo de biomassa fangica por Absidia caatinguensis e Backusella

azygospora

Os fungos Absidia caatinguensis e Backusella azygospora, foram cultivados em
placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA), com 8 dias de

crescimento, em seguida, uma suspensao esporica de cada um deles foi preparada e
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ajustada para conter 108 esporos/mL entdo, 1 mL de cada suspenséo foi inoculado
em placas de Petri contendo meio BDA e incubadas a 28 °C por 24 horas. Apos o
periodo de incubacéo, 30 discos com 1 cm de diametro, foram cortados e inoculados
em fracos Erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de meio de cultura alternativo,
com concentragdes de milhocina, maltodextrina e xarope de glucose estabelecidos
pelo fatorial 22 para cada um deles (tabela 1 e 2), colocados no shaker a 28 °C, 150
rpom, por 96 horas. Apos o periodo de incubacédo, o pH foi aferido, a biomassa foi
filtrada, lavada com agua destilada, liofilizada e mantida em dessecador até o dia da

extracdo das biomoléculas (Berger et al., 2018).

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial 22 para ensaios com milhocina e
maltodextrina na producao de biomassa para extracéo de quitina e quitosana pelo
fungo Absidia caatinguensis e Backusella azygospora.

Variaveis Niveis de fator
Independentes
-1 0 1
Maltodextrina 2 4 6
Milhocina 4 6 8

Fonte: A autora, (2024).

Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial 22 para ensaios com milhocina e xarope
de glucose na producéo de biomassa para extracdo de quitina e quitosana pelo
fungo Absidia caatinguensis e Backusella azygospora.

Variaveis Niveis de fator
Independentes
-1 0 1
Xarope de glucose 2 4 6
Milhocina 4 6 8

Fonte: A autora, (2024).

4.4 Ensaio comparativo de rendimento entre o meio de cultura padr&o e o meio

alternativo a base de residuos com Backusella azygospora e Absidia

caatinguensis

Para a comparacédo entre os meios de cultura alternativos e o padrao, foi
utilizado o mesmo planejamento fatorial simples 22 do item anterior (tabela 1 e 2). Para
0 meio padrdo Sabouraud-Sacarose (Stamford et al., 2007), foram utilizadas 10 g/L
de peptona bacterioldgica e 20 g/L de sacarose, em seguida ambos tiveram seus pH

ajustados para 5,7 e foram autoclavados a 121°C por 15 minutos. Os fungos B.
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azygospora e A. caatinguensis foram cultivados seguindo a metodologia descrita no
item 4.3. ApOs esta etapa, 30 discos miceliais jovens de casa fungo foram cortados e
transferidos para 8 frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de meio
alternativo e 0 mesmo procedimento foi realizado no meio padrdo. Todos os frascos
foram mantidos em agitacao durante 96 h a 150 rpm e temperatura de 28 °C. Ao final
desta etapa de fermentacdo, a biomassa produzida foi filtrada, lavada com agua
destilada, liofiizada e mantida em dessecador até o processo de extracdo das

biomoléculas.

4.5 Extracao da quitosana

O processo de extracao foi realizado seguindo a metodologia de Sinowiecki
(1986). A biomassa fungica liofilizada obtidas através dos planejamentos fatoriais, foi
desproteinizada acrescentando uma solucéo de NaOH a 2 % (30:1 v/p) em seguida,
foi colocada no banho-maria a 90 °C por 2 horas, depois o material foi centrifugado a
4000 rpm, por 15 minutos para a separac¢do da fracdo alcalina insolavel, o material foi
lavado vérias vezes com agua destilada para retirar o excesso de NaOH, até pH 7,0.
Em seguida, a fracdo alcali insolavel foi hidrolisada com &cido acético a 10 % (40:1
v/p), colocada no banho-maria a 60 °C, por 6 horas. Apds essa etapa, o material foi
centrifugado (4000 rpm, 15 min), para separar o precipitado (quitina) da quitosana
diluida no sobrenadante, a quitina foi lavada com agua destilada e liofilizada. A
quitosana foi obtida por precipitacdo apés o ajuste do pH do sobrenadante (entre 9 e
10) usando solucdo de NaOH a 30 %. Apds o ajuste do pH, o liquido foi levado para
centrifuga (4000 rpm por 15 min) para precipitar a quitosana. Depois, 0 sobrenadante
foi descartado e a quitosana foi lavada com agua destilada até obter-se o pH 7,0 e
entao, foi liofilizada.

4.6 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracéo

Fungicida Minima (CFM) da quitosana em fungos fitopatogénicos

Para a determinacé&o da CIM, tubos de ensaio contendo meio Caldo Sabouraud
2 %, em duplicata, foram inoculados com 200 pL de suspenséao espérica dos fungos
Alternaria alternata e Colletotrichum gloeosporioides, padronizada pela contagem de

conidios na camara de Neubauer, obtendo-se a concentracdo entre 1x10° e 2,5x10°
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esporos/mL de acordo com Arendrup et al., (2017). O gel de quitosana foi preparado
em acido acético a 1% e o pH ajustado entre 5,5 - 6,0 com NaOH a 1M, em seguida,
foi adicionada aos tubos nas concentracdes finais de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mg/mL.
Foram colocados na BOD a 28 °C, onde permaneceram por 72 h. A CIM e CFM foram

definidas através da andlise do crescimento fungico no tubo.

4.7 Efeito da quitosana sobre o crescimento micelial radial dos fungos

fitopatogénicos

ApGs o preparo do meio BDA, o mesmo foi mantido a temperatura de 40°C, em
seguida foi acrescentado o gel de quitosana, preparado em acido acético a 1% e pH
ajustado entre 5,5 - 6,0 com NaOH a 1M, nas concentracdes finais de 0,5 e 1,0 mg/mL
para Fusarium oxysporum e 4,0 e 6,0 mg/mL para Colletotrichum gloeosporioides,
homogeneizado e em seguida foi semeado em placas de Petri estéreis (9 cm de
diametro) e inoculados com discos miceliais de 6 mm de diametro, retirados das
margens das culturas alvo com aproximadamente 7 dias de crescimento. Foram
utilizadas duas réplicas para cada patdgeno por concentracdo testada. As placas
foram incubadas em camara de crescimento tipo BOD a 28°C com fotoperiodo de 12h.
As medicdes de crescimento foram feitas em intervalos de 24h até que o controle
tivesse alcancado a borda da placa (Berger et al., 2016).

4.8 Efeito da quitosana sobre a germinacdo de esporos (in vitro) dos fungos

fitopatogénicos

Para o teste de germinac&o de esporos, foram utilizados os fungos Alternaria
alternata e Colletotrichum gloeosporioides. Uma suspenséo de conidios foi preparada
em meio Caldo Sabouraud 2 % na concentracédo de 2x10% conidios/mL (Tuite, 1969)
adaptado. As suspensbes foram filtradas em gaze estéril para a remocao das hifas e
aglomerados, em seguida, aliquotas de 200 uL desta suspenséao foram transferidas
para tubos de ensaio contendo quitosana para diferentes concentracdes finais de 4,
5, 6 e 7 mg/mL de acordo com a concentragao inibitéria minima (CIM) e sub-inibitoria
(Sub-CIM) de cada fungo alvo testado. Os tubos foram incubados por 3 horas em
camara tipo BOD a 28 °C, sendo, a seguir, avaliadas as germina¢des em microscopio

optico. Em cada amostra foram contados 200 esporos e foram considerados como
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esporos germinados aqueles que apresentaram tubo germinativo, independente do

seu comprimento.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas dos meios de cultura produzidos com produtos e residuos

agroindustriais

Na producéo dos meios de cultura a base de produtos/residuos agroindustriais,
pode-se observar que a milhocina combinada a maltodextrina e xarope de glucose,
apresentou homogeneidade, coloracdo amarronzada transltcida (Figura 4) e poucos
particulados provenientes da milhocina, uma vez que, o xarope de glucose e a

maltodextrina sdo solGveis em agua.

Figura 4 - Residuos e produtos usados na formulacédo dos meios de cultura
alternativos, a base de milhocina com maltodextrina e milhocina com xarope de
glucose de acordo com o planejamento fatorial simples 22.

B

Combinacéo entre milhocina e maltodextrina (A) e a combinacéo entre xarope de glucose e milhocina
(B). Fonte : A autora (2024).

5.2 Producéo de biomassa por Absidia caatinguensis e Backusella azygospora

em meio alternativo (Maltodextrina e Milhocina)

No planejamento fatorial realizado, tanto A. caatinguensis quanto B.
azygospora demonstraram adaptabilidade ao meio de cultura e as condi¢bes de
fermentacao (figura 5). Os maiores e menores rendimentos em biomassa foram de
11,96 g/L e 7,67 g/L (A. caatinguensis) e 18,91 g/L e 6,82 g/L (B. azygospora)
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respectivamente (Tabela 3). Pode-se observar a relacdo entre o rendimento em
biomassa com as concentracdes dos residuos utilizados, sendo que onde havia a
maior concentracdo de maltodextrina (18%) e milhocina (24%) proporcionaram
rendimentos superiores em relacdo ao ensaio de menor concentracdo (6% e 12%
respectivamente), conforme pode ser verificado no gréfico de superficie de resposta
(Figura 6) ou seja, a producdo de biomassa € diretamente proporcional a
concentracdo destes coprodutos.

No trabalho de Silva et al. (2022), utilizando milhocina e manipueira para a
fermentacao fungica, obteve seu maior rendimento de 9,86 g/L, utilizando o isolado
de Cunninghamella elegans, sendo um rendimento inferior ao obtido no presente
trabalho pelas duas cepas alvo.

No trabalho de Berger et al., (2014), utilizando milhocina e agua residual de
mandioca, obteve seu maior rendimento de 9,93 g/L, utilizando o isolado de
Cunninghamella elegans, sendo um rendimento inferior ao obtido pelo presente
trabalho pelas duas cepas alvo.

A andlise de variancia de A. caatinguensis (Tabela 4), revelou que tanto a
Maltodextrina (F = 15,15, p = 0,030078) quanto a Milhocina (F = 57,57, p = 0,004750)
tiveram efeitos estatisticamente significativos na biomassa. Além disso, a interacdo
entre Maltodextrina e Milhocina também foi significativa (F = 13,77, p = 0,034032), no
entanto, teve um efeito negativo de -3,71042 o que indica que a interacdo reduz a
biomassa quando comparada com os efeitos individuais dos fatores (Figura 7). O
modelo apresentou um R? de 0,96127, indicando que 96,127% da variabilidade na
biomassa pode ser explicada pelos fatores incluidos no modelo. Nao houve evidéncia
de falta de ajuste (p = 0,534643), sugerindo um ajuste adequado do modelo aos dados.

Para B. azygospora, a analise de variancia (Tabela 5) mostra que tanto a
Maltodextrina (F = 281,689, p = 0,000461) quanto a Milhocina (F = 2501,897, p
0,000018) tiveram efeitos estatisticamente significativos na biomassa e que a

interacdo entre Maltodextrina e Milhocina (Figura 8) também foi significativa (F
15,200, p = 0,029948). O modelo apresentou um R? de 0,71525, indicando que 71,525%
da variabilidade na biomassa pode ser explicada pelos fatores incluidos no modelo.
No entanto, a analise de falta de ajuste (F = 1111,248, p = 0,000059) sugere que o
modelo pode ndo estar capturando toda a variabilidade nos dados, indicando a

necessidade de explorar outros possiveis fatores influentes.



33

Ao comparar os resultados do presente estudo com os trabalhos anteriores
(Silva et al. (2022) e Berger et al.,, (2014)), fica evidente que as cepas de A.
caatinguensis e B. azygospora obtiveram rendimentos de biomassa superiores. No
entanto, a andlise de variancia revelou que, para a producéo de biomassa, a milhocina
foi o fator mais relevante, com a maior estatistica F e o menor valor p, indicando seu
impacto significativo na variavel de resposta. Além disso, a interacdo entre
maltodextrina e milhocina também demonstrou significancia estatistica, sugerindo que
a otimizacdo das concentracdes desses fatores pode levar a rendimentos ainda

maiores.

Figura 5 — Aspecto dos fungos Absidia caatinguensis (URM 7156) e Backusella
azygospora (URM 8065), apos a fermentacdo em meio alternativo com milhocina e
maltodextrina (96h, 28°C, 150 rpm).

(A) - Absidia caatinguensis. (B) - Backusella azygospora. Fonte: A autora (2024).

Tabela 3 - Valores de biomassa obtidos através da fermentacdo em meio alternativo
(maltodextrina e milhocina), através do planejamento fatorial 22 (96 h, 28 °C, 150
rpm), utilizando os fungos Absidia caatinguensis e Backusella azygospora.

Absidia Backusella
caatinguensis azygospora
Ensaio Maltodextrina  Milhocina  Biomassa (g/L) pH Biomassa pH
(%) (%) (9/L)
1 6 12 7,67 4.44 6,82 6.46
2 18 12 10,18 4.46 9,15 531
3 6 24 11,40 5.24 15,16 6.27
4 18 24 11,467 5.19 18,91* 5.43
5 12 18 11,11 5.05 8,14 6.00
6 12 18 10,51 4.95 8,44 6.06
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12 18 10,72 4.85 8,35 5.90
8 12 18 10,04 4.96 8,05 6.40
(+) — Maior rendimento, (-) — Menor rendimento. Fonte: A autora (2024).

Figura 6 — Representacao grafica dos rendimentos em biomassa pelos fungos
Absidia caatinguensis (URM 7156) e Backusella azygospora (URM 8065).

W5y eSSalOg

() eesBLOR

O grafico do A. caatinguensis (A), demonstra 0 aumento gradativo da biomassa, conforme os
percentuais de milhocina e maltodextrina também aumentam . No gréfico do B. azygospora (B), nota-
se que 0 aumento da milhocina teve uma maior contribui¢cdo no rendimento da biomassa em relagédo

a maltodextrina. Fonte: A autora, (2024).

Tabela 4 - ANOVA do rendimento em biomassa pelo fungo Absidia caatinguensis
(URM 7156).

ANOVA (R?=0,96127)
Fonte de variagcdo Soma dos Graus de Quadrado  Estatistica  Valor p

Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)

(1) Milhocina 1,651225 1 1,651225 15,14885  0,030078
(2) Maltodextrina 6,275025 1 6,275025 57,56904 0,004750
le?2 1,500625 1 1,500625 13,76720 0,034032
Falta de ajuste 0,052812 1 0,052812 0,48452 0,536463
Erro 0,327000 3 0,109000

Total 9,806687 7

Fonte: A autora, (2024).

Tabela 5 - ANOVA do rendimento em biomassa pelo fungo B. azygospora (URM
8065).

ANOVA (R?=0,71525)
Fonte de variagdo = Soma dos Graus de  Quadrado Estatistica  Valorp
Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)
(1) Milhocina 9,2112 1 9,21122 281,689 0,000461
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A milhocina aparece como o fator mais significativo no crescimento da biomassa, seguido da
maltodextrina que também foi significativa, no entanto, com uma menor influéncia no modelo. A
interacao entre os fatores teve significancia positiva, porém muito baixa quando comparada aos

fatores isoladamente. Fonte: A autora (2024).

5.3 Producéo de quitina e quitosana por Absidia caatinguensis (URM 7156) e
Backusella azygospora (URM 8065) em meio alternativo (Maltodextrina e

Milhocina)

O isolado A. caatinguensis, obteve seu maior rendimento em quitina e
quitosana no ensaio 1 com 131,39 e 69,50 mg/g respectivamente. Os menores
rendimentos foram obtidos no ensaio 3 com 58,00 e 28,40 mg/g respectivamente
(Tabela 6).

Ja& para B. azygospora, seu melhor rendimento em quitina e quitosana foi
obtido no ensaio 1 com 106,47 e 19,90 mg/g respectivamente. O menor rendimento
foi observado no ensaio 2 com 90,01 e 9,69 mg/g respectivamente.

Quando analisamos os resultados de quitina (83,20 mg/g) e quitosana (49,31
mg/qg), utilizando o isolado de Rhizopus arrhizus, obtidos no trabalho de Berger et al.,
(2014), podemos perceber que o presente estudo obteve resultados superiores de
quitina para ambas as cepas alvo, j4 para a producdo de quitosana, Absidia
caatinguensis obteve resultados superiores.

No trabalho de Bento et al., (2009), o maior rendimento na producao de
quitosana pelo isolado Mucor rouxxi (UCP 064), foi de 62 mg/g de quitosana. O isolado
Absidia caatinguensis, obteve rendimento superior no presente estudo.

A andlise de variancia para o isolado A. caatinguensis (Tabela 7), revelou que
Milhocina (F = 20,51, p = 0,010584) e Maltodextrina (F = 23,25, p = 0,008513) tiveram
efeitos estatisticamente significativos na variavel de resposta (quitosana) (figura 9 A).
Além disso, a interacdo entre Milhocina e Maltodextrina foi significativa (F = 54,81, p
= 0,001776) (Figura 10). O valor R? de 0,961 indica que 96,1% da variabilidade total
pode ser explicada pelos fatores incluidos no modelo, sugerindo ajuste do modelo aos
dados.

A analise de variancia para o isolado B. azygospora (Tabela 8), revelou que
tanto a Maltodextrina (F = 691,0850, p = 0,000121) quanto a Milhocina (F = 14,5155,
p = 0,031790) tiveram efeitos estatisticamente significativos na quantidade de

quitosana (Figura 9 B). A interacdo entre Maltodextrina e Milhocina também foi
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significativa (F = 159,0337, p = 0,001075) (Figura 11). O modelo apresentou um R? de
0,88737, indicando que 88,737% da variabilidade na quantidade de quitosana pode
ser explicada pelos fatores incluidos no modelo. No entanto, a andlise de falta de
ajuste (F = 106,7417, p = 0,001934) sugere que o modelo pode néo estar capturando
toda a variabilidade nos dados, indicando a necessidade de explorar outros possiveis
fatores influentes. Comportamento similar em relagéo a falta de ajuste do sistema foi
observado para essa mesma cepa em relacdo a producéo de biomassa.

Observa-se que tanto A. caatinguensis quanto B. azygospora mostraram um
desempenho satisfatério na producdo de quitina e quitosana. Esses resultados
indicam que os isolados estudados possuem potencial para a producao de quitina e
quitosana, com rendimentos superiores aos reportados na literatura para outras cepas
fungicas, destacando a eficacia das condi¢cdes experimentais utilizadas no presente
estudo.

Tabela 6 - Producéo de quitina e quitosana pelos fungos A. caatinguensis e B.
azygospora em meio alternativo (Maltodextrina e Milhocina).

Absidia Backusella

caatinguensis azygospora
Ensaio Mtd Milc Quitina  Quitosana pH Quitina Quitosana pH

(%) (%)  (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
1 6 12 131,39* 69,50" 4.44 106,47* 19,90* 6.46
2 18 12 107,50 34,10 446 90,01 9,69 5.31
3 6 24 58,000 28,40 524 97,51 17,59 6.27
4 18 24 59,50 44,00 5.19 97,09 14,00 5.43
5 12 18 81,09 31,60 5.05 90,81 11,01 6.00
6 12 18 89,49 33,04 495 96,00 13,51 6.06
7 12 18 85,99 34,60 485 90,71 13,61 5.90
8 12 18 86,80 35,00 496 98,99 13,07 6.40

(+) — Maior rendimento, (-) — Menor rendimento, (Mtd) — Maltodextrina. (MlIc) — Milhocina. Fonte: A
autora, (2024).

Figura 9 - Representacgdo grafica dos rendimentos em quitosana pelos fungos
Absidia caatinguensis (URM 7156) e Backusella azygospora (URM 8065).
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A superficie de resposta do isolado A. caatinguensis (A), mostra que percentuais menores de
milhocina e maltodextrina favoreceram a producao de quitosana. Ja para o isolado B. azygospora (B),
percentuais menores de maltodextrina favoreceram a producao de quitosana. Fonte: A autora (2024).

Tabela 7 - ANOVA para os rendimentos em quitosana pelo fungo A. caatinguensis

Fonte de variagdo

(1) Milhocina

(2) Maltodextrina
le?2

Erro

Total

Soma dos Graus de  Quadrado Estatistica
Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)

243,360 1 243,3600 20,51334
275,810 1 275,8104 23,24865
650,250 1 650,2500 54,81097
47,454 4 11,8635

1216,874 7

(URM 7156).
ANOVA (R?= 0,961)

Fonte: A autora (2024).

Valor p

0,010584
0,008513
0,001776

Figura 10 - Influéncia dos efeitos padronizados das variaveis para o rendimento de
quitosana pelo fungo Absidia caatinguensis (URM 7156).
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Tabela 8 - ANOVA para o rendimento em quitosana pelo fungo B. azygospora (URM

8065).

ANOVA (R?=10,88737)
Fonte de variacdo  Soma dos Graus de  Quadrado

Quadrados Liberdade Médio (MS)

(SS) (df)
(1) Milhocina 47,61000 1 47,61000
(2) Maltodextrina 1,00000 1 1,00000
le?2 10,95610 1 10,95610
Falta de ajuste 7,35361 1 7,35361
Erro 0,20667 3 0,06889
Total 67,12639 7

FFFFF . A autora (2024).

Figura 11 — Influéncia dos efeitos padronizados das variave

Estatistica  Valor p
=

691,0850 0,000121
14,5155 0,031790
159,0337  0,001075
106,7417  0,001934

is para rendimento de

guitosana pelo fungo Backusella azygospora (URM 8065).
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-26,2885

p=.05
O efeito negativo indica que um aumento na concentracdo de Maltodextrina diminui a resposta da
variavel dependente (quitosana). A interacdo entre Maltodextrina e Milhocina tem um efeito positivo
significativo na resposta da variavel dependente. Um aumento na concentracdo de Milhocina
aumenta ligeiramente a resposta da variavel dependente, mas esse efeito é relativamente pequeno
comparado aos outros. Fonte: A autora (2024).

5.4 Producao de biomassa por Absidia caatinguensis e Backusella azygospora

em meio alternativo (Xarope de Glucose e Milhocina)

Para os ensaios realizados em meio de cultura com xarope de glucose e
milhocina, o isolado A. caatinguensis obteve seu maior rendimento em biomassa
(13,11 g/L) no ensaio 4 e menor rendimento (7,12 g/L) no ensaio 2. Ja para o isolado
de B. azygospora, seu maior rendimento em biomassa (18,45 g/L) foi no ensaio 4 e
menor rendimento (9,33 g/L) no ensaio 1 (Tabela 9).

Comparando esses resultados com os obtidos utilizando maltodextrina e
milhocina (Item 5.2), podemos observar um aumento no rendimento maximo da
biomassa do A. caatinguensis (11,96 para 13,11 g/L). Ja o B. azygospora obteve
rendimento superior semelhante ao obtido anteriormente (18,91 g/L para 18,45 g/L) e
apresentou um aumento no seu menor rendimento (6,82 g/L para 9,33 g/L). Esse fato
pode estar relacionado a disponibilidade de glicose no meio de cultura que pode ser
facilmente metabolizada (TREJO et al., 2001).

Os resultados da ANOVA (Tabela 10) para o isolado A. caatinguensis, indicam
gue tanto o xarope de glucose (F = 196.3527, p = 0.000787) quanto a milhocina (F =
213.5018, p = 0.000695) tiveram efeitos altamente significativos na producéo de
biomassa (Figura 12 A). Além disso, a interacdo entre esses dois fatores também foi
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significativa (F = 641.5668, p = 0.000135), sugerindo que a combinagao de xarope de
glucose e milhocina pode potencializar a producédo de biomassa de forma sinérgica
(Figura 13).

A significancia da falta de ajuste (F = 196.0995, p = 0.000789) sugere que 0
modelo atual ndo captura completamente toda a variabilidade dos dados, indicando a
possibilidade de que outros fatores ndo incluidos no modelo podem estar
influenciando a producdo de biomassa. O coeficiente de determinacao (R?) foi de
0.84079, e o R-quadrado ajustado foi de 0.72138, indicando que aproximadamente
84.1% da variabilidade total na producéo de biomassa pode ser explicada pelo modelo.

A anélise da ANOVA (Tabela 11) para B. azygospora revelou que o xarope de
glucose teve um efeito significativo na producao de biomassa (Figura 12 B). O valor F
de 282.802 e o p-valor de 0.000458 indicam que ha uma forte evidéncia de que a
variacdo na concentracdo de xarope de glucose afeta significativamente a producgéo
de biomassa. Esse resultado sugere que o xarope de glucose é um componente critico
no meio de cultura, provavelmente devido ao seu papel como fonte de carbono
facilmente metabolizavel para o crescimento fungico.

De forma semelhante, a milhocina também demonstrou ter um efeito
altamente significativo na producéo de biomassa (Figura 14), com um valor F de
3471.657 e um p-valor de 0.000011. A milhocina, sendo um subproduto da producao
de milho, pode conter nutrientes essenciais e fatores de crescimento que sao
benéficos para o crescimento flngico.

A interagdo entre xarope de glucose e milhocina foi significativa, com um valor
F de 202.843 e um p-valor de 0.000750. A significancia dos fatores, bem como a
interacdo entre eles, destaca a importancia de um design experimental com mdultiplas

variaveis para maximizar a eficiéncia do processo de fermentacéo.

Tabela 9 - Producédo de biomassa por Absidia caatinguensis e Backusella
azygospora em meio alternativo (Xarope de Glucose e Milhocina).

Absidia Backusella

caatinguensis azygospora
Ensaio Xarope de Milhocina Biomassa(g/L) pH Biomassa (g/L) pH

glucose (%)
(%)

1 6 12 8,81 4.29 9,33 6.43
2 18 12 7,12 4.28 9,64 5.08
3 6 24 7,20 5.19 14,71 6.20
4 18 24 13,117 5.13 18,45" 5.52
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5 12 18 10,47 4.70 11,16 5.98

6 12 18 11,47 4.75 12,63 5.93

7 12 18 10,53 4.78 14,10 6.09

8 12 18 10,76 4.76 10,74 6.05

(+) — Maior rendimento, (-) — Menor rendimento. Fonte: A autora (2024)
Tabela 10 - ANOVA para o rendimento em biomassa pelo fungo Absidia
caatinguensis (URM 7156).
ANOVA (R?=10,84079)
Fonte de variagdo = Soma dos Graus de Quadrado  Estatistica  Valor p
Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)

(1) Xarope de 4,43102 1 443102  196,3527  0,000787
glucose
(2) Milhocina 4,81802 1 4,81802 213,5018 0,000695
le2 14,47803 1 14,47803 641,5668  0,000135
Falta de ajuste 4,42531 1 4,42531 196,0995 0,000789
Erro 0,06770 3 0,02257
Total 28,22009 7

Fonte: A autora (2024)

Figura 12 — Representacdo gréfica do rendimento em biomassa pelos fungos
Absidia caatinguensis (URM 7156) e Backusella azygospora (URM 8065) em meio

alternativo (Xarope de glucose e milhocina).

(1B essewoid

Os gréficos sugerem que para se obter maiores rendimentos em biomassa, tanto para o A.
caatinguensis (A) quanto para B. azygospora (B), deve-se aumentar as concentracdes de xarope de
glucose e milhocina. Fonte: A autora (2024).

Figura 13 - Influéncia dos efeitos padronizados das variaveis para o crescimento da

biomassa pelo fungo Absidia caatinguensis (URM 7156).
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25,32917

(2)Milhocina (%) f

(1)Xarope de glucose (%) |

Observa-se que a interacao entre os dois fatores obteve uma maior influéncia no crescimento da
biomassa, seguido da milhocina e xarope de glucose com uma diferencga discreta, no entanto, positiva
para o crescimento da biomassa. Fonte: A autora, (2024)

Tabela 11 - ANOVA para o rendimento em biomassa pelo fungo B. azygospora
(URM 8065).

ANOVA (R?=0,9373)
Fonte de variagdo  Soma dos Graus de Quadrado  Estatistica  Valor p

Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)

(1) Xarope de 4,10062 1 4,10062 282,802  0,000458
glucose
(2) Milhocina 50,33903 1 50,33903  3471,657  0,000011
le?2 2,94122 1 2,94122 202,843  0,000750
Falta de ajuste 3,79501 1 3,79501 261,725  0,000514
Erro 0,04350 3 0,01450
Total 61,21939 7

Fonte: A autora (2024)

Figura 14 - Influéncia dos efeitos padronizados das variaveis para o crescimento da
biomassa pelo fungo Backusella azygospora (URM 8065).
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A milhocina aparece como o fator que teve a maior influéncia no crescimento da biomassa,
seguido do xarope de glucose. A interacao entre os dois fatores teve a menor influéncia na variavel
resposta. Fonte: A autora (2024).

5.5 Producédo de quitina e quitosana por Absidia caatinguensis (URM 7156) e
Backusella azygospora (URM 8065) em meio alternativo (Xarope de glucose e

Milhocina)

O isolado A. caatinguensis, obteve seu maior rendimento em quitina (78,58
mg/g) e quitosana (42,00 mg/g) no ensaio 1. Os menores rendimentos de quitina
(30,01 mg/g) e quitosana (28,79 mg/g) foram obtidos no ensaio 4 (Tabela 12).

Ja para o B. azygospora, seu maior rendimento em quitina (78,58 mg/g) e
quitosana (28,81 mg/g) foi obtido no ensaio 1. O menor rendimento em quitina e
quitosana foi observado no ensaio 3 e 4 com 61,79 e 9,99 mg/g respectivamente.

Ao compararmos o0s rendimentos de A. caatinguensis no meio com
maltodextrina e milhocina (item 5.3), percebemos que houve uma reduc¢do no
rendimento de quitosana (69,50 mg/g para 42,00 mg/g). Por outro lado, B. azygospora
teve um aumento no rendimento de quitosana (19,90 mg/g para 28,79 mg/g).

As diferencas nos rendimentos de quitosana entre os meios de cultura com
maltodextrina e milhocina, e com xarope de glucose e milhocina, para os isolados de
A. caatinguensis e B. azygospora podem ser atribuidas a varios fatores. Um deles é a
composicao dos substratos que pode afetar a disponibilidade de nutrientes essenciais
e a via metabdlica utilizada pelos fungos. A maltodextrina é um polimero de glicose

gue pode ser degradado mais lentamente, fornecendo uma fonte continua de glicose,
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enquanto o xarope de glucose é uma fonte de glicose mais prontamente disponivel
(LATGE, 2001; TREJO et al., 2001).

No caso de A. caatinguensis, a redugao no rendimento de quitosana no meio
com xarope de glucose e milhocina pode estar relacionada a uma possivel repressao
catabdlica causada pela alta concentracao de glicose livre, que pode inibir certas vias
biossintéticas, incluindo a producdo de quitosana. Além disso, a estrutura mais
simples do xarope de glucose pode néo fornecer os sinais metabdlicos necessarios
para otimizar a sintese de quitosana como a maltodextrina (CARLSON, 1999;
ROLLAND, WINDERICKX & THEVELEIN, 2002).

Por outro lado, para B. azygospora, o aumento no rendimento de quitosana no
meio com xarope de glucose e milhocina sugere que este isolado pode utilizar a
glicose disponivel de forma mais eficiente para a producdo de quitosana. Isto pode
ser devido a diferencas na regulacao metabdlica entre os dois fungos ou a uma maior
afinidade do B. azygospora por glicose livre (RUIJTER et al., 2003).

Além disso, a interacdo entre os componentes do meio de cultura e os
mecanismos de regulacdo interna de cada fungo pode influenciar a eficiéncia da
conversdo de substratos em quitosana. Outros fatores, como a concentracdo de
nitrogénio, a presenca de oligoelementos e as condi¢cdes de fermentacdo, também
podem desempenhar um papel importante na variacdo dos rendimentos observados
(SYNOWIECKI & AL-KHATEEB, 2003).

A andlise da ANOVA para o Absidia caatinguensis (Tabela 13), indicam que
nem a concentracdo de xarope de glucose nem a concentracdo de milhocina,
individualmente ou em interacao, tiveram um efeito estatisticamente significativo sobre
a producédo de quitosana (Figura 15). No entanto, a milhocina apresentou um valor-p
gue sugere uma tendéncia de significancia (p = 0,080153), que poderia ser investigada
mais detalhadamente em estudos futuros para entender melhor seu impacto potencial.
O baixo valor de R? (0,70188) e a falta de significancia dos fatores indicam que o
modelo utilizado para a ANOVA pode nao estar adequadamente ajustado para
explicar a producdo de quitosana. E possivel que fatores importantes tenham sido
omitidos ou que a forma do modelo ndo seja a mais apropriada para capturar a
complexa dindmica do processo biologico.

A analise de variancia (ANOVA) do B. azygospora, apresentada na Tabela 14
mostram que a milhocina teve o efeito mais substancial, com um valor F de 878,5571

e um valor p de 0,000084, indicando uma influéncia significativa na producédo de
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quitosana. O xarope de glucose também demonstrou um impacto consideravel, com
um valor F de 264,1559 e um valor p de 0,000507. A interacdo entre os dois fatores
foi significativa, mas menos pronunciada, com um valor F de 20,4620 e um valor p de
0,022005. Com um R2de 0,91472, o modelo explica 91,472% da variabilidade total na
producgéo de quitosana, indicando um ajuste substancial ao modelo. Esse resultado
pode ser melhor visualizado no gréfico de superficie e Pareto (Figura 16 e 17).

Tabela 12 - Producéo de quitina e quitosana pelos fungos A. caatinguensis e B.
azygospora em meio alternativo (Xarope de glucose e Milhocina).

Absidia Backusella

Caatinguensis azygospora
Ensaio Glu Mic  Quitina  Quitosana pH  Quitina  Quitosana pH

(%) (%) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
1 6 12 78,58* 42,00* 4.29 127,70* 28,81* 6.43
2 18 12 58,98 38,98 4.28 88,81 20,29 5.08
3 6 24 51,97 37,29 519 61,79 14,80 6.20
4 18 24 30,01 28,79 5.13 67,31 9,99 5.52
5 12 18 57,80 41,40 4.70 88,98 15,08 5.98
6 12 18 71,30 41,00 4.75 69,00 15,79 5.93
7 12 18 68,50 41,01 4.78 84,61 15,90 6.09
8 12 18 55,60 41,66 4.76 62,20 15,21 6.05

(+) — Maior rendimento, (-) — Menor rendimento, (Glu) — Xarope de glucose. (Mic) — Milhocina.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 13 - ANOVA para o rendimentos em quitosana pelo fungo A. caatinguensis

(URM 7156).
ANOVA (R?=0,70188)
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Estatistica Valor p
variacao Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)

(1) Xarope de 33,1776 1 33,17760  3,248368  0,145844
glucose
(2) milhocina 55,5025 1 55,50250 5,434164 0,080153
le?2 7,5076 1 7,50760 0,735058 0,439579
Erro 40,8545 4 10,21362
Total 137,0422 7

Fonte: A autora, (2024).

Figura 15 - Influéncia dos efeitos padronizados das variaveis para o rendimento de
quitosana pelo fungo Absidia caatinguensis (URM 7156).
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-2,33113

p=,05

Nenhum dos fatores (xarope de glucose, milhocina ou sua interagdo) mostrou-se
estatisticamente significativo. Isso sugere que esses fatores ndo tém uma influéncia significativa na
variabilidade da producédo de quitosana. Fonte: A autora (2024).

Tabela 14 - Tabela da ANOVA para o rendimento em quitosana pelo fungo B.
azygospora (URM 8065).

ANOVA (R?=0, 91472)

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Estatistica  Valor p
variagao Quadrados Liberdade Médio (MS) F
(SS) (df)

(1) Xarope de 44,4222 1 44,4222  264,1559  0,000507
glucose
(2) milhocina 147,7440 1 147,7440 878,5571  0,000084
le?2 3,4410 1 3,4410 20,4620 0,020205
Falta de ajuste 17,7310 1 17,7310 105,4371  0,001969
Erro 0,5045 3 0,1682
Total 213,8428 7

Fonte: A autora (2024).

Figura 16 - Influéncia dos efeitos padronizados das variaveis para rendimento de
guitosana pelo fungo Backusella azygospora (URM 8065).
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(2)Milhocina (%) E -20,6405

1)Xarope de glucose (%)

A milhocina aparece como o fator mais influente, o xarope de glucose também mostra uma
contribuicdo significativa. A interac@o entre os dois fatores (1by2) apresentou um efeito menor,
indicando uma influéncia significativa, mas relativamente modesta, na producéo de quitosana. Os
valores negativos indicam que esses fatores tém um efeito inibidor na producéo de quitosana, ou
seja, um aumento nas concentracGes desses componentes esta associado a uma diminuicdo na
producédo de quitosana. Fonte: A autora (2024).

Figura 17 — Representacao grafica do rendimento em quitosana pelo fungo
Backusella azygospora (URM 8065).

Para obter-se maiores rendimentos em quitosana, o grafico indica a diminuic&o nos
percentuais de xarope de glucose e milhocina. Fonte: A autora (2024).
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5.6 Avaliacao dos rendimentos em biomassa, quitina e quitosana obtidos em
meio de cultura padréo.

Os maiores valores obtidos pelo isolado de A. caatinguensis foi de 3,97 g/L de
biomassa, 120,78 mg/g de quitina e 47,72 mg/g de quitosana. Ja para o fungo B.
azygospora, o rendimento em biomassa foi de 3,59 g/L, 142,63 mg/g de quitina e 24,98
mg/g de quitosana em meio de cultura padréo Sabouraud-Sacarose (Tabela 15). Os
resultados apresentados foram inferiores aos obtidos nos meios de cultura alternativos.

O maior resultado observado em crescimento de biomassa pelo isolado A.
caatinguensis foi no meio com xarope de glicose e milhocina (13,11 g/L), o maior
rendimento em quitosana foi obtido no meio com maltodextrina e milhocina (69,50
mg/g). B. Azygospora obteve maior rendimento em biomassa no meio com
maltodextrina e milhocina (18,91 g/L), e maior rendimento em quitosana no meio
xarope de glucose e milhocina (28,81 mg/g).

No trabalho de Stamford et al., 2007, onde foi comparado meio alternativo com
4 outros meios tradicionais, 0 meio alternativo superou todos os meios tradicionais em
rendimento. O que obteve melhor rendimento entre os meios tradicionais foi
Sabouraud-Sacarose (0 mesmo utilizado neste estudo) com 261,7 mg/g de quitina e
34,9 mg/g de quitosana utilizando o fungo Cunninghamella elegans. O presente
estudo obteve resultados superiores de quitosana com as cepas alvo testadas.

A fermentacdo em meio padrédo (Sabouraud-Sacarose) obteve resultados muito
inferiores quando comparados aos meios alternativos, isso evidencia, juntamente com
os dados estatisticos individuais de cada isolado, que os residuos e produtos
utilizados sdo uma fonte promissora para crescimento de biomassa e producdo de
quitina e quitosana, tendo em vista que os resultados obtidos no presente estudo ainda

podem ser estatisticamente melhorados, a fim de se obter resultados ainda melhores.

Tabela 15 - Rendimentos em biomassa, quitina e quitosana pelos fungos Absidia
caatinguensis e Backusella azygospora em meio padrao (Sabouraud-Sacarose).

Absidia Backusella
Caatinguensis azygospora
Ensaio Biomass Quitina Quitosana pH Biomassa Quitina Quitosa pH
a (mg/g) (mg/g) 9/ (mg/g) na
CLD) (mg/g)
1 3,66 110,58 43,73 3.49 3,59 142,63 24,98 3.31
2 3,91 120,39 47,18 3.16 3,11 101,04 14,57 6.71

3 3,74 112,95 45,43 3.46 3,34 118,79 19,48 7.15
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4 3,97 120,78 47,72 3.38 3,48 115,02 17,70 4.77
Em destaque estéo os maiores valores em rendimento de biomassa quitina e quitosana. Fonte: A
autora (2024).

5.7 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima

(CEM) dos fungos fitopatogénicos

O isolado Colletotrichum gloeosporioides, teve a CIM determinada em 6
mg/mL e CFM em 7 mg/mL de quitosana. Alternaria alternata, teve sua CIM

determinada em 7 mg/mL e CFM em 8 mg/mL de quitosana (figura 18).

Figura 18 - Fungos Colletotrichum gloeosporioides e Alternaria alternata no ensaio
para determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Fungicida Minima (CFM).

No primeiro tubo (da esquerda para direita) encontra-se o controle positivo (meio + inéculo)
do Colletotrichum gloeosporioides (A) seguido dos tratados. O mesmo para o Alternaria alternata (B).
Fonte: A autora, (2024).

Estudos recentes sobre a concentracdo minima inibitéria (MIC) de quitosana
demonstraram que sua eficicia antifingica pode variar amplamente. Assis et al. (2021)
avaliaram a MIC de quitosana contra Aspergillus niger, Penicillium notatum e Mucor
circinelloides, encontrando variacdes entre 1,95 a 1000 pg/mL, dependendo do pH e
da concentracgéo utilizada. Da mesma forma, Badawy et al. (2020) observaram que a
atividade antimicrobiana da quitosana esta fortemente relacionada ao seu grau de
acetilacao e peso molecular, que afetam sua interagdo com a membrana celular dos
fungos. Esses resultados destacam a importancia de ajustar as condi¢cdes de
aplicacdo da quitosana, como pH e concentragdo, para maximizar sua eficacia

antifangica.
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5.8 Efeito da quitosana sobre o crescimento micelial radial dos fungos

fitopatogénicos

ApOs o periodo de 7 dias, as colbnias de Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides, sem tratamento (controle), cresceram 40 mm (Figura
19), enquanto os tratados ficaram entre 10 e 15 mm como pode ser observado na
tabela 16.

Oliveira Junior et al. (2023) relataram que a quitosana mostrou-se efetiva em
restringir o crescimento de fungos como Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Penicillum expansum e Rhizopus stolonifer, causando agregacdo micelial e
mudancas morfoldgicas, incluindo ramificacao excessiva e inchaco da parede celular.
Além disso, Rae et al. (2020) observaram que a quitosana induziu a inibicdo da
formacéo do tubo germinativo em esporos de A. alternata e P. expansum, sugerindo
uma interacédo direta da quitosana com a parede celular fungica. Patel e Ghosh (2020)
também discutiram o papel da quitosana na fitopatologia, destacando sua capacidade
de atuar como um agente antifangico, promovendo a defesa das plantas contra

patégenos.

Figura 19 - Crescimento micelial radial dos fungos Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides, apds o periodo de 7 dias de experimento.

Na parte superior da figura estéo as placas do Fusarium oxysporum com 0,5 e 1,0 mg/mL de
quitosana e na inferior Colletotrichum gloeosporioides com 4,0 e 6,0 mg/mL de quitosana. A primeira
placa (da esquerda para direita) esta o controle (sem tratamento), seguido dos tratados. Fonte: A
autora (2024).
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Tabela 16 - Inibigdo do crescimento radial micelial dos fungos fitopatogénicos.

Isolado Concentracéo de Total de Inibicdo da
guitosana (mg/mL) crescimento germinacao (%)
(mm)

Fusarium 0,0 (controle) 40 0
oxysporum 0,5 15 62,5
1,0 10 75,0

Colletotrichum 0,0 (controle) 40 0
gloeosporioides 4,0 15 62,5
6,0 12 70,0

Fonte: A autora (2024).

5.9 Efeito da quitosana sobre a germinacédo de esporos, in vitro, dos fungos

fitopatogénicos

Foi possivel observar que a quitosana obteve altos percentuais de inibicdo na
germinacao de esporos, em relacdo ao controle, para os isolados de Colletotrichum
gloeosporioides que obteve 86% de inibicio com 6 mg/mL e Alternaria alternata
obteve 91,5% com 7 mg/mL. Os resultados obtidos no teste foram descritos na tabela
17.

Tabela 17 - Efeito da quitosana sobre a germinacéo de esporos, in vitro, dos fungos
fitopatogénicos.

Isolado Concentragao de Inibicdo da
quitosana (mg/mL) germinacéao (%)

Colletotrichum 0,0 (controle) 32,5
gloeosporioides 4,0 82,5
6,0 86,0

Alternaria alternata 0,0 (controle) 32,0
5,0 82,0

7,0 91,5

Fonte: A autora (2024)

Estudos tém demonstrado que a quitosana pode inibir a germinacao de esporos
de fungos. O estudo de Liu et al. (2012) mostra que a aplicagao de quitosana em frutas
como tomate e peras induziu atividades enzimaticas relacionadas a defesa,
controlando de forma eficaz a podridao cinzenta e azul dos tomates. Além disso, Meng
et al. (2010) observaram que a quitosana aumenta a resisténcia pds-colheita em frutas
ao inibir diretamente a germinacéo de esporos, o alongamento de tubos germinativos

e o crescimento micelial de fitopatégenos. Esses estudos sugerem que a quitosana
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possui um grande potencial como substancia antifiingica natural, eficaz na prevencgéo

de doencas pdés-colheita.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstram o potencial significativo de produtos e
residuos agroindustriais como substratos para a producdo de biomassa e quitosana
pelas novas cepas dos fungos estudadas, evidenciando a viabilidade de métodos
alternativos e sustentdveis. Absidia caatinguensis e Backusella azygospora
mostraram-se eficazes na converséo de residuos de milho, maltodextrina e xarope de
glucose em produtos de alto valor agregado. Especificamente, Absidia caatinguensis
que atingiu o seu melhor rendimento em biomassa em meio contendo xarope de
glucose e milhocina, enquanto Backusella azygospora obteve a maior producao de
biomassa com maltodextrina e milhocina. Notavelmente, os rendimentos de quitosana
em meios alternativos foram superiores aos observados em meios de cultura
tradicionais, indicando que os meios alternativos ndo s6 séo viaveis como também
mais eficientes na producédo desta biomolécula. Além disso, a quitosana extraida
demonstrou elevada eficacia na inibicdo de esporos e na inibicdo do crescimento
micelial radial de fungos fitopatogénicos, como Colletotrichum gloeosporioides,
Alternaria alternata e Fusarium oxysporum. Esses achados reforcam a importancia de
explorar e otimizar o uso de residuos agroindustriais, contribuindo para a
sustentabilidade e reducdo de impactos ambientais negativos, ao mesmo tempo em
que promovem a producao econdmica de biopolimeros valiosos como a quitosana.
Assim, a implementacdo desses métodos pode reduzir os impactos ambientais

associados ao descarte de residuos e promover a inovacao no setor agroindustrial.
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