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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A otimizagdo do cultivo de microrganismos tem recebido grande destaque, principalmente,
devido as diversas descobertas de propriedades imunoldgicas destes e de seus biocompostos.
Sabendo disso, tem se interesse tanto comercial quanto social em melhorar a sua producéo,
buscando o avanco cientifico e qualidade de vida da populacdo em dmbito mundial, uma vez
que, hd também a valorizacdo da medicina fundamentada em produtos naturais e da
biotecnologia industrial que buscam solucbes revolucionarias para crises globais. Buscar
métodos utilizando como recurso subprodutos agroindustriais como o melago, que barateiam e
otimizam a producdo, contribui cientificamente para o avanco da sustentabilidade e valorizacao
desse Reino (Fungi) que € ainda pouco conhecido e possui tantos fatores que podem mudar o

rumo das pesquisas atuais.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The optimization of the cultivation of microorganisms has received great attention, mainly due
to the various discoveries of immunological properties of these and their biocompounds.
Knowing this, there is both a commercial and social interest in improving its production,
seeking scientific advancement and quality of life for the population worldwide, since there is
also the appreciation of medicine based on natural products and industrial biotechnology that
seek revolutionary solutions to global crises. Searching methods using agro-industrial by-
products such as molasses as a resource, which make production cheaper and optimize,
contributes scientifically to the advancement of sustainability and appreciation of this Kingdom
(Fungi) which is still little known and has so many factors that can change the direction of

current research.
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RESUMO

Algumas espécies de Rhizopus sp. podem ser matéria-prima na producao de substancias GRAS
(generally recognized as safe) por serem considerados seguros e, portanto, podem ser utilizados
como aditivos alimentares. Por esta mesma razdo, Rhizopus sp. sdo utilizados para
enriquecimento proteico em alimentos e atividade antioxidante, produgdo de enzimas,
polissacarideos, aminoacidos e acidos graxos essenciais. Entretanto, as condi¢des de producéo
precisam ser estudadas para que a obtencdo de biomassa de Rhizopus sp. em escala industrial
tenha custo-beneficio adequado as aplicacGes biotecnologicas. Para isso, € de suma importancia
a aplicacdo de subprodutos agroindustriais, ricos em nutrientes e de baixo custo, como insumo
no bioprocesso. O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de biomassa de Rhizopus
sp LBBIO-01 em subproduto agroindustrial - melago de caldo de cana de agucar, visando
aplicacao biotecnoldgica do micélio fungico. Os microrganismos foram cultivados em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura, sob agitacéo de 180 rpm a 30 °C.
Foi utilizado como meio de cultura padrdo sais de VVogel e variaveis, sacarose ou melaco de
cana de acgucar. Os cultivos foram acompanhados pela medida de biomassa (gravimetria),
acucar redutor (método do &cido-3,5dinitrosalicilico), acUcar redutor total e acgucar total
(método Fenol-Sulfurico), proteinas (métodos de Bradford) e pH (pHmetro). Nos cultivos em
meio solido em placas de Petri, com sacarose ou melaco (1 a 10 g/L), observou-se que com
melaco houve preenchimento da area total da placa em 30 h (6 horas a menos do que com
sacarose), mesmo na menor concentracdo (1g/L). Em fermentacdo submersa obteve-se o
méaximo de biomassa de 5,5 g/L em 60 h de cultivo utilizando melago 50 g/L e 2,8 g/L em 36
h, com sacarose. Nos cultivos com melaco, a fase exponencial de crescimento foi observada até
24 h de cultivo, com velocidade especifica de crescimento de 0,177 g/Lh~'. Utilizando sacarose,
observou-se fase exponencial até 36 h e velocidade especifica de crescimento de 0,092 g/Lh"'.
Calculando-se o rendimento da producéo de biomassa (g biomassa/g aglcar) em 24 h de cultivo,
obteve-se 0,0742 g/g; 0,26 g/g e 0,52 g/g em melaco a 10, 25 e 50 g/L, respectivamente.
Observou-se maior crescimento da biomassa utilizando sulfato de amonio e extrato de levedura
com 8 g/L em horérios diferentes, porém se encontra desvantagens em trabalhar com esses
meios em maior escala. Cultivos em escala aumentada em 4 vezes resultaram na mesma
producdo de biomassa e no mesmo aspecto morfolégico das hifas. Péde-se concluir que quanto
maior a concentracdo de melago, maior a velocidade de crescimento e que fontes inorganicas
de nitrogénio, como nitrato de aménio, podem desempenhar melhor produtividade de
crescimento, assim como, baratear o cultivo fangico em larga escala.

Palavras-chave: Sustentabilidade; fermentacédo; subproduto agroindustrial; nitrogénio.



ABSTRACT

Some species of Rhizopus sp. can be used as raw materials in the production of GRAS
(generally recognized as safe) substances because they are considered safe and, therefore, can
be used as food additives. For this same reason, Rhizopus sp. are used for protein enrichment
in foods and antioxidant activity, production of enzymes, polysaccharides, amino acids and
essential fatty acids. However, production conditions need to be studied so that obtaining
Rhizopus sp. biomass on an industrial scale has a cost-benefit ratio suitable for biotechnological
applications. For this, it is extremely important to apply agro-industrial by-products, rich in
nutrients and low cost, as input in the bioprocess. The present study aimed to obtain Rhizopus
sp. LBBIO-BLO1 biomass from an agro-industrial by-product - sugarcane juice molasses,
aiming at the biotechnological application of the fungal mycelium. The microorganisms were
cultivated in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of culture medium, under agitation
of 180 rpm at 30 °C. Vogel's and variable salts, sucrose or sugar cane molasses were used as
standard culture medium. The cultures were monitored by measuring biomass (gravimetry),
reducing sugar (3,5-dinitrosalicylic acid method), total reducing sugar and total sugar (phenol-
sulfuric method), proteins (Bradford methods) and pH (pH meter). In the cultures in solid
medium in Petri dishes, with sucrose or molasses (1 to 10 g/L), it was observed that with
molasses there was filling of the total area of the plate in 30 h (6 hours less than with sucrose),
even at the lowest concentration (1 g/L). In submerged fermentation, the maximum biomass of
5.5 g/L was obtained in 60 h of culture using 50 g/L molasses and 2.8 g/L in 36 h, with sucrose.
In the cultures with molasses, the exponential growth phase was observed up to 24 h of culture,
with a specific growth rate of 0.177 g/Lh~'. Using sucrose, an exponential phase was observed
up to 36 h and a specific growth rate of 0.092 g/Lh'. Calculating the biomass production yield
(g biomass/g sugar) in 24 h of cultivation, 0.0742 g/g; 0.26 g/g and 0.52 g/g were obtained in
molasses at 10, 25 and 50 g/L, respectively. Greater biomass growth was observed using
ammonium sulfate and yeast extract with 8 g/L at different times, but there are disadvantages
in working with these media on a larger scale. Cultivations on a 4-fold increased scale resulted
in the same biomass production and the same morphological aspect of the hyphae. It was
concluded that the higher the molasses concentration, the higher the growth speed and that
inorganic nitrogen sources, such as ammonium nitrate, can improve growth productivity, as
well as reduce the cost of large-scale fungal cultivation.

Keywords: Sustainability; fermentation; agro-industrial byproduct; nitrogen.
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1. INTRODUCAO

Pertencente ao Reino Fungi, Filo Zygomicota, Classe Zygomycetes, Ordem Mucolares
e Familia Mucolaceae, o género Rhizopus (EHRENBERG, 1821) (Figura 1) é comumente
encontrado na decomposicao de vegetais, no solo e excrementos de animais (PIDOPLICHKO
e MIL’KO, 1971). Mesmo sendo patogeno em plantagdes, o género tem consideravel relevancia
as atividades humanas quando utilizado na fabricagdo de alimentos produzindo enzimas para
biofermentacéo, se tornando alvo em pesquisas de biologia molecular e celular de fungos
(MUSZEWSKA; PAWIOWSKA; KRZYSCIAK, 2014).

Algumas espécies de Rhizopus sp. podem ser matéria-prima na producao de substancias
GRAS (generally recognized as safe) por serem considerados seguros e, portanto, podem ser
utilizados como aditivos alimentares. Por esta mesma razéo, os Rhizopus sp. sdo utilizados para
enriquecimento proteico em alimentos e atividade antioxidante (R. stolonifer), outros podem
apresentar alta aplicacédo, tanto na producao de alimentos quanto na alta variedade de producéo
de enzimas (R. oryzae) e também, controle microbiolégico (MIYAOKA, 2012). As espécies de
R. oryzae e R. oligosporus sdo utilizadas na fabricacéo de alimentos, como producéo de tempeh
e sofu, que s&o produtos fermentados feitos a partir de grdos. Além disso, na Asia, sdo utilizadas
na producdo de bebidas alcoolicas. Algumas aplicacbes menos comuns incluem producéo de

biopolimeros, bioemulsificantes e biossurfactantes (MIYAOKA, 2012).

Sabendo disso, este trabalho busca a otimizacéao de cultivo do microrganismo Rhizopus
sp com foco na producdo e utilizacdo biotecnoldgica de biocompostos produzidos pelo seu
micélio. Para isso se determina alguns parametros de crescimento em diferentes concentracfes
de carbono disponiveis e diferentes fontes de nitrogénio, aliados no melhoramento do

crescimento microbiano.

Como fonte de nitrogénio, se prop@e utilizacdo de fontes inorganicas de nitrogénio
como nitrato de aménio e sulfato de aménio que barateia o processo fermentativo, assim como,
utilizacdo de fontes organicas como ureia e extrato de levedura que proporcionam
quantificacdo nutricional ao processo.

O melaco utilizado no presente estudo é obtido como subproduto durante o processo
industrial para producdo de agucar de mesa a partir da extracdo do caldo da cana de agucar
(Saccharum officinarum). Se propde uso do melaco no processo fermentativo visando reducao
de custo para a viabilidade do bioprocesso, j& que a utilizacdo de subprodutos esta associada

aos conceitos de Ecologia e Sustentabilidade Industrial, onde se tem interesse principal em
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evitar a poluicdo ambiental, minimizando o descarte na natureza, em contrapartida, reduzindo
a busca por matérias primas quando um subproduto de um processo € reutilizado como matéria
prima em outro (BUENO, 2016).

O aproveitamento de subprodutos agroindustriais em laboratério promove praticas mais
sustentaveis vinculadas a ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel), com foco em
prevenir o desperdicio, promover a renovagdo e o bom uso de recursos. Assim, segundo a
Secretaria de Meio Ambiente (2025), contribui-se para valorizacdo desses residuos e a
economia circular e corroborando com o ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis), ao
diminuir os impactos ambientais incentivando o reaproveitamento. Para além, essa abordagem
também pode resultar em novas solucdes para a industria, como biocombustiveis, alimentos
mais nutritivos ou materiais ecoldgicos, apoiando ainda os ODS 2 (Fome Zero e Agricultura

Sustentavel), 9 (Industria, Inovacéo e Infraestrutura) e 13 (Acdo Contra a Mudanca Climatica).

1.1 CARACTERIZACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS E GENERO Rhizopus sp.
1.1.1 Fungos filamentosos

Organismos eucariontes, 0os fungos podem ser classificados como unicelulares
(leveduras), ou multicelulares (por ex. fungos filamentosos). Um fungo unicelular é constituido
de uma Unica célula, maior que uma bactéria, de formato oval. Ja um fungo multicelular, é
capaz de produzir estruturas denominadas de micélios ou hifas. Assim como as plantas, 0s
fungos possuem parede celular em sua estrutura, a qual é composta por substancias como

quitina, celulose e glicana, caracterizando sua rigidez (TORTORA et al., 2017).

Os fungos filamentosos podem possuir reproducdo sexuada através da fusdo de gametas
e esporos sexuados, ou, reproducdo assexuada por esporos assexuados encontrados em hifas
aéreas. A germinacdo dos esporos, pelo inchaco dos tubos germinativos, é intrinsecamente
dependente da otimizagdo de cultivo em melhor temperatura, pH, fonte carbono, fonte de
nitrogénio etc. (MIYAOKA, 2012).

Os microrganismos desse reino compreendem importante funcdo no meio ambiente
operando como decompositores de matéria organica, absorvendo nutrientes do solo, madeira
ou outros substratos, assim como, atuando em simbiose com plantas, como as micorrizas,

participando do ciclo do nitrogénio, um nutriente tdo essencial para a vida (TORTORA et al.,
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2017). Também estdo presentes na producdo de medicamentos, como penicilina (MY AOKA,
2012)

1.1.2 Rhizopus sp.

Em analise filogenética Liu et al. (2024) revelou que o género Rhizopus é construido
por trés clados principais: R. microsporus a espécie basal, com R. stolonifer como sua linhagem
irmd, e duas espécies proximas: R. arrhizus e R. delemar. J& Miyaoka (2012) destaca Rhizopus
oligosporus, Rhizopus arrhizus, Rhizopus circicans, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae,
Rhizopus microsporus, Rhizopus formosa, e Rhizopus stolonifer como as principais espécies
desse género. Caracteristicas micromorfolégicas dos esporangios, esporangiésporos e
esporangioforos, assim como a presenca ou auséncia de zigosporos podem diferenciar as

espécies.
Figura 1: Representacdo esquematica: ciclo de vida e reproducéo do género Rhizopus sp.
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Fonte: Casa das Ciéncias, 2014.

Dentro do género Rhizopus, a espécie R. nigricans tem sido estudada quanto & produgéo
de exopolissacarideo (EPS). Yu et al. (2016), descreveu a estrutura de um EPS, denominado
EPS1-1, trata-se de um heteropolissacarideo contendo os monossacarideos glicose, manose,
galactose e frutose na razdo molar 5,89: 3,64 : 3,20 : 1,00. Li et al. (2022) caracterizam um
segundo EPS, denominado EPS2-1, um heteropolissacarideo composto de manose (Man),
galactose (Gal), glicose (Glc), arabinose (Ara) e Fucose (Fuc), com massa molar de 32,803 kDa.

Uma proposta estrutural do EPS2-1 esta na figura 2.
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Figura 2: Proposta de estrutura de EPS secretado por R. nigricans.
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Fonte: Li et al. (2022).

Sobre o0 EPS1-1, verificou-se potencial para imunoterapia ou adjuvante no tratamento
de cancer colorretal (YU et al., 2018) (a). Yan et al. (2022) relatou inibicao de células tumorais
relacionadas a cancer de figado. Yu et al. (2018) (b) verificou que o EPS1-1 poderia suprimir a
metastase in vitro e in vivo, inibindo a invasdo e a angiogénese, o que fornece aplicacdo
potencial contra a metastase do cancer colorretal. Por outro lado, Li et al. (2022) encontrou
evidéncias de atividade antioxidante, potencial imunomodulatorio e anticancer em relacdo ao
EPS2-1.

Chen et al. (2013) extraiu, purificou e analisou polissacarideos de micélio de R.
nigricans. Os autores descreveram um polissacarideo composto de manose, ramnose, acido

glicurénico, glicose, galactose e fucose na razdo molarde 5,1:1,0:1,6:92,2:1,3:2,3.

A cepa de Rhizopus sp. LBBIO-01 do presente trabalho tem sido estudada pelo grupo
de pesquisa do Laboratorio de Bioquimica e Bioprocessos da UNESP- Campus Assis. Silva et
al. (2023) cultivaram Rhizopus sp em soro de leite para obtencdo de biomassa com valor
alimentar animal. Os autores obtiveram 6 g/L de biomassa em 24 h de cultivo (29 °C e 180

rpm de agitacdo) e velocidade especifica de crescimento de 0,0137 g/h.
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8. CONCLUSOES

8.1 EFICIENCIA DO MELACO COMO FONTE DE CARBONO

Os resultados deste estudo demonstraram claramente a superioridade do melago de cana
de aglcar em comparagdo com a sacarose como fonte de carbono para o cultivo de Rhizopus sp
LBBIO-01. O cultivo em diferentes concentracbes de melago revelou, entdo, melhor
desempenho no crescimento celular, atingindo 6,98 g/L em 50 g/L de melaco e sais de Vogel
com nitrato de amoénio, enquanto o maximo de 2,8 g/L em 50 g/L de sacarose e sais de Vogel
com nitrato de amonio. Os resultados de concentragdes mais baixas de melago (10 e 25 g/L)
por mais que tenham apresentado bons resultados demonstraram que quanto maior a

disponibilidade de acucar, maior a obtencdo de biomassa flungica.

8.2 EFICIENCIA DAS FONTES DE NITROGENIO

O fungo filamentoso Rhizopus sp LBBIO-01 apresentou presenca de apenas 4,5% de
nitrogénio em sua biomassa, sugerindo necessidade de adicdo de fontes de nitrogénio
inorganicas ao meio de cultivo, uma vez que apresentam menor custo e resultados satisfatérios
neste experimento. O meio sais de VVogel com formulagéo original, contendo nitrato de amonio,
foi destacado apresentando resultados mais satisfatorios voltados ao objetivo deste

experimento.

8.3 DIFERENCAS NO PERFIL DE CRESCIMENTO CELULAR

A andlise do crescimento celular revelou diferencas marcantes no perfil de crescimento
entre os cultivos com melago e sacarose. Enquanto os cultivos com melago apresentaram uma
fase exponencial de crescimento prolongada, observada até 12 horas de cultivo, com uma
velocidade especifica de crescimento substancialmente maior (0,328 g/Lh-1), os cultivos com
sacarose atingiram sua fase exponencial até 36 horas, com uma velocidade especifica de

crescimento significativamente menor (0,074 g/Lh-1).

8.4 PRODUTIVIDADE E CONSUMO DE CARBONO

Os cultivos com melaco também demonstraram uma produtividade muito maior,
especialmente nas primeiras 6 horas de cultivo, onde os valores foram aproximadamente 3
vezes maiores em comparagdo com os cultivos com sacarose. Além disso, a rapida utilizacdo

dos carboidratos disponiveis, conforme evidenciado pela determinacdo do teor de agucar
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redutor, sugere que a falta de fonte de carbono pode ter limitado o crescimento dos

microrganismos.

8.5 IMPACTO NO pH DO MEIO DE CULTURA
O uso de melago também teve um impacto no pH do meio de cultura, mantendo-o mais
acido em comparacdo com os cultivos utilizando sacarose, o que pode ter implicacGes

importantes na estabilidade do meio ao longo do tempo.

8.6 PERSPECTIVAS PARA APLICAQC)ES INDUSTRAIS

Os resultados obtidos neste estudo fornecem insights valiosos para o desenvolvimento
de estratégias de cultivo visando a producao eficiente de biomassa fungica. Dessa forma, esses
achados tém potencial aplicacdo em diversos setores industriais, incluindo a producdo de
ingredientes alimenticios e biocombustiveis, contribuindo assim para 0 avan¢o do
conhecimento na area de bioprocessos. Sabendo que as proporc¢6es dos componentes do melago
variam conforme o método de producdo e a qualidade da matéria-prima, entende-se que a
conjugacdo da sua rica composicdo quimica favoreceu a atividade microbiana e pode ser
utilizada em experimentos fermentativos a fim de promover a sustentabilidade e novas

descobertas na area de crescimento microbiano.

8.7 PESQUISAS FUTURAS

Sabendo que muitas questdes ainda precisam ser respondidas, propde-se como préximos
passos: Identificacdo da espécie; investigacdo do perfil de acucares totais; adicdo e analise de
meios tamponados aos experimentos; revisdo e analises da producdo e das caracteristicas

enzimaticas do microrganismo; andlise e caracterizacdo da producéo de polissacarideos.
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