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ABSTRACT: Cellular immobilization represents an alternative 
for the bioprocess conduction, in which the cells are kept in a 
matrix and can be used over long periods. The objective of this 
work was to test a new fungi immobilization methodology 
with reduced cost to evaluate the viability of these fungi when 
submitted to the new encapsulation method, and to determine the 
ideal temperature to store the immobilized fungi. The mycelium 
of the fungi Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides 
and Penicillium solitum were mixed with 15 g of titrated rice and 
3 g of sodium alginate, which was dripped in a 0.25 M calcium 
chloride solution for the formation of pellets. After drying in an 
oven at 26ºC, the granules were stored at three temperatures: 
room, refrigerator and freezer. The platings were carried out 
every 15 days in culture medium. The evaluations of the colony 
size and sporulation were carried out 7, 14 and 12 days after 
plating, for 195 days for A. niger, 225 days for C. cladosporioides, 
and 210 days for P. solitum. Storage temperature did not affect 
the mycelial development of A. niger and P. solitum. However, 
sporulation was reduced for the granules stored in the freezer. 
The mycelial development of C. cladosporioides was influenced by 
temperature. The granules conserved at room temperature had 
lower viability than those stored in the refrigerator and freezer. 
In the Scanning Electronic Microscopy analysis, it was observed 
that the immobilization is a safe method in which the fungus 
mycelium remains inside the granule, facilitating transport, 
storage and application of micro-organisms. 

KEYWORDS: cellular immobilization; encapsulation of fungi; 
sodium alginate; granulated formulation.

RESUMO: A imobilização celular representa uma alternativa para 
a condução de bioprocessos. As células ficam retidas em matrizes e 
podem ser utilizadas por longos períodos. O objetivo deste trabalho 
foi testar uma nova metodologia de imobilização de fungos com 
custo reduzido, avaliar a viabilidade e segurança dos fungos sub-
metidos ao novo método de encapsulamento e determinar a tem-
peratura ideal para armazenar os fungos imobilizados. Os micé-
lios dos fungos Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides e 
Penicillium solitum foram misturados com 15 g de arroz tritu-
rado e 3 g de alginato de sódio, que gotejava em uma solução de 
cloreto de cálcio a 0,25 M para a formação dos grânulos. Após a 
secagem em estufa a 26ºC, os grânulos foram armazenados em 
temperaturas ambiente, geladeira e freezer. Os plaqueamentos 
foram realizados a cada 15 dias em meio de cultura. As avaliações 
do tamanho das colônias e esporulação foram realizadas 7, 14 
e 21 dias após o plaqueamento, durante 195 dias para A. niger, 
225 dias para C. cladosporioides e 210 dias para P. solitum. A tem-
peratura de armazenamento não afetou o desenvolvimento micelial 
de A. niger e P. solitum. Porém, a esporulação foi reduzida para os 
grânulos armazenados no freezer. O desenvolvimento micelial de 
C. cladosporioides foi influenciado pela temperatura. Os grânulos 
conservados em temperatura ambiente tiveram menor viabilidade. 
Na análise de microscopia eletrônica de varredura, observou-se 
que a imobilização é um método seguro no qual o micélio fún-
gico permanece no interior do grânulo, facilitando o transporte, 
o armazenamento e a aplicação de micro-organismos.

PALAVRAS-CHAVE: imobilização celular; encapsulamento de 
fungos; alginato de sódio; formulação granulada.
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INTRODUÇÃO

A imobilização ou encapsulação de micro-organismos é um 
termo que descreve as muitas formas com que as células podem 
ser aprisionadas em matrizes ou suportes. Pesquisas na área 
de imobilização de células microbianas têm aumentado con-
sideravelmente no setor de biotecnologia. Nessa perspectiva, a 
utilização de micro-organismos imobilizados em suportes iner-
tes e de baixo custo é hoje um dos enfoques para a aplicação 
em processos agroindustriais no país (Becerra et al., 2005).

A imobilização de células microbianas ou enzimas repre-
senta uma alternativa para a condução de bioprocessos, uma vez 
que os biocatalizadores ficam retidos em uma matriz e podem 
ser utilizados inúmeras vezes (Canilha et al., 2006). Diversos 
estudos mostram que o encapsulamento de fungos, bactérias, 
leveduras e enzimas promove a formação de um excelente 
inoculante sólido, de fácil aplicação, manuseio e transporte. 
As células microbianas imobilizadas podem ser armazenadas 
por longos períodos, permanecendo viáveis. 

A imobilização em alginato é um método simples, barato, 
não tóxico para as células microbianas e que permite que as 
células realizem seus processos biológicos sem desestabilizar 
o granulo. A ruptura da esfera pode acontecer devido ao cres-
cimento micelial do fungo ou pelo acúmulo de metabólitos 
secundários (Vilela el al., 2012).

O encapsulamento ou imobilização de células por apri-
sionamento em esferas tem recebido crescente atenção nos 
últimos anos, resultando em um grande número de aplica-
ções biotecnológicas, agriculturais e até mesmo na medicina. 
Em comparação com células livres em suspensão, a imobi-
lização tem a vantagem da utilização contínua das células, 
além de promover a proteção das células imobilizadas (Vilela 
et al. 2012). Em comparação com o cultivo tradicional de 
micro-organismos em meios de cultura, com a imobilização 
não há gastos com reagentes e não são necessários tempo e 
espaço para a manutenção das colônias (Fenice et al., 2000). 
Existem dois tipos de leitos para imobilização microbiana, 
os que  aprisionam fisicamente as células, e os que as células 
são aderidas à superfície. No primeiro caso, as células são 
encapsuladas em glóbulos ou fibras de polissacarídeos, pro-
teínas ou polímeros sintéticos. No segundo caso, as células 
são fixadas ao suporte de imobilização diretamente por liga-
ções químicas (iônicas ou covalentes) (Meersman, 1992).

Os fungos filamentosos são utilizados na produção de enzi-
mas de interesse comercial, nos processos de biorremediação e 
biocontrole, na fertilização do solo, em produção de alimentos 
e diversos outros processos. Considerando os fatos expostos, os 
objetivos deste trabalho foram: (i) testar uma nova metodologia, 
de baixo custo, para imobilização de fungos filamentos; (ii) avaliar 
a viabilidade dos fungos quando submetidos ao novo método de 
encapsulamento; (iii) determinar a temperatura ideal para armaze-
nar os fungos imobilizados; e (iv) comprovar a segurança dos grâ-
nulos contendo os fungos por microscopia eletrônica de varredura.

MATERIAL E MÉTODOS

Encapsulamento dos fungos
Foram selecionados três gêneros diferentes de fungos fila-
mentosos para serem encapsulados e analisar a viabilidade 
desses fungos em grãos de alginato. Foram selecionadas 
para o estudo as espécies Aspergillus niger, Cladosporium  
cladosporioides e Penicillium solitum, em razão da capacidade 
da utilização dessas espécies em processos agroindustriais.  
Os isolados utilizados foram obtidos de grãos de café prove-
nientes de lavouras do município de Lavras (MG), e estão 
depositados na micoteca do Ecocentro/EPAMIG (Empresa 
Agropecuária de Minas Gerais). 

 Para produção dos micélios fúngicos, três discos de cul-
tivos foram repicados para Erlenmeyers de 500 mL de capaci-
dade, contendo 100 mL de meio líquido BD (batata-dextrose),  
seguido de incubação a 25°C sob agitação rotativa a 120 rpm, 
por 15 dias (Mafia et al., 2003). A massa de micélio foi cole-
tada e, após remover o excesso de meio de cultura por filtra-
gem, o micélio foi seco em estufa de ventilação com filtro 
a 26°C por três dias. O micélio seco foi triturado com um 
moinho elétrico.

Para produzir a formulação do tipo granulada, utilizou-se  
a metodologia adaptada de Lewis; Papavizas (1985), pela 
qual 15 g de arroz cru triturado e peneirado foram mistura-
das com 200 mL de água destilada e autoclavadas. Após o 
resfriamento, adicionou-se 0,50 g do micélio triturado e 3 g 
de alginato de sódio. A mistura foi transferida para um apa-
rato de quatro saídas, na qual foi gotejada em uma solução 
de cloreto de cálcio (CaCl2) a 0,25 M, o que permitiu a for-
mação de grânulos esféricos de diâmetro regular. Os grânu-
los formados foram mantidos por 10 minutos na solução de 
CaCl2, sendo posteriormente lavados em água destilada para 
remover o excesso de cloreto de cálcio. Os grânulos foram 
colocados em bandejas previamente esterilizadas e submeti-
dos à secagem em estufa com filtro, sob ventilação forçada, 
durante dois dias, a 26°C.

Para avaliar a viabilidade do agente biológico e a inexis-
tência de contaminação, os grânulos foram transferidos para 
placas de Petri contendo meio de cultura BDA para posterior 
observação das colônias puras.

Viabilidade dos fungos encapsulados 
e conservados em diferentes 
temperaturas

Para avaliar a viabilidade das três espécies de fungos encapsula-
dos e a melhor condição de armazenamento, foram realizados 
testes com os grânulos armazenados nas temperaturas: ambiente 
(18 a 27°C), geladeira (4 a 7°C) e freezer (-3 a -6°C), sendo 
plaqueados em meio de cultura BDA (batata-dextrose-ágar), 
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RESULTADOS

Viabilidade dos fungos imobilizados 
em grânulos de alginato de sódio 
A técnica utilizada ofereceu condições para produzir uma 
formulação biológica constituída de pequenos grânulos de 
tamanhos uniformes (1 a 2 mm) e moderadamente resisten-
tes. Essa formulação apresentou-se mais leve do que muitas 
preparações líquidas, e menos volumosas que as preparações 
com matéria orgânica. As três espécies de fungo utilizadas 
no estudo apresentaram excelente viabilidade frente ao novo 
método de imobilização, o que provou a eficácia do encap-
sulamento, utilizando a matriz de alginato de sódio para a 
conservação do micélio fúngico. Na avaliação do índice de 
crescimento micelial de A. niger, não foi observada intera-
ção significativa entre a temperatura de armazenamento e o 
tempo de armazenamento, demonstrando que a tempera-
tura de armazenamento dos grânulos não influenciou o cres-
cimento micelial. Observou-se que o fungo A. niger apre-
sentou ótima viabilidade durante o período de 195 dias de 
avaliação, mantendo todas as características morfológicas e 
fisiológicas (Fig. 1).

 Observou-se interação significativa da tempera-
tura de armazenamento versus tempo de armazenamento 
na análise do índice de crescimento micelial do fungo  
C. cladosporioides, o que demonstra que a temperatura 
de armazenamento é um fator significante para manter 
a viabilidade do imobilizado do fungo (Fig. 2). Os grâ-
nulos armazenados em temperatura ambiente, a partir 
de 195 dias, apresentaram queda no crescimento mice-
lial, resultando em perda total da viabilidade a partir de 
225 dias após a imobilização. O ponto máximo de cres-
cimento micelial para os grânulos armazenados em tem-
peratura ambiente foi de 103 dias. Após esse período, 
houve declínio do crescimento micelial.

com intervalos de 15 dias, durante 195 dias para A. niger, 
225 dias para C. cladosporioides e 210 dias para P. solitum. 
A quantificação da esporulação de A. niger, C. cladosporioides 
e P. solitum foi realizada por contagem de esporos, utilizando 
a câmara de Neubauer.

A avaliação do desenvolvimento das colônias puras man-
tidas em BOD a 25ºC foi realizada 7, 14 e 21 dias após o pla-
queamento, sendo calculada a média do diâmetro das colô-
nias (mm) para obtenção do Índice de Crescimento Micelial 
(ICM) de acordo com a fórmula: 

ICM = C1  + C2 + ...+ Cn
            D1    D2          Dn

Onde: C é o tamanho das colônias e D os dias em que as 
medições foram feitas.

Na instalação dos experimentos, o delineamento expe-
rimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em 
parcelas subdivididas no tempo, com três repetições para o 
crescimento micelial e duas repetições para avaliar a esporula-
ção. Os tratamentos das parcelas foram constituídos por três 
temperaturas de armazenamento (ambiente, geladeira e free-
zer), e as subparcelas constituíram-se do tempo de armazena-
mento que variou para os fungos estudados (13 avaliações para 
o fungo A. niger, 15 avaliações para o fungo C. cladosporioides 
e 14 avaliações para P. solitum). As médias de ICM e esporu-
lação, quando significativas pelo teste F, foram avaliadas por 
análise de regressão (dias de armazenamento) e teste de Tukey 
(P ≤ 0,05) (temperatura de armazenamento).

Microscopia eletrônica de varredura
As amostras foram preparadas e fotografadas de acordo com 
o protocolo para preparação de amostras para microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), proposto por Alves (2004). 
Os grânulos de alginato de sódio com fungos imobilizados 
foram fixados em solução de Karnovsky modificada (gluta-
raldeído 2,5%, formaldeído 2,5% em tampão cacodilato de 
sódio 0,05 M, pH 7,2, CaCl2 0,001 M), por um período 
mínimo de 24 horas. Foram transferidos no mínimo cinco 
fragmentos de cada tratamento para uma solução-tampão de 
cacodilato (0,05 M) e lavados três vezes durante dez minu-
tos. Em seguida, foram pós-fixados em solução de tetró-
xido de ósmio 1% em água por uma hora, lavados em água 
destilada três vezes e desidratados em soluções com con-
centrações crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%). 
Posteriormente, os espécimes foram levados à secagem ao 
ponto crítico com CO2 líquido em aparelho Balzers CPD 
030; em seguida, foram montados em suportes de alumí-
nio (stubs) e cobertos com ouro (evaporador Balzers SCD 
050) para observação em microscópio eletrônico de varre-
dura LEO EVO 40.
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Figura 1. Crescimento micelial de A. niger imobilizado em 
alginato de sódio e armazenado em diferentes temperaturas. 

**significância 1%; ICM: índice de crescimento micelial.
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Assim como observado para o fungo A. niger, a interação 
entre a temperatura de armazenamento e o tempo de armaze-
namento para o índice de crescimento micelial de  P. solitum  
não foi significativa, indicando que a temperatura de arma-
zenamento (geladeira, ambiente ou freezer) dos grânulos não 
influenciou o crescimento micelial. Os grânulos com o fungo 
A. niger apresentaram crescimento micelial até 165 dias após 
a imobilização, independentemente da temperatura de arma-
zenamento, com posterior queda (Fig. 3).

redução na quantidade de esporos quando comparados com 
os armazenados em temperatura ambiente (18 a 27ºC) e gela-
deira (4 a 7ºC) ao longo do período estudado. Os grânulos 
armazenados em temperatura ambiente apresentaram maior 
quantidade de esporos, sendo a temperatura ideal para o arma-
zenamento (Fig. 4).

Na análise da esporulação de C. cladosporioides imobili-
zado e armazenado em diferentes temperaturas, observou-se 
interação significativa entre a temperatura de armazenamento 
e o tempo de armazenamento. Os grânulos armazenados 
nas menores temperaturas (freezer e geladeira) apresenta-
ram menor esporulação que os grânulos armazenados em 
temperatura ambiente até os 210 dias. Após este período, 
a esporulação do fungo nos grânulos armazenados em tem-
peratura ambiente chegou a zero, devido à inviabilidade 
de crescimento dos mesmos. A esporulação dos grânulos 
armazenados em temperatura ambiente atingiu seu ponto 
máximo aos 86 dias de armazenamento, com posterior 
declínio da esporulação (Fig. 5).

A temperatura de armazenamento influenciou a espo-
rulação do fungo P. solitum crescido a partir do grânulo de 
alginato. Observaram-se que os grânulos armazenados em 
temperatura ambiente apresentaram maior esporulação, e 
que os grânulos armazenados em freezer tiveram menor 
esporulação (Fig. 6).

Ao avaliar as diferentes temperaturas de armazenamento 
para os fungos imobilizados, apenas C. cladosporioides apre-
sentou maior índice de crescimento micelial quando arma-
zenado em freezer e geladeira, superior ao armazenado em 
temperatura ambiente (Tabela 1). Com relação à esporulação 
de A. niger, C. cladosporioides e P. solitum, observou-se que 
a melhor temperatura de armazenamento foi a temperatura 

y amb = - 0,0002x2 + 0,0306x + 1,5052   R2 = 0,7488*
y free = - 5E - 05x2 + 0,0094x + 2,4156    R2 = 0,5588*

y gel = - 6E - 05x2 + 0,0124x + 2,1329     R2 = 0,6224**
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Figura 2. Crescimento micelial de C. cladosporioides imobilizado em alginato de sódio e armazenado em diferentes temperaturas. 

*significância a 5% de probabilidade; **significância a 1% de probabilidade; ICM: índice de crescimento micelial.
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Figura 3. Crescimento micelial de P. solitum imobilizado em 
alginato de sódio e armazenado em diferentes temperaturas. 

*significância 5%; ICM: índice de crescimento micelial.

Esporulação dos fungos imobilizados 
em alginato de sódio
A avaliação da esporulação por A. niger crescidos a partir dos 
grânulos armazenados no freezer (-3 a -6ºC) apresentaram 
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Figura 4. Esporulação do fungo A. niger imobilizado em alginato de sódio e submetido a diferentes temperaturas de armazenamento. 
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*significância a 1% de probabilidade; **significância a 5% de probabilidade.

Figura 5. Esporulação do fungo C. cladosporioides imobilizado em alginato de sódio e armazenado em diferentes temperaturas.
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Figura 6. Esporulação de P. solitum imobilizado em alginato de sódio e armazenado sob diferentes temperaturas.
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Tabela 1. Efeito de diferentes temperaturas de armazenamento no índice de crescimento micelial (ICM) e na esporulação de fungos 
imobilizados em alginato de sódio.

Fungos
ICM

Ambiente Geladeira Freezer

Aspergillus niger 5,61 a 5,61 a 5,61 a

Cladosporium cladosporioides 2,28 b 2,58 a 2,67 a

Penicillium solitum 2,94 a 3,01 a 3,06 a

Esporulação 

Ambiente Geladeira Frezer

Aspergillus niger 483846 a 280000 b 153653 c

Cladosporium cladosporioides 165633 a 105033 b    58900 c

Penicillium solitum 483928 a 303464 b 168142 c

Médias seguidas pela mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05).

Figura 7. Eletromicrografia da superfície do grânulo de alginato 
de sódio com fungos imobilizados, sem a presença de micélio.

Figura 8. Eletromicrografia dos grânulos cortados. Na foto (A), 
a seta indica um emaranhado de hifas no centro do grânulo. Na 
foto (B), aproximação do emaranhado de hifas da foto (A).

A 200 μm

200 μm
B

ambiente.  O armazenamento dos grânulos com os fungos 
imobilizados no freezer reduziu a esporulação deles, indi-
cando efeito negativo de baixas temperaturas na variável 
analisada (Tabela 1).

Visualização dos grânulos de alginato 
de sódio com fungos através de 
microscopia eletrônica de varredura 
A MEV permitiu observar a disposição das hifas e esporos após 
o preparo da formulação. Foi possível visualizar a superfície e 
o interior dos grânulos.

É possível notar que na superfície do granulo não foram 
encontradas hifas nem esporos dos fungos, o que garante a 
segurança para o transporte de micro-organismos, protegendo 
o micélio e também as pessoas que manipulam esses grânulos, 
livrando-as de contaminação (Fig. 7).

O encapsulamento produz uma formulação segura, já 
que as hifas e os esporos só aparecem no interior dos grânulos. 
Isso também confirma que a imobilização protege o micélio 
fúngico, por estar envolto em uma massa de alginato de sódio 
e farelo de arroz (Figs. 8A e 8B).

DISCUSSÃO

Os métodos de imobilização apresentam vantagens e desvan-
tagens. Embora a estabilidade das células não possa ser garan-
tida, as seguintes vantagens podem ser citadas: o inóculo per-
manece retido no suporte e possibilita o melhor controle das 
propriedades reais do meio, maior pureza e o aumento do 
rendimento (Pradella, 2001). Além disso, apresenta a pos-
sibilidade de utilização contínua das células e a proteção do 
alginato (Vilela et al., 2012).  

Dependendo da espécie fúngica, a imobilização em algi-
nato permite que o inoculante seja armazenado por períodos 
maiores que sete meses (Kuek et al., 1992). Micro-organismos 
armazenados sob condições de baixas temperaturas e lon-
gos períodos de tempo podem sofrer danos à parede celular 
devido à formação de cristais de gelo, que crescem e rom-
pem a estrutura celular e molecular dos micro-organismos 
(Medeiros et  al., 1992). 

Os micro-organismos possuem um tempo de viabilidade 
quando preservados por meio de diferentes técnicas. Após esse 
período, ocorre a sua degeneração natural, que perde a capaci-
dade de formar novos descendentes (Kitamoto et al., 2002). 
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Cita-se como exemplo o fungo C. cladosporioides, que 
tem como temperatura mínima de crescimento -4ºC, 
e temperatura ótima, 22ºC. De acordo com Sautour 
et al. (2002), as faixas de temperatura até 22ºC são 
as ideais para o bom funcionamento metabólico de  
C. cladosporioides, atingindo assim seus níveis ótimos  
de desenvolvimento micelial e mantendo sua capacidade de  
multiplicação; temperaturas inferiores reduzem a taxa  
de crescimento drasticamente.

Rosa (2010), em estudo sobre a taxa de sobrevivência 
de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium e Streptococcus  
thermophillus imobilizados frente a pHs ácidos, observou que 
as células imobilizadas apresentaram taxa de sobrevivência de 
100, 40 e 30% respectivamente, quando comparadas com 
células em suspensão.

 A redução da quantidade de água é uma característica 
que reduz o metabolismo das células, quando armazenadas. 
A redução da quantidade de água associada a temperaturas 
baixas torna o metabolismo dos micro-organismos ainda mais 
lento. Quando esses elementos, que são fatores-chave para a 
redução do metabolismo celular, são retirados, ocorre a viabi-
lidade das células microbianas por longos períodos de arma-
zenamento (Girotto et al., 2008).

O tamanho dos grânulos obtidos no presente estudo 
estão entre 1 e 2 mm. A eficiência da imobilização de células 
por alginato e a qualidade do produto são influenciadas pelo 

tamanho das esferas. Esferas com até 3 mm são utilizadas com 
a finalidade de melhorar a eficiência do processo em que são 
aplicadas, assim como a vida útil de produto (Rosa, 2010).   

A técnica empregada para imobilização com alginato de 
sódio foi adequada para os fungos A. niger, C. cladosporioides e 
P. solitum, que apresentaram crescimento satisfatório durante 
o período estudado. Foi produzida uma formulação leve e fácil 
de ser aplicada. O longo período de viabilidade dos fungos 
indica que a técnica pode também ser aplicada como método 
de preservação de fungos. 

Através das eletromicrografias, foi possível observar que a 
imobilização em grânulos de alginato de sódio é uma formu-
lação segura, pela qual o micélio fúngico permanece apenas 
no interior dos grânulos. O fato de os fungos permanecerem 
viáveis no interior dos grânulos pode ser explicado pela poro-
sidade dos grânulos de alginato, que permite a sobrevivência 
dos fungos, mas não seu desenvolvimento, devido à ausência 
de água (Rosa, 2010).
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