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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

A otimização do cultivo de microrganismos tem recebido grande destaque, principalmente, 

devido às diversas descobertas de propriedades imunológicas destes e de seus biocompostos. 

Sabendo disso, tem se interesse tanto comercial quanto social em melhorar a sua produção, 

buscando o avanço científico e qualidade de vida da população em âmbito mundial, uma vez 

que, há também a valorização da medicina fundamentada em produtos naturais e da 

biotecnologia industrial que buscam soluções revolucionárias para crises globais. Buscar 

métodos utilizando como recurso subprodutos agroindustriais como o melaço, que barateiam e 

otimizam a produção, contribui cientificamente para o avanço da sustentabilidade e valorização 

desse Reino (Fungi) que é 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 produção de substâncias GRAS 

(generally recognized as safe) por serem considerados seguros e, portanto, podem ser utilizados 

como aditivos alimentares. Por esta mesma razão, Rhizopus sp. são utilizados para 

enriquecimento proteico em alimentos e atividade antioxidante, produção de enzimas, 

polissacarídeos, aminoácidos e ácidos graxos essenciais. Entretanto, as condições de produção 

precisam ser estudadas para que a obtenção de biomassa de Rhizopus sp. em escala industrial 

tenha custo-benefício adequado às aplicações biotecnológicas. Para isso, é de suma importância 

a aplicação de subprodutos agroindustriais, ricos em nutrientes e de baixo custo, como insumo 

no bioprocesso. O presente trabalho teve como objetivo a obtenção de biomassa de Rhizopus 

sp LBBIO-01 em subproduto agroindustrial - melaço de caldo de cana de açúcar, visando 

aplicação biotecnológica do micélio fúngico. Os microrganismos foram cultivados em frascos 

Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura, sob agitação de 180 rpm a 30 °C. 

Foi utilizado como meio de cultura padrão sais de Vogel e variáveis, sacarose ou melaço de 

cana de açúcar. Os cultivos foram acompanhados pela medida de biomassa (gravimetria), 

açúcar redutor (método do ácido-3,5dinitrosalicílico), açúcar redutor total e açúcar total 

(método Fenol-Sulfúrico), proteínas (métodos de Bradford) e pH (pHmetro). Nos cultivos em 

meio sólido em placas de Petri, com sacarose ou melaço (1 a 10 g/L), observou-se que com 

melaço houve preenchimento da área total da placa em 30 h (6 horas a menos do que com 

sacarose), mesmo na menor concentração (1g/L). Em fermentação submersa obteve-se o 

máximo de biomassa de 5,5 g/L em 60 h de cultivo utilizando melaço 50 g/L e 2,8 g/L em 36 

h, com sacarose. Nos cultivos com melaço, a fase exponencial de crescimento foi observada até 

24 h de cultivo, com velocidade específica de crescimento de 0,177 g/Lh⁻¹. Utilizando sacarose, 

observou-se fase exponencial até 36 h e velocidade específica de crescimento de 0,092 g/Lh⁻¹. 

Calculando-se o rendimento da produção de biomassa (g biomassa/g açúcar) em 24 h de cultivo, 

obteve-se 0,0742 g/g; 0,26 g/g e 0,52 g/g em melaço a 10, 25 e 50 g/L, respectivamente.  

Observou-se maior crescimento da biomassa utilizando sulfato de amônio e extrato de levedura 

com 8 g/L em horários diferentes, porém se encontra desvantagens em trabalhar com esses 

meios em maior escala. Cultivos em escala aumentada em 4 vezes resultaram na mesma 

produção de biomassa e no mesmo aspecto morfológico das hifas. Pôde-se concluir que quanto 

maior a concentração de melaço, maior a velocidade de crescimento e que fontes inorgânicas 

de nitrogênio, como nitrato de amônio, podem desempenhar melhor produtividade de 

crescimento, assim como, baratear o cultivo fúngico em larga escala. 

 

Palavras-chave: Sustentabilidade; fermentação; subproduto agroindustrial; nitrogênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

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-BL01 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⁻¹. Using sucrose, an exponential phase was observed 

up to 36 h and a specific growth rate of 0.092 g/Lh⁻¹. 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. INTRODUÇÃO

Pertencente ao Reino Fungi, Filo Zygomicota, Classe Zygomycetes, Ordem Mucolares 

e Família Mucolaceae, o gênero Rhizopus (EHRENBERG, 1821) (Figura 1) é comumente 

encontrado na decomposição de vegetais, no solo e excrementos de animais (PIDOPLICHKO 

e MIL’KO, 1971). Mesmo sendo patógeno em plantações, o gênero tem considerável relevância 

às atividades humanas quando utilizado na fabricação de alimentos produzindo enzimas para 

biofermentação, se tornando alvo em pesquisas de biologia molecular e celular de fungos 

(MUSZEWSKA; PAWłOWSKA; KRZYśCIAK, 2014). 

Algumas espécies de Rhizopus sp. podem ser matéria-prima na produção de substâncias 

GRAS (generally recognized as safe) por serem considerados seguros e, portanto, podem ser 

utilizados como aditivos alimentares. Por esta mesma razão, os Rhizopus sp. são utilizados para 

enriquecimento proteico em alimentos e atividade antioxidante (R. stolonifer), outros podem 

apresentar alta aplicação, tanto na produção de alimentos quanto na alta variedade de produção 

de enzimas (R. oryzae) e também, controle microbiológico (MIYAOKA, 2012). As espécies de 

R. oryzae e R. oligosporus são utilizadas na fabricação de alimentos, como produção de tempeh

e sofu, que são produtos fermentados feitos a partir de grãos. Além disso, na Ásia, são utilizadas 

na produção de bebidas alcoólicas. Algumas aplicações menos comuns incluem produção de 

biopolímeros, bioemulsificantes e biossurfactantes (MIYAOKA, 2012). 

Sabendo disso, este trabalho busca a otimização de cultivo do microrganismo Rhizopus 

sp com foco na produção e utilização biotecnológica de biocompostos produzidos pelo seu 

micélio. Para isso se determina alguns parâmetros de crescimento em diferentes concentrações 

de carbono disponíveis e diferentes fontes de nitrogênio, aliados no melhoramento do 

crescimento microbiano. 

Como fonte de nitrogênio, se propõe utilização de fontes inorgânicas de nitrogênio 

como nitrato de amônio e sulfato de amônio que barateia o processo fermentativo, assim como, 

utilização de fontes orgânicas como ureia e extrato de levedura que proporcionam 

quantificação nutricional ao processo. 

O melaço utilizado no presente estudo é obtido como subproduto durante o processo 

industrial para produção de açúcar de mesa a partir da extração do caldo da cana de açúcar 

(Saccharum officinarum). Se propõe uso do melaço no processo fermentativo visando redução 

de custo para a viabilidade do bioprocesso, já que a utilização de subprodutos está associada 

aos conceitos de Ecologia e Sustentabilidade Industrial, onde se tem interesse principal em 
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evitar a poluição ambiental, minimizando o descarte na natureza, em contrapartida, reduzindo 

a busca por matérias primas quando um subproduto de um processo é reutilizado como matéria 

prima em outro (BUENO, 2016). 

O aproveitamento de subprodutos agroindustriais em laboratório promove práticas mais 

sustentáveis vinculadas à ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentável), com foco em 

prevenir o desperdício, promover a renovação e o bom uso de recursos. Assim, segundo a 

Secretaria de Meio Ambiente (2025), contribui-se para valorização desses resíduos e a 

economia circular e corroborando com o ODS 12 (Consumo e Produção Responsáveis), ao 

diminuir os impactos ambientais incentivando o reaproveitamento. Para além, essa abordagem 

também pode resultar em novas soluções para a indústria, como biocombustíveis, alimentos 

mais nutritivos ou materiais ecológicos, apoiando ainda os ODS 2 (Fome Zero e Agricultura 

Sustentável), 9 (Indústria, Inovação e Infraestrutura) e 13 (Ação Contra a Mudança Climática). 

1.1 CARACTERIZAÇÃO DE FUNGOS FILAMENTOSOS E GÊNERO Rhizopus sp. 

1.1.1 Fungos filamentosos 

Organismos eucariontes, os fungos podem ser classificados como unicelulares 

(leveduras), ou multicelulares (por ex. fungos filamentosos). Um fungo unicelular é constituído 

de uma única célula, maior que uma bactéria, de formato oval. Já um fungo multicelular, é 

capaz de produzir estruturas denominadas de micélios ou hifas. Assim como as plantas, os 

fungos possuem parede celular em sua estrutura, a qual é composta por substâncias como 

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

Os fungos filamentosos podem possuir reprodução sexuada através da fusão de gametas 

e esporos sexuados, ou, reprodução assexuada por esporos assexuados encontrados em hifas 

aéreas. A germinação dos esporos, pelo inchaço dos tubos germinativos, é intrinsecamente 

dependente da otimização de cultivo em melhor temperatura, pH, fonte carbono, fonte de 

nitrogênio etc. (MIYAOKA, 2012). 

Os microrganismos desse reino compreendem importante função no meio ambiente 

operando como decompositores de matéria orgânica, absorvendo nutrientes do solo, madeira 

ou outros substratos, assim como, atuando em simbiose com plantas, como as micorrizas, 

participando do ciclo do nitrogênio, um nutriente tão essencial para a vida (TORTORA et al., 
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2017). Também estão presentes na produção de medicamentos, como penicilina (MIYAOKA, 

2012) 

1.1.2  Rhizopus sp. 

Em análise filogenética Liu et al. (2024) revelou que o gênero Rhizopus é construído 

por três clados principais: R. microsporus a espécie basal, com R. stolonifer como sua linhagem 

irmã, e duas espécies próximas: R. arrhizus e R. delemar.  Já 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 gênero. Características micromorfológicas dos esporângios, esporangiósporos e 

esporangióforos, assim como a presença ou ausência de zigósporos podem diferenciar as 

espécies. 

Figura 1: Representação esquemática: ciclo de vida e reprodução do gênero Rhizopus sp. 

Fonte: Casa das Ciências, 2014. 

Dentro do gênero Rhizopus, a espécie R. nigricans tem sido estudada quanto à produção 

de exopolissacarídeo (EPS). Yu et al. (2016), descreveu a estrutura de um EPS, denominado 

EPS1-1, trata-se de um heteropolissacarídeo contendo os monossacarídeos glicose, manose, 

galactose e frutose na razão molar 5,89: 3,64 : 3,20 : 1,00. Li et al. (2022) caracterizam um 

segundo EPS, denominado EPS2-1, um heteropolissacarídeo 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 está na figura 2.  
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Figura 2: Proposta de estrutura de EPS secretado por R. nigricans. 

+ 

Fonte: Li et al. (2022). 

Sobre o EPS1-1, verificou-se potencial para imunoterapia ou adjuvante no tratamento 

de câncer colorretal (YU et al., 2018) (a). Yan et al. (2022) relatou inibição de células tumorais 

relacionadas a câncer de fígado. Yu et al. (2018) (b) verificou que o EPS1-1 poderia suprimir a 

metástase in vitro e in vivo, inibindo a invasão e a angiogênese, o que fornece aplicação 

potencial contra a metástase do câncer colorretal. Por outro lado, Li et al. (2022) encontrou 

evidências de atividade antioxidante, potencial imunomodulatório e anticâncer em relação ao 

EPS2-1.  

Chen et al. (2013) extraiu, purificou e analisou polissacarídeos de micélio de R. 

nigricans. Os autores descreveram um polissacarídeo composto de manose, ramnose, ácido 

glicurônico, glicose, galactose e fucose na razão molar de 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 Laboratório de Bioquímica e Bioprocessos da UNESP- Campus Assis. Silva et 

al. (2023) cultivaram Rhizopus sp em soro de leite para obtenção 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 agitação) e velocidade específica de crescimento de 0,0137 g/h. 
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8. CONCLUSÕES

8.1 EFICIÊNCIA DO MELAÇO COMO FONTE DE CARBONO 

Os resultados deste estudo demonstraram claramente a superioridade do melaço de cana 

de açúcar em comparação com a sacarose como fonte de carbono para o cultivo de Rhizopus sp 

LBBIO-01. O cultivo em diferentes concentrações de melaço revelou, então, melhor 

desempenho no crescimento celular, atingindo 6,98 g/L em 50 g/L de melaço e sais de Vogel 

com nitrato de amônio, enquanto o máximo de 2,8 g/L em 50 g/L de sacarose e sais de Vogel 

com nitrato de amônio. Os resultados de concentrações mais baixas de melaço (10 e 25 g/L) 

por mais que tenham apresentado bons resultados demonstraram que quanto maior a 

disponibilidade de açúcar, maior a obtenção de biomassa fúngica. 

8.2 EFICIÊNCIA DAS FONTES DE NITROGÊNIO 

 O fungo filamentoso Rhizopus sp LBBIO-01 apresentou presença de apenas 4,5% de 

nitrogênio em sua biomassa, sugerindo necessidade de adição de fontes de nitrogênio 

inorgânicas ao meio de cultivo, uma vez que apresentam menor custo e resultados satisfatórios 

neste experimento. O meio sais de Vogel com formulação original, contendo nitrato de amônio, 

foi destacado apresentando resultados mais satisfatórios voltados ao objetivo deste 

experimento. 

8.3  DIFERENÇAS NO PERFIL DE CRESCIMENTO CELULAR 

A análise do crescimento celular revelou diferenças marcantes no perfil de crescimento 

entre os cultivos com melaço e sacarose. Enquanto os cultivos com melaço apresentaram uma 

fase exponencial de crescimento prolongada, observada até 12 horas de cultivo, com uma 

velocidade específica de crescimento substancialmente maior (0,328 g/Lh-1), os cultivos com 

sacarose atingiram sua fase exponencial até 36 horas, com uma velocidade específica de 

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

8.4 PRODUTIVIDADE E CONSUMO DE CARBONO 

Os cultivos com melaço também demonstraram uma produtividade muito maior, 

especialmente nas primeiras 6 horas de cultivo, onde os valores foram aproximadamente 3 

vezes maiores em comparação com os cultivos com sacarose. Além disso, a rápida utilização 

dos carboidratos disponíveis, conforme evidenciado pela determinação do teor de açúcar 
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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 melaço também teve um impacto no pH do meio de cultura, mantendo-o mais 

ácido em comparação com os cultivos utilizando sacarose, o que pode ter implicações 

importantes na estabilidade do meio ao longo do tempo. 

8.6  PERSPECTIVAS PARA APLICAÇÕES INDUSTRAIS 

Os resultados obtidos neste estudo fornecem insights valiosos para o desenvolvimento 

de estratégias de cultivo visando a produção eficiente de biomassa fúngica. Dessa forma, esses 

achados têm potencial aplicação em diversos setores industriais, incluindo a produção de 

ingredientes alimentícios e biocombustíveis, contribuindo assim para o avanço do 

conhecimento na área de bioprocessos. Sabendo que as proporções dos componentes do melaço 

variam conforme o método de produção e a qualidade da matéria-prima, entende-se que a 

conjugação da sua rica composição química favoreceu a atividade microbiana e pode ser 

utilizada em experimentos fermentativos a fim de promover a sustentabilidade e novas 

descobertas na área de crescimento microbiano. 

8.7 PESQUISAS FUTURAS 

Sabendo que muitas questões ainda precisam ser respondidas, propõe-se como próximos 

passos: Identificação da espécie; investigação do perfil de açúcares totais; adição e análise de 

meios tamponados aos experimentos; revisão e análises da produção e das características 

enzimáticas do microrganismo; análise e caracterização da produção de polissacarídeos. 
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