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RESUMO 

 

Plantas daninhas causam perturbações no crescimento de culturas por apresentarem um 

crescimento rápido e incomum, competindo por espaço e recursos com outras espécies, 

prejudicando assim o ambiente, o rendimento e a qualidade de culturas de interesse agrícola. 

Muitas vezes o controle de plantas daninhas é realizado por meio do uso de herbicidas químicos 

em conjunto com outros métodos convencionais, mas que acabam gerando preocupações no 

âmbito de saúde humana e ambiental. Devido a estas questões, buscam-se métodos alternativos 

para o controle de plantas daninhas, que promovam a segurança alimentar e a manutenção de 

um ecossistema saudável. Neste sentido, este estudo buscou avaliar o potencial bioherbicida de 

fungos selvagens cultivados em biomassa de microalgas provenientes do tratamento de 

digestato da produção de biogás. Para isso, a biomassa microalgal foi separada após tratamento 

terciário de efluente de suinocultura e uma massa de 10 gramas foi utilizada como substrato 

para as fermentações que ocorreram de forma submersa e sólida contendo 106 esporos/mL de 

cada microrganismo. Os extratos provenientes de fermentações distintas (sólida e submersa) 

foram misturados, na proporção de 1:1 v/v, a fim de avaliar a eficiência de um extrato misto. 

Foram utilizados quatro isolados fúngicos: Trichoderma koningiopsis, que foi isolado da planta 

daninha Digitaria ciliares, Fusarium sp. e dois fungos com crescimento associado, Fusarium 

denticulatum e Mucor circinelloides, que foram isolados do intestino de lagartas militares 

(Spodoptera frugiperda). Os extratos foram avaliados quanto à atividade das enzimas amilase, 

celulase, peroxidase, lipase e lacase. A atividade bioherbicida foi avaliada, através da aplicação 

em Cucumis sativus e o dano foliar foi visualmente estimado conforme a escala recomendada 

pela Sociedade Brasileira da Ciência das Plantas Daninhas. Uma caracterização preliminar dos 

extratos também foi realizada por meio de uma extração líquido-líquido, em que os produtos 

da reação foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. 

O extrato que apresentou maior potencial fitotóxico também foi submetido a testes de 

liofilização e secagem visando concentrar sua atividade enzimática. A toxicidade dos extratos 

foi verificada com testes em meristemas apicais de Allium cepa, dos quais calculou-se o índice 

mitótico. Numa visão global do estudo, os microrganismos demonstraram potencial como 

agentes produtores de um pool enzimático pelos dois métodos fermentativos testados. Dentre 

os extratos produzidos por fermentação em estado sólido, os obtidos pelos fungos Fusarium 

denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. demonstraram maiores 

níveis de danos foliares (80-100 ± 3,00 %). Já na fermentação submersa, com os fungos 

Trichoderma koningiopsis e Fusarium sp., obteve-se danos foliares irreversíveis nas culturas 

testadas. O extrato combinado proveniente da fermentação submersa do fungo Fusarium sp. e 

pela fermentação sólida do consórcio de fungos Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides, 

apresentou um efeito fitotóxico severo (98,00 ± 3,00 %), que demonstra a atuação sinérgica na 

planta alvo, provavelmente pelo pool enzimático presente neste extrato ser composto por 

amilase, celulase, lipase e peroxidase. O perfil de compostos presentes nos extratos se refere 

está basicamente em compostos orgânicos, mas ainda não se sabe ao certo suas contribuições 

na ação bioherbicida. Para todas as enzimas analisadas, a técnica de liofilização foi a mais 

eficiente no processo de concentração. Quanto à toxicidade, os resultados demonstraram efeitos 

positivos, com baixo potencial de contaminação. Por meio dos testes realizados, pode-se inferir 

que as cepas microbianas são potenciais agentes de controle biológico de plantas invasoras, que 

em conjunto com a biomassa de microalgas, ofereceram as condições adequadas para se obter 

um pool enzimático de relevância biotecnológica e com características promissoras a serem 

explorados como bioherbicida, abordando aspectos no âmbito da sustentabilidade ambiental. 

Palavras-chave: Controle biológico. Processos biotecnológicos. Enzimas. Segurança 

alimentar. Cepas microbianas. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Weeds cause disturbances in the crop growth by presenting a rapid and unusual growth, 

competing for space and resources with other species, thus harming the environment, yield and 

quality of crops of agricultural interest. Weed control is often carried out through the use of 

chemical herbicides in conjunction with other conventional methods, but which end up raising 

concerns in the area of human and environmental health. Due to these issues, alternative 

methods for weed control are sought, which promote food security and the maintenance of a 

healthy ecosystem. In this sense, this study sought to evaluate the bioherbicidal potential of 

wild fungi grown in microalgae biomass from the treatment of the digestate of biogas 

production. For this, the microalgal biomass was separated after tertiary treatment of swine 

effluent and a mass of 10 g was used as a substrate for the fermentations that occurred in a 

submerged and solid form containing 106 spores/mL of each microorganism. The extracts from 

different fermentations (solid and submerged) were mixed, in the proportion of 1:1 v/v, in order 

to evaluate the efficiency of a mixed extract. Four fungal isolates were used: Trichoderma 

koningiopsis, which was isolated from the weed Digitaria ciliares, Fusarium sp. and two fungi 

with associated growth, Fusarium denticulatum and Mucor circinelloides, which were isolated 

from the intestines of military caterpillars (Spodoptera frugiperda). The extracts were evaluated 

for the activity of the enzymes amylase, cellulase, peroxidase, lipase and laccase. Bioherbicidal 

activity was evaluated through application on Cucumis sativus and leaf damage was visually 

estimated according to the scale recommended by the Brazilian Society of Weed Science. A 

preliminary characterization of the extracts was also carried out by means of a liquid-liquid 

extraction, in which the reaction products were identified by gas chromatography coupled with 

mass spectrometry. The extract with the highest phytotoxic potential was also subjected to 

lyophilization and drying tests in order to concentrate its enzymatic activity. The toxicity of the 

extracts was verified with tests on apical meristem of Allium cepa, from which the mitotic index 

was calculated. In a global view of the study, the microorganisms showed potential as producers 

of an enzymatic pool by the two fermentative methods. Among the extracts produced by solid 

state fermentation, those obtained by the fungi Fusarium denticulatum in consortium with 

Mucor circinelloides and Fusarium sp. demonstrated higher levels of leaf damage (80-100 ± 

3.00%). In submerged fermentation, with the fungi Trichoderma koningiopsis and Fusarium 

sp., irreversible leaf damage was obtained in the tested cultures. The combined extract from the 

submerged fermentation of the fungus Fusarium sp. and by the solid fermentation of the 

Fusarium denticulatum and Mucor circinelloides fungi consortium, it presented a severe 

phytotoxic effect (98.00 ± 3.00%), which demonstrates the synergistic action on the target plant, 

probably because the enzyme pool present in this extract is composed of amylase, cellulase, 

lipase and peroxidase. The profile of compounds present in the extracts is basically organic 

compounds, but their contributions to the bioherbicidal action are not yet known. For all 

analyzed enzymes, the lyophilization technique was the most efficient in the concentration 

process. As for toxicity, the results showed positive effects, with low potential for 

contamination. Through the tests carried out, it can be inferred that the microbial strains are 

potential agents of biological control of invasive plants, which together with the biomass of 

microalgae, offered the appropriate conditions to obtain an enzymatic pool of biotechnological 

relevance and with promising characteristics to be explored as a bioherbicide, addressing 

aspects of environmental sustainability. 

 

Keywords: Biological control. Biotechnological processes. Enzymes. Food security. Microbial 

strains. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Uma das grandes questões do setor agrícola sempre foi a manutenção de sua 

produtividade visando atender as necessidades de uma população em constante 

desenvolvimento. Herbicidas têm sido amplamente utilizados como estratégia para garantir a 

segurança de culturas e também para evitar que plantas daninhas se proliferem rapidamente 

nestes ambientes. Essa estratégia de controle já vem sendo empregada desde o fim da década 

de 60. As plantas daninhas apresentam características agressivas e competem por nutriente com 

outras culturas. Além disso, com o uso contínuo de herbicidas, algumas populações tornaram-

se resistentes, resultando em rendimento reduzido e altos custos para sustentar a produção de 

alimentos (REICHERT JÚNIOR et al., 2019; PEROTTI et al., 2020; VERMA et al., 2020). 

 Uma alternativa segura para garantir a disponibilidade de alimentos saudáveis e mais 

sustentáveis é o uso de bioherbicidas como forma de reduzir a aplicação de herbicidas 

sintéticos. Os bioherbicidas são produtos baseados em organismos biologicamente ativos ou 

em metabólitos secundários e enzimas produzidos por eles. O uso de produtos naturais como 

forma de manejo de plantas invasoras oferece algumas vantagens frente aos herbicidas 

sintéticos, como especificidade de atuação, rápida degradação e baixo risco de contaminação 

ambiental. Embora vários produtos naturais tenham sido testados para atividade bioherbicida, 

poucos podem ser obtidos comercialmente. Dentre esses compostos, nove bioherbicidas 

comerciais têm formulação baseada em cepas fúngicas (CORDEAU et al., 2016; 

RADHAKRISHNAN; ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018). 

A essência da formulação de um bioherbicida está na definição do composto 

biologicamente ativo, que fará as interações necessárias com a planta alvo. Os fungos ocupam 

um lugar relevante neste cenário, já que geralmente são utilizados esporos fúngicos que são 

facilmente aplicados na superfície foliar de plantas. Existe uma gama de possíveis cepas 

microbianas com potencial bioherbicida; o ambiente abriga uma infinidade de microrganismos 

que podem ser aplicados em diversas áreas biotecnológicas. Nesse sentido, a bioprospecção de 

cepas microbianas é fundamental para a descoberta de novas espécies relevantes neste cenário. 

Fungos dos gêneros Fusarium e Trichoderma são muito utilizados como agentes de controle 

biológico; eles atuam formando metabólitos (fitohormônios, 2-(hidroximetil)fenol, ácidos 

orgânicos, álcoois,  reguladores de crescimento vegetal, entre outros) e enzimas que degradam 

a parede celular de plantas. Com isso, os fungos acessam facilmente o interior das folhas 

causando estresse oxidativo e, consequentemente, a morte celular (RADHAKRISHNAN; 



 
 

ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018; SINDHU et al., 2018; ADETUNJI et al., 2019; 

MEHDIZADEH; MUSHTAQ, 2020; VERMA et al., 2020). 

Os bioherbicidas podem ter mecanismos de ação semelhantes aos herbicidas sintéticos, 

como glifosato e triazina (revisado por BORDIN et al., 2020). A produção de um composto 

com efeito bioherbicida relevante depende do crescimento microbiano e da produção 

enzimática, que ocorre por meio de processos fermentativos, os quais sofrem influência de 

diversos fatores. A adição de adjuvantes, como nutrientes, óleos e enzimas, pode incrementar o 

efeito do bioherbicida além de auxiliar na sobrevivência do patógeno e proteção do ingrediente 

ativo em condições adversas de armazenamento (ASH, 2010; AITA et al., 2019). A aplicação 

direta de enzimas degradantes da parede celular para o controle de plantas daninhas tem sido 

estudada na literatura. Formadas por longas cadeias de aminoácidos com ligações peptídicas, 

as enzimas são biocatalizadores que tem por função o controle dos processos de transformação 

de nutrientes em energia, e a quebra de nutrientes complexos em estruturas mais simples. 

Quando comparadas aos catalisadores químicos, as enzimas apresentam vantagens por sua 

especificidade, alta atividade catalítica, baixa agressividade ao meio ambiente e atuação em 

condições brandas de pH e temperatura (DE OLIVEIRA et al., 2020).  

Enzimas fúngicas aplicadas como agentes fitotóxicos podem atuar por meio de diferentes 

mecanismos de ação, alterando a captação de nutrientes e a permeabilidade da membrana, 

resultando em doenças, inibição de crescimento e redução nas taxas de síntese proteica. De 

forma mais especifica, as lipases podem atuar na catalise de lipídios e proteínas do endosperma 

de plantas daninhas, as peroxidases podem submeter a planta à um estresse oxidativo, 

catalisando a conversão de superóxidos nos cloroplastos, mitocôndrias, citoplasma e 

peroxissomos, já enzimas hidrolíticas como amilase e celulase podem ser iniciadoras de danos 

à membrana celular, inibindo processos bioquímicos, mitose e a germinação de sementes  

(BORDIN et al., 2018; RADHAKRISHNAN; ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018; AITA et al., 

2019; REICHERT JÚNIOR et al., 2019; CAMARGO et al., 2020; DE ALMEIDA et al., 2020). 

Produtos naturais são mais complexos de serem produzidos, pois para um 

desenvolvimento adequado deve-se levar em consideração o crescimento microbiano 

apropriado e o potencial de produção enzimática. Esse processo sofre influência das condições 

operacionais, e o meio fermentativo precisa ser suficientemente nutritivo para que o 

microrganismo possa se desenvolver. Estudos recentes destacaram o potencial de microalgas 

como uma alternativa sustentável para a produção de bioherbicidas. Dependendo de suas 

condições de cultivo, as microalgas podem oferecer um substrato rico em carboidratos e 



 
 

proteínas, o que tornaria possível utilizá-las como matéria-prima para a produção de 

bioherbicidas (COSTA et al., 2019).  

O custo de produção de um bioherbicida ainda é alto, o que não o torna competitivo 

frente a outros produtos químicos disponíveis no mercado. Uma alternativa seria a utilização 

de um meio fermentativo mais barato, agregando valor ao produto final. Para isso, microalgas 

resultantes do tratamento de dejetos da suinocultura apresentam uma possibilidade de aplicação 

como substrato de fácil obtenção, visto que o Brasil é o quarto maior exportador de proteína 

suína (aproximadamente 4 milhões de toneladas em 2019) também haverá a produção de 

grandes volumes de águas residuais, contendo alto teor de matéria orgânica, nutrientes e outros 

compostos (ABPA, 2019; MICHELON et al., 2021).  

A possibilidade de cultivar microalgas como forma de tratamento do digestato 

proveniente da produção de biogás é atraente no sentido de pensarmos em uma abordagem 

integrada para obtenção de frentes como: biocombustíveis, compostos bioquímicos, 

bioherbicidas, biofertilizantes, entre outros. Em termos gerais, um m3 de digestato poderá 

produzir 14,6 kg de sólidos voláteis de microalga ao fixar 22,2 kg de CO2, estes valores são 

dependentes da concentração do efluente, da turbidez, cor e presença de sólidos, por isso o 

efluente é variável com o processo (XIA; MURPHY, 2016). A inserção desta biomassa em 

outro processo seria uma solução sustentável para agregar valor às microalgas e reduzir o custo 

final do bioherbicida (MICHELON et al., 2016; COSTA et al., 2019). 

Com isso, este estudo propõe avaliar o potencial de fungos selvagens cultivados em 

biomassa de microalgas provenientes do tratamento do digestato da produção de biogás, 

visando a obtenção de bioherbicidas fúngicos. Acredita-se que estes estudos incentivem a 

formulação de bioherbicidas seguros, de baixo custo e com potencial para comercialização, 

além de utilizar um meio de cultivo alternativo, inserindo esse estudo dentro dos escopos da 

economia circular e da biotecnologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o potencial bioherbicida de fungos selvagens cultivados em biomassa de 

microalgas provenientes do tratamento do digestato suinícola proveniente da cadeia de biogás. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar o potencial de diferentes fungos isolados de planta daninha e do intestino de 

lagartas militares em processos de fermentação submerso e sólido, usando microalgas 

como substrato; 

• Quantificar enzimas envolvidas na atividade bioherbicida (amilase, celulase, lacase, 

lipase e peroxidase) nos extratos obtidos por diferentes processos fermentativos e 

potencializar suas atividades; 

• Validar a atividade bioherbicida dos extratos fermentados frente ao controle de Cucumis 

sativus em casa de vegetação; 

• Caracterizar os compostos presentes nos extratos fermentados; 

• Determinar a toxicidade dos potenciais bioherbicidas, para fins de controle e segurança 

ambiental. 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Na Figura 1 estão apresentadas as etapas de desenvolvimento deste estudo.  

Figura 1 - Fluxograma contendo um resumo das etapas desenvolvidas durante a dissertação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria utilizando o aplicativo BioRender.com (2021). 



 
 

3.1 BIOMASSA DE MICROALGA 

A microalga utilizada como substrato para as fermentações corresponde a Chlorella spp. 

A biomassa microalgal foi obtida na Embrapa Suínos e Aves (Concórdia, SC), e é resultante do 

processo de tratamento visando a remoção de amônia e fósforo da porção residual sólida 

(digestato) da produção de biogás, proveniente de dejetos da suinocultura e realizada por meio 

de um reator biológico com manta de lodo de fluxo ascendente (MICHELON et al., 2016). 

O cultivo das microalgas ocorre sob condições naturais de campo e não estéreis, em 

biorreatores de 500 L (Ø 121,2 cm e altura 58,4 cm) em uma casa de vegetação, sob a luz natural 

(321,5 ± 411,4 μmol m-2s-1) e sob temperatura média ambiente de 25 ± 2 °C (essas medidas 

foram realizadas pela manhã (8h), meio dia (12h) e tarde (16h)). Os reatores foram inoculados 

com 30% de inóculo (em volume) contendo 70 mg de microalgas L-1 de massa seca. O meio de 

crescimento consiste em 6% v/v de efluente digerido (digestato) diluído no volume total de 

água do reator, que foi misturado continuamente usando uma bomba mecânica submersa (vazão 

de 1.200 L h-1).  Após 12 dias de cultivo, a biomassa no reator atinge 0,3 - 0,4 g de microalgas 

L-1 de massa seca, então é colhida, centrifugada (3.000 × g, a 25 °C por 30 min; EVODOS, 

T10, Holanda) e armazenada sob refrigeração (-80ºC) até a sua utilização. 

A caracterização da biomassa foi realizada na Embrapa Suínos e Aves (Concórdia, SC), 

e os ensaios de umidade foram realizados a partir de uma amostra da biomassa de 2 g, que foi 

pesada em cadinhos de porcelana (pré-calcinados à 500 ºC por 1 hora em uma mufla) em 

balança de precisão. As amostras, em triplicata, foram mantidas em uma mufla (Prolab, Brasil) 

a 105 °C por 1 hora, após este período foram mantidas em um dessecador até o seu resfriamento. 

Posteriormente, observou-se a variação de peso das amostras a cada 2 minutos. O processo foi 

concluído quando o peso das amostras estabilizou. 

3.2 MICRORGANISMOS 

 Para a produção dos extratos com potencial bioherbicida foram utilizados quatro 

isolados fúngicos. O primeiro deles, da espécie Trichoderma koningiopsis (código de 

identificação no GenBank MK860714), foi isolado da planta daninha Digitaria ciliares e 

apresentou resultados promissores de produção enzimática e no controle de plantas daninhas 

em estudos preliminares do Laboratório de Microbiologia e Bioprocessos (LAMIBI) em 

parceria com o Laboratório de Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul - 

Campus Erechim/RS (BORDIN et al., 2018; CAMARGO et al., 2019; REICHERT JÚNIOR et 

al., 2019). As outras três cepas microbianas foram isoladas do intestino de lagartas militares 

(Spodoptera frugiperda) em parceria com o Laboratório de Bioquímica e Genética da 



 
 

Universidade Federal de Fronteira Sul, Campus Chapecó. Para isso, 100 lagartas foram 

submetidas ao processo de dissecação, submersas por 1 minuto em etanol 70%, com 

subsequente lavagem em solução salina a 0,85% para impedir eventual contaminação por 

microrganismos da superfície externa do animal. Em seguida, foram feitas incisões nos dorsos 

das lagartas para a retirada efetiva dos intestinos, que, em condições assépticas, foram 

diretamente colocados em frascos Erlenmeyer (10 intestinos por frasco) contendo meio 

sintético mínimo YNB (6,7 g/L de base nitrogenada de leveduras – SIGMA-Aldrich) acrescido 

de 10 g/L de xilose e 0,2 g/L de cloranfenicol. Os frascos foram mantidos a 30°C sob 145 rpm 

até que a turbidez decorrente do crescimento microbiano pudesse ser percebida (CADETE et 

al., 2017; BARRETTO et al., 2018). Na sequência, para a obtenção de colônias isoladas, foram 

feitos esgotamentos em placas de Petri com o mesmo meio de cultura acima descrito, 

adicionalmente contendo 20 g/L de ágar.  

Dentre as cepas isoladas, duas culturas apresentaram potencial e foram identificadas 

molecularmente (Neoprospecta, Florianópolis-Brasil) como Fusarium sp. e dois fungos com 

crescimento associado, Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides. O DNA dos fungos 

isolados dos intestinos das lagartas foi extraído por meio do micélio cultivado em meio de 

cultura (DOYLE; DOYLE, 1897). Neste método, a amostra de DNA foi submetida à reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para amplificar a região do espaçador transcrito interno do rDNA 

(ITS). Os iniciadores para a região ITS foram: ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e 

ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (WHITE; BRUNS; TAYLOR, 1989).  A reação 

PCR totalizou de 50 μL e ocorreu com uma mistura de 1 μl de DNA, 1 μl de cada iniciador a 

10 μM, 10 μl de tampão de 5X, 1 μl de dNTPs 10 mM, 0,2 μl de GoTaq DNA polimerase 5 

U/μL (Promega) e 35,8 μL de água ultrapura esterilizada. A amplificação consistiu na 

desnaturação inicial a 94 °C por 2 min, seguida por 40 ciclos de desnaturação a 94 °C por 10 s, 

anelamento a 54 °C por 30 s, extensão a 72 °C por 45 s e uma extensão final a 72 °C por 4 

min. Os produtos do processo de amplificação foram verificados por meio de eletroforese em 

gel de agarose 0,8%, corados com brometo de etídio e purificados por precipitação com 

polietilenoglicol. Os fragmentos foram sequenciados por meio da análise de terminação em 

cadeia com o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) em sequenciador capilar automático 

3.500 XL (Applied Biosystems). Após, as sequências obtidas para os fungos isolados foram 

comparadas com o banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST (sigla em inglês: 

Basic Local Alignment Search Tool) (SCHMITZ; RIESNER, 2006). 



 
 

As cepas foram repicadas e mantidas em placas de Petri, contendo meio de cultivo 

Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck, Alemanha), por 7 dias a 28 ºC para o crescimento 

fúngico. Posteriormente, foram utilizadas nas fermentações.  

3.3 FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

O processo fermentativo em estado submerso foi realizado em Erlenmeyers de 300 mL 

com volume efetivo de 100 mL. O meio foi composto por 10 g de biomassa microalgal úmida, 

visando atender a suplementação de um meio fermentativo sintético para a produção de 

bioherbicida (BORDIN et al., 2018) e 90 mL de água destilada. Os Erlenmeyers foram 

autoclavados a 120 ºC, por 20 minutos a 1 atm. Após a esterilização, os meios foram inoculados 

com 10 mL de uma suspensão contendo 106 esporos/mL de cada microrganismo: Trichoderma 

koningiopsis, Fusarium sp., Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides. 

A suspensão de esporos para cada cepa fúngica foi obtida adicionando 100 mL de 

solução Tween 80 0,1% (v/v) a Erlenmeyeres contendo os microrganismos já desenvolvidos. 

Desta suspensão, 0,1 mL foi utilizado para realizar a contagem de esporos presente no meio, 

utilizando câmara de Neubauer e microscópio óptico (Olympus, Japão). 

Os Erlenmeyers inoculados foram mantidos em um agitador orbital (New BrunswickTM, 

Alemanha) a 120 rpm, por 72 horas e 28 ºC. Após a fermentação, os extratos foram filtrados 

por prensagem manual em tecido sintético, o sólido retido foi esterilizado e descartado, o 

permeado liquido centrifugado (NT 815 - NovaTecnica, Brasil) a 2000 rpm, 4 ºC por 10 

minutos. O sobrenadante proveniente da centrifugação foi utilizado para as etapas 

subsequentes.  

3.4 FERMENTAÇÃO SÓLIDA 

 A fermentação sólida foi realizada em béqueres de polipropileno (250 mL) contendo 

meio composto apenas por 10 g de biomassa microalgal úmida, sem suplementação. Os 

béqueres foram cobertos com manta acrílica, papel alumínio e autoclavados a 120 ºC, por 20 

minutos a 1 atm. Após esterilização, os meios foram inoculados com 1 mL de suspensão 

contendo 106 esporos/mL de cada microrganismo: Trichoderma koningiopsis, Fusarium sp., 

Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides, conforme descrito anteriormente.  

A fermentação ocorreu em uma incubadora, tipo B.O.D (Solab, Brasil) por 72 horas, a 

uma temperatura fixa de 28 ºC e umidade relativa de 70 %. Após a fermentação, adicionou-se 

90 mL de água destilada as amostras fermentadas para realizar a extração. Essa solução 

permaneceu sob agitação de 200 rpm, durante 60 minutos a 30 ºC. Os extratos foram filtrados 

por prensagem manual em tecido sintético, o sólido retido foi esterilizado e descartado, o 



 
 

permeado líquido centrifugado (NT 815 - NovaTecnica, Brasil) a 2000 rpm, a 4 ºC por 10 

minutos. O sobrenadante proveniente da centrifugação foi utilizado para as etapas 

subsequentes.  

 

3.5 COMBINAÇÃO DE EXTRATOS PROVENIENTES DAS FERMENTAÇÕES 

SUBMERSA E SÓLIDA  

 Para a combinação de extratos, foram realizadas misturas dos extratos provenientes de 

fermentações distintas, sempre combinando um extrato obtido por fermentação submersa e 

outro obtido por fermentação sólida, após a etapa de centrifugação, na proporção de 1:1 v/v, a 

fim de avaliar a eficiência de um extrato misto. Na Tabela 1 estão apresentados os extratos 

combinados. A escolha dos extratos combinados se deu a partir de testes preliminares de 

aplicação em Cucumis sativus, sendo que os extratos que apresentaram potencial bioherbicida 

foram combinados entre si.  

As misturas foram homogeneizadas em um agitador de tubos, do tipo vortex a 3800 rpm 

por 60 segundos.  

 

Tabela 1 – Misturas realizadas com extratos provenientes das fermentações em estado 

submerso e sólido, utilizando como substrato microalgas e os microrganismos Trichoderma 

koningiopsis, Fusarium sp., Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides. 

Teste Extratos Misturados (1:1 v/v) 

1 FS Trichoderma koningiopsis + FES Trichoderma koningiopsis 

2 
FS Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides + FES Fusarium denticulatum e 

Mucor circinelloides 

3 FS Fusarium sp. + FES Fusarium sp. 

4 FS Trichoderma koningiopsis + FES Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides 

5 FS Trichoderma koningiopsis + FES Fusarium sp. 

6 FS Fusarium sp. + FES Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides 

* FS = Fermentação submersa; FES = Fermentação sólida. 

 

3.6 PRODUÇÃO ENZIMÁTICA 

Para avaliar a presença de um pool enzimático nos extratos, foram selecionadas as 

seguintes enzimas: amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase. A escolha dessas enzimas está 

baseada em estudos anteriores (BORDIN et al., 2018; CAMARGO et al., 2019; REICHERT 

JÚNIOR et al., 2019) e na possibilidade de que elas possam atuar de forma sinérgica no 



 
 

biocontrole de plantas daninhas. 

Os ensaios enzimáticos foram realizados em triplicata e sempre contendo um controle 

reacional, sem a presença dos extratos enzimáticos. 

3.6.1 Amilase 

A atividade da enzima amilase foi quantificada utilizando como substrato amido solúvel 

diluído na proporção 1:100 (m:v) em tampão acetato 100 mM e pH 5,0. Após, 1 mL dessa 

solução foi transferida para tubos de ensaio em que se adicionou mais 1 mL dos extratos 

fermentados. As amostras foram mantidas em banho termostático por 10 minutos em 

temperatura de 38 ºC (FUWA, 1954; PONGSAWASDI; YAGISAWA, 1987). Após decorrido 

o tempo de reação, a atividade enzimática foi avaliada por meio da liberação de açúcares 

redutores totais pelo método de DNS (ácido 3,5 dinitrosalissílico) (MILLER, 1959). A 

absorbância das amostras foi quantificada em espectrofotômetro (UV-M51-Bel, Itália), 

utilizando o comprimento de onda de 540 nm. Uma unidade da atividade de amilase (U) foi 

definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de glicose por minuto nas 

condições de reação. 

3.6.2 Celulase 

Para quantificação de celulase total utilizou-se 50 mg de papel filtro Whatman número 

1 como fonte de celulose para a enzima, os resultados foram expressos como atividade de 

celulase do papel filtro (FPase). Em tubos de ensaio contendo 50 mg de papel filtro foram 

adicionados 2 mL de tampão acetato 0,2 M e pH 5,5 e 1 mL dos extratos fermentados. A reação 

ocorreu a 50 ºC por 1 hora. Após decorrido o tempo de reação, a atividade enzimática foi 

avaliada por meio da liberação de açúcares redutores totais pelo método de DNS (ácido 3,5 

dinitrosalissílico) (MILLER, 1959). A absorbância das amostras foi quantificada em 

espectrofotômetro (UV-M51-Bel, Itália), utilizando o comprimento de onda de 540 nm.  Uma 

unidade da atividade de FPase (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 

1 µmol de glicose por minuto nas condições de reação. 

3.6.3 Lacase 

Para a determinação da atividade da enzima lacase, utilizou-se 2,2′-azino-di-3-

etilbenzotialozin-6-sulfônico (ABTS) como o substrato para a reação enzimática. A mistura da 

reação foi composta por 0,4 mL de ABTS 10 mM, 3,4 mL de tampão acetato de sódio 50 mM, 

pH 4,8 e 0,2 mL do extrato fermentado. A reação ocorreu em banho termostático a 40 ºC por 

um período de 4 minutos (HOU et al., 2004). A absorbância das amostras foi quantificada em 



 
 

espectrofotômetro (UV-M51-Bel, Itália), utilizando o comprimento de onda de 420 nm. Uma 

unidade da atividade de lacase (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 

1 µmol de ABTS+ por minuto nas condições de reação. 

3.6.4 Lipase 

Para a quantificação dessa enzima utilizou-se uma emulsão de azeite de oliva a 10 % 

(m/v) e 5 % (m/v) de goma arábica diluídos em 90 % (v/v) de solução tampão fosfato de sódio 

100 mM pH 6. A emulsão foi homogeneizada com o auxílio de um mixer. Cada amostra foi 

composta por 9 mL de emulsão e 1 mL do extrato fermentado. Após, foram submetidas a 

agitação orbital de 165 rpm por 32 minutos a 35 ºC. Posteriormente, em cada amostra foi 

adicionado 10 mL de solução acetona/etanol (1:1 v/v) para cessar a reação. As amostras foram 

submetidas ao processo titulométrico utilizando NaOH 0,050 M como titulante até atingir pH 

11 (TREICHEL et al., 2015). Para o controle a adição de acetona/etanol foi antecipada da adição 

do extrato fermentado para garantir que a reação não ocorresse. Para a determinação da 

atividade lipásica foi utilizada a Equação 1. 
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Sendo que: 

Va = o volume médio de NaOH utilizado na titulação das amostras (mL); 

Vb = o volume de NaOH utilizado na titulação do branco reacional (mL); 

M = a molaridade do NaOH; 

t = o tempo de reação (min.); 

Vc = o volume de extrato enzimático bruto utilizado na reação (mL). 

Uma unidade de atividade lipásica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz 

de hidrolisar 1 µmol de substrato por minuto nas condições de reação. 

3.6.5 Peroxidase 

Para a atividade da enzima peroxidase, o meio reacional foi composto de 1,5 mL de 

tampão fosfato 5 mM e pH 5,0, 2 mL de água destilada, 0,5 mL de guaiacol 1 % (v/v), 1 mL de 

peróxido de hidrogênio 0,08 % (v/v) e 1 mL dos extratos fermentados. Os tubos de ensaio 

contendo o meio reacional foram submetidos ao banho termostático por um período de 10 

minutos e temperatura de 35 ºC. A absorbância das amostras foi quantificada em 

espectrofotômetro (UV-M51-Bel, Itália), utilizando o comprimento de onda de 470 nm. Uma 



 
 

unidade da atividade de peroxidase (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de 

causar incremento da unidade de absorbância em 0,001 por minuto nas condições de reação. 

 

3.7 APLICAÇÃO DOS EXTRATOS EM Cucumis sativus 

A avaliação preliminar da atividade bioherbicida dos extratos produzidos pelos fungos 

Trichoderma koningiopsis, Fusarium sp., Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides por 

meio de fermentações submersa, sólida e as combinações de extratos foi realizada através da 

aplicação em Cucumis sativus. A escolha pela aplicação e avaliação preliminar nesta espécie 

deve-se a seu potencial como planta modelo, pois é utilizada em testes com herbicidas químicos 

(TODERO et al., 2018).  

A aplicação dos extratos ocorreu em casa de vegetação com condições controladas de 

temperatura e umidade (26 ºC e 70 %). As sementes foram cultivadas por 10 dias e quando 

atingiram 3 folhas, aproximadamente 5 mL dos extratos foram aplicados manualmente na 

superfície foliar da planta com o auxílio de um pincel e em parceria com o Laboratório de 

Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Erechim/RS. 

Para os testes de aplicação, foram utilizadas algumas amostras como controle, com o 

intuito de verificar se apresentariam algum efeito bioherbicida sobre Cucumis sativus. O 

controle A consistiu no meio de cultivo (microalga + água destilada) utilizado nas fermentações 

submersas, sem a adição dos microrganismos. O controle B consistiu no meio de cultivo 

(microalga) utilizado nas fermentações sólidas, sem a adição dos microrganismos e após ao 

processo de extração. O controle C consistiu em um grupo controle, o qual não recebeu nenhum 

tipo de tratamento, apenas aplicação com água destilada. 

A avaliação do potencial bioherbicida dos extratos foi aos 7 e 14 dias após a aplicação. 

O dano foliar foi visualmente estimado como uma redução percentual do crescimento em 

comparação aos controles (Controle C) não tratados. O percentual de dano foliar foi 

estabelecido conforme a escala recomendada pela Sociedade Brasileira da Ciência das Plantas 

Daninhas (SBCPD), apresentada detalhadamente na Tabela 2 (BRAZILIAN WEED SCIENCE 

SOCIETY, 1995).  

Para os ensaios com Cucumis sativus, cada tratamento foi composto por 36 plantas e 12 

testemunhas (sem tratamento), todos com 4 repetições.  

 

 

 



 
 

Tabela 2 - Descrição da escala aplicada para as avaliações do potencial bioherbicida dos 

extratos fermentados, de acordo com a SBCPD. 

Percentual (%) Descrição detalhada 

0-20 Nenhum efeito  

20-40 Efeito leve e/ou redução do crescimento com recuperação rápida 

40-60 Efeito moderado e/ou redução do crescimento com recuperação lenta 

60-80 Efeito grave e/ou redução do crescimento não recuperável 

80-100 Destruição completa das culturas ou apenas algumas plantas vivas 

Fonte: Sociedade Brasileira da Ciência das Plantas Daninhas (SBCPD), 1995. 

 

3.8 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS 

FERMENTADOS 

 A caracterização dos compostos presentes nos extratos fermentados ocorreu por meio 

da análise dos produtos gerados a partir da extração líquido-líquido dos caldos fermentados via 

processo submerso e sólido dos fungos: Trichoderma koningiopsis, Fusarium sp., Fusarium 

denticulatum e Mucor circinelloides. A mistura 6, que apresentou maior potencial bioherbicida, 

também foi analisada. Além disso, um controle de cada fermentação foi avaliado. Este controle 

consistiu apenas no meio fermentativo.   

Para isso, utilizou-se como solvente orgânico acetato de etila (Et2O), que na proporção 

de 1:1 (v/v) foi misturado com os extratos em um funil de separação. A fase aquosa foi 

descartada e a fase orgânica foi filtrada e seca com sulfato de amônio. As amostras seguiram 

para um rotaevaporador (Evaporador Rotativo - Q344B, QUIMIS, Brasil) até que fosse 

observado a redução do volume da amostra devido a evaporação do solvente orgânico, as 

condições do processo de evaporação foram: banho a 30 ºC e agitação de 120 rpm (sob vácuo). 

Os produtos da reação foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG/MS – QP2010, Shimadzu, Japão), usando a coluna NST 05ms – 

3025025 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). A temperatura da coluna seguiu a programação: 80 °C/3 

min, 6 °C/min até 218 °C, 2 °C/min até 240 °C, 7 °C/min até 300 °C. O gás de arraste foi hélio 

(He), a temperatura do injetor e do detector foram ajustadas para 280 ºC e 1,0 µL da solução 

(Derivatização: 1:1:1 (extrato:acetato de etila:BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) 

+ TMCS (Trimetilclorossilano) (1%) à 60 °C por 1 h) foi injetada no sistema GC/MS com uma 

razão split de 1:10. O aparelho operou com um fluxo de 19,1 mL/min no modo de impacto 

eletrônico de 70 V e com a pressão da coluna em 100 kPa. A identificação dos compostos foi 

realizada comparando os espectros de massa com aqueles da biblioteca Wiley e por comparação 

adicional do tempo de retenção de GC de compostos padrão. Os produtos foram parcialmente 



 
 

quantificados pela porcentagem da área de cada pico em relação à área total do pico (LERIN et 

al., 2010). 

 

3.9 CONCENTRAÇÃO DOS EXTRATOS FERMENTADOS  

A mistura que apresentou maior potencial bioherbicida foi submetida a dois processos 

de redução de volume por meio da retirada da umidade das amostras com o intuito de concentrar 

os compostos responsáveis pela ação bioherbicida. As duas técnicas utilizadas foram a 

liofilização e a secagem. As atividades enzimáticas foram verificadas como respostas, com 

intuito de validar os testes de concentração. 

As amostras foram ultracongeladas durante 48 horas e a liofilização ocorreu até que a 

água fosse totalmente retirada (72 h), utilizando um liofilizador (L101-LIOBRAS, Brasil) 

acoplado a uma bomba de vácuo, a -55 ºC. Já a secagem do bioherbicida fúngico ocorreu em 

uma estufa com circulação de ar (400-5ND, Ethik Technology, Brasil) até que as amostras 

atingiram a metade do seu volume inicial. Foram avaliadas diferentes temperaturas de secagem: 

40, 60, 80 e 100 ºC (TODERO et al., 2020).  

 

3.10 TOXICIDADE DOS EXTRATOS FERMENTADOS 

 O estudo de toxidade foi realizado utilizando células meristemáticas de Allium cepa, 

pois são consideradas bioindicadores de monitoramento ambiental devido à alta sensibilidade, 

ao baixo preço e fácil manuseio.  

 Os bulbos de Allium cepa foram colocados em frascos com água em temperatura 

ambiente para o enraizamento por 48 h. As raízes foram expostas aos seguintes tratamentos: 

extratos concentrados (liofilizados e secos), mistura 6, a microalga bruta e um controle (raízes 

expostos à água destilada), que foram mantidos no escuro por 24 h. Os tratamentos em que se 

utilizou a microalga bruta foi verificada a necessidade de diluição. Nestes casos, as diluições 

foram 1:16 e 1:32. Após o período de tratamento, as raízes foram hidrolisadas com HCl (1 

mol/L) por 10 min em banho termostático a 60 ºC e lavadas com água. Para o preparo das 

lâminas, foram feitos esfregaços que após a secagem em temperatura ambiente as células foram 

coradas com o Kit Panótico Rápido®. Posteriormente, as células foram analisadas por 

microscopia e quantificou-se o Índice Mitótico (IM) segundo a Equação 2. Foram observadas 

pelo menos 500 células em cada lâmina (DÜSMAN et al., 2014). 

                                     𝐼𝑀 =
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑚 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑠ã𝑜 

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎𝑠
 𝑥 100                             (Equação 2). 

 



 
 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados foram tratados estatisticamente através do uso de análise de variância seguida 

de teste de Tukey, considerando um nível de significância de 95% (p <0,05). Para isso, foi 

utilizado o software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 BIOMASSA DE MICROALGA 

As microalgas foram consideradas substratos adequados devido às suas características 

nutricionais, compostas de 58,90 ± 1,30 % de proteínas (proporcional ao teor de nitrogênio),  

25,20 ± 0,90 % de carboidratos e 3,00 ± 0,50 % de lipídios (MICHELON et al., 2016). Já o teor 

de umidade da biomassa encontrado neste estudo, foi de 88,99 ± 0,50 %, valor próximo aos 

encontrados em outras espécies de microalgas, como Coccomyxa parasitica, Thalassiosira 

pseudonana e Tetraselmis suecica , com cerca de 80% de teor de umidade (CANCELA et al., 

2019).  

Os teores nutricionais oferecidos pela biomassa de microalga possibilitaram aos 

microrganismos condições adequadas para o desenvolvimento e produção de metabólitos de 

interesse, e a biomassa microalgal resultante do tratamento do digestato da produção de biogás 

demonstrou potencial para ser utilizada como substrato fermentativo, visando a produção 

enzimática e extratos com atividade bioherbicida. 

4.2 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO ENZIMÁTICA  

4.2.1 Extratos obtidos por fermentação submersa e sólida 

Os resultados de atividade das enzimas amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase 

obtidas por fermentação submersa estão apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3 – Resultados da produção enzimática de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase, 

presente nos extratos obtidos pela fermentação submersa dos fungos Trichoderma koningiopsis, 

Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. 

a,b,c Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05) entre os microrganismos fermentadores. Letras iguais não diferem entre si 

significativamente. 

nd: não detectado. 

 

Os microrganismos demonstraram potencial como agentes produtores de um pool 

enzimático via fermentação em estado submerso. A biomassa de microalgas utilizada como 

Microrganismo 

Atividades Enzimáticas FS (U/mL) 

Amilase 
Celulase 

(FPase) 
Lacase Lipase Peroxidase 

Trichoderma koningiopsis 10,29 ± 0,01a 1,11 ± 0,01a nd  0,80 ± 0,09a 36,03 ± 0,01a 

Fusarium denticulatum 

 Mucor circinelloides 
3,43 ± 0,01b 0,43 ± 0,01b nd  1,80 ± 0,34b 37,15 ± 0,01b 

Fusarium sp. 2,80 ± 0,01c 0,33 ± 0,01c nd  nd  18,63 ± 0,01c 



 
 

substrato ofereceu um meio de cultivo propício para que os microrganismos pudessem produzir 

algumas enzimas de interesse no controle biológico de plantas daninhas.  

As enzimas hidrolíticas, amilase e celulase, apresentaram menor atividade em 

comparação às outras enzimas investigadas. A atividade lipásica observada na fermentação 

realizada pelos fungos associados Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides foi o maior 

dentre os ensaios realizados por fermentação submersa, com o valor de 1,80 ± 0,34 (U/mL), 

isso provavelmente está relacionado ao fato de o fungo Mucor circinelloides ser conhecido por 

acumular alto conteúdo lipídico em seu metabolismo e, por consequência, ser um potencial 

produtor de lipases microbianas (KAMOUN et al., 2019).  

As atividades peroxidases foram as mais elevadas nos extratos obtidos em fermentação 

em estado submerso. Estudos anteriores utilizando o fungo Trichoderma koningiopsis e 

espécies do gênero Fusarium já demonstravam que estes fungos são bons produtores de 

peroxidases (BORDIN et al., 2018; REICHERT JÚNIOR et al., 2019). Utilizando os fungos 

associados Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides atingiu-se uma atividade enzimática 

de 37,15 ± 0,01 (U/mL), a máxima obtida entre os extratos enzimáticos produzidos por 

fermentação submersa. Esse fato pode estar atrelado à atuação conjunta dos fungos, 

estabelecendo uma espécie de sinergismo, potencializando a produção enzimática 

(RODRIGUES et al., 2020). 

A produção enzimática referente aos extratos obtidos por fermentação sólida está 

apresentada na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Resultados da produção enzimática de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase, 

presente nos extratos obtidos pela fermentação sólida dos fungos Trichoderma koningiopsis, 

Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. 

a,b,c Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05) entre os microrganismos fermentadores. Letras iguais não diferem entre si 

significativamente. 

nd: não detectado. 

Microrganismo  

Atividades Enzimáticas FES (U/mL) 

Amilase 
Celulase 

(FPase) 
Lacase Lipase Peroxidase 

Trichoderma koningiopsis 0,83 ± 0,06a  0,83 ± 0,01a nd  nd  9,25 ± 0,01a 

Fusarium denticulatum 

 Mucor circinelloides. 
1,78 ± 0,05b 1,78 ± 0,05b nd  Nd 12,53 ± 0,01b 

Fusarium sp. 2,54 ± 0,28c 2,54 ± 0,02c nd  nd  16,88 ± 0,01c 



 
 

Dentre os extratos obtidos por fermentação sólida, o extrato fermentado pelo 

microrganismo Fusarium sp. atingiu as maiores concentrações enzimáticas de amilase, celulase 

e peroxidase, demonstrando que este fungo é um interessante produtor de enzimas nas 

condições fermentativas que foram disponibilizadas e utilizando biomassa de microalgas como 

substrato. O metabolismo de espécies do gênero Fusarium tem relação com a fonte nutricional 

utilizada. Quando o seu metabolismo está associado a presença de nitrogênio podem ser 

detectadas enzimas hidrolíticas, como amilase e celulase. Por outro lado, quando expostos a 

condições leves de estresse demonstram a capacidade de produzir enzimas oxidativas como as 

peroxidases (DA ROSA-GARZON et al., 2019).  

Os resultados das atividades enzimáticas obtidas por meio dos microrganismos 

fermentadores Fusarium denticulatum associado a Mucor circinelloides e o Fusarium sp. 

atingiram maiores valores de atividade frente ao T. koningiopsis, dentre elas amilase, celulase 

e peroxidase. Estes dados estão de acordo com a literatura, na qual  foi possível obter a produção 

de diversas enzimas por meio de outras espécies de Fusarium, como F. oxysporum 

demonstrando que esse gênero fúngico se adapta facilmente a diferentes condições 

fermentativas a que é submetido (PRECZESKI et al., 2020). 

Já para a enzima lipase, não se identificou a sua produção via fermentação em estado 

sólido. Esse fato pode ter relação com a composição do meio de cultivo, visto que, quando têm-

se meios fermentativos com a presença de algum óleo, o fungo Fusarium sp. torna-se um 

potencial produtor de lipases microbianas (DE OLIVEIRA et al., 2020). Por outro lado, quando 

Fusarium denticulatum associado a Mucor circinelloides foram submetidos a fermentação 

submersa, produziram lipase, provavelmente porque, durante a produção desta enzima, em 

ambientes com alto conteúdo de lipídeo e baixa quantidade de água (fermentação em estado 

sólido), ocorre a formação de micelas reversas à base de fosfolipídios que capturam água, 

podendo resultar na inativação enzimática. Nesse sentido, quanto maior for o teor de água 

disponível no substrato, maior será a possibilidade de produção lipásica, talvez por esse motivo, 

o meio submerso (disponibilidade de água e pouca agitação) tenha sido o mais adequado para 

estes fungos atingirem a produção de lipase microbiana (AMOAH et al., 2016; PESSÔA et al., 

2017). 

Com o fungo Trichoderma koningiopsis obteve-se os menores valores de atividade 

enzimática quando comparados aos outros fungos. Apesar do T. koningiopsis apresentar-se de 

forma versátil, pelo seu desempenho observado em outros estudos, possivelmente esse fungo 

adapte-se melhor para fermentações submersas (BORDIN et al., 2018; CAMARGO et al., 2019; 

REICHERT JÚNIOR et al., 2019). 



 
 

Os extratos obtidos por fermentação submersa e sólida, também foram investigados 

quanto a produção de lacase, mas nenhum dos fungos testados demonstrou facilidade para 

produzir esta enzima. Geralmente, as lacases fúngicas são difíceis de serem obtidas, pois 

necessitam de substratos que contenham indutores químicos como compostos fenólicos, 

aromáticos ou íons de cobre; isso faz com que a produção de lacase só seja detectada após uma 

fermentação mais complexa e otimizada (RODRÍGUEZ et al., 2019).  Além disso, os fungos 

testados podem ter produzido formas distintas (isoformas) desta enzima, que talvez pudessem 

ser detectadas após um processo de purificação enzimática (LI et al., 2018). 

Os valores enzimáticos obtidos estão diretamente ligados às quantidades de nitrogênio 

e de carbono disponibilizados pelo meio de cultivo, e como a biomassa microalgal utilizada 

possui elevado teor de nitrogênio, algumas enzimas podem não ter sido produzidas por conta 

de inibição causada por excesso de substrato. Um ponto relevante é que a biomassa de 

microalgas utilizada como substrato ofereceu um meio de cultivo propício aos microrganismos, 

estimulando a produção de proteínas de interesse (COSTA et al., 2019). 

4.2.2 Combinação dos extratos  

Os resultados de atividade das enzimas amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase 

obtidas por meio da combinação dos extratos via fermentação submersa e sólida estão 

apresentados na Tabela 5. Essas combinações tiveram o intuito de verificar o comportamento 

enzimático e atividade bioherbicida após a mistura de extratos obtidos por processos distintos. 

Tabela 5- Resultados da produção enzimática de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase, 

obtidos por meio da combinação de extratos provenientes das fermentações submersa e sólida 

dos fungos Trichoderma koningiopsis, Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor 

circinelloides e Fusarium sp. 

*A combinação dos extratos está detalhada na Tabela 1. 

a,b,c,d,e Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Letras iguais não diferem entre si significativamente. 

nd: não detectado. 

Mistura*   
Atividades Enzimáticas (U/mL) 

Amilase Celulase (FPase) Lacase Lipase Peroxidase 

1 4,74 ± 0,02ª 0,30 ± 0,02c nd 2,08 ± 0,27a,b 30,35 ± 0,02ª 

2 2,10 ± 0,01b 0,17 ± 0,03ª,b nd nd 26,43 ± 0,01b 

3 1,25 ± 0,03c 0,21 ± 0,02a nd 2,35 ± 0,31b 16,75 ± 0,02c 

4 7,10 ± 0,01d 0,44 ± 0,02d nd nd 39,33 ± 0,01d 

5 4,98 ± 0,03e 0,71 ± 0,02e nd nd 17,80 ± 0,02e 

6 nd 0,21 ± 0,02a nd 1,60 ± 0,17a 30,37 ± 0,02a 



 
 

A enzima lacase, seguiu a mesma tendência observada nos extratos avaliados 

individualmente, ou seja, não foi detectada a presença de atividade desta enzima.  

A mistura 4 apresentou resultados interessantes quanto a produção enzimática de 

amilases (7,10 ± 0,01 U/mL) e peroxidases (39,33 ± 0,01 U/mL) e refere-se à combinação do 

extrato produzido por fermentação submersa de Trichoderma koningiopsis + extrato produzido 

por fermentação sólida de Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides. Os dois extratos 

combinados demonstraram diferença significativa quanto aos demais testes para a mesma 

enzima. No extrato produzido pelo fungo Trichoderma koningiopsis já era esperada alta 

atividade de peroxidases, mas a sua combinação com os fungos Fusarium denticulatum e Mucor 

circinelloides incrementou essa atividade. Estudos que combinaram Trichoderma asperellum e 

Mucor circinelloides observaram que os fungos tiveram uma ação positiva, como bons 

produtores de enzimas (ZHANG et al., 2018). 

A produção lipásica foi detectada nos ensaios 1, 3 e 6, e não apresentaram diferença 

significativa. Nesse sentindo, a mistura 3, que produziu uma maior atividade enzimática (2,35 

± 0,31 U/mL), é composta pelos extratos obtidos pelas fermentações submersa e sólida do fungo 

Fusarium sp, já a mistura 1 foi obtida pelos extratos do fungo Trichoderma koningiopsis (2,08 

± 0,27 U/mL). Nestes dois casos, é possível perceber que a combinação dos extratos produziu 

uma mistura com maior concentração enzimática, o que tornou possível a verificação de 

atividade. Um extrato combinado é relevante pois oferece uma composição enzimática 

diferenciada, um pool com potencial de atuar por meio de especificidades distintas de forma 

mais abrangente (ALVES et al., 2020). 

As atividades enzimáticas da celulase foram semelhantes aos valores obtidos pelos 

extratos analisados isoladamente. Para essa enzima, a combinação de extratos não foi uma 

opção de melhoramento na sua produção. A baixa produção de celulase obtida nos diferentes 

processos fermentativos, pode estar atrelada à composição da biomassa de microalgas, visto 

que a fração de carboidratos pode ser formada por polissacarídeos como amido e celulose. O 

conteúdo (possivelmente baixo) destes polissacarídeos pode limitar a produção das enzimas, já 

que não se tem certeza da presença destes compostos na biomassa utilizada como substrato 

(NARESH KUMAR et al., 2020).  

Com a combinação de extratos, foi possível observar que a maior parte dos ensaios que 

obtiveram produção enzimática foram realizadas pela combinação do extrato obtido por 

fermentação submersa do fungo Trichoderma koningiopsis e os fungos em consórcio Fusarium 

denticulatum e Mucor circinelloides no extrato produzido por fermentação sólida. Assim, os 

resultados obtidos demonstram que a combinação de extratos provenientes de diferentes 



 
 

processos fermentativos é uma alternativa para aumentar a produção de enzimas e obter pools 

com atuação sinérgica.  

 

4.3 ANÁLISE PRELIMINAR DA ATIVIDADE BIOHERBICIDA  

4.3.1 Extratos obtidos por fermentação submersa e sólida 

A análise preliminar da atividade bioherbicida ocorreu por meio da aplicação dos 

extratos em Cucumis sativus. Na Tabela 6 estão dispostos os valores em percentual de dano 

foliar observado, 7 e 14 dias após as aplicações, conforme a escala recomendada pela Sociedade 

Brasileira da Ciência das Plantas Daninhas (SBCPD). O valor de pH dos extratos também foi 

verificado, já que um pH mais ácido poderia ter relação com os danos foliares observados. 

Tabela 6 - Resultados da aplicação em Cucumis sativus dos extratos obtidos por fermentação 

submersa e sólida dos fungos Trichoderma koningiopsis, Fusarium denticulatum em consórcio 

com Mucor circinelloides e Fusarium sp.  

a,b,c, Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Letras iguais não diferem entre si significativamente. 

Controle A = meio de cultivo (microalga + água destilada) utilizado nas fermentações submersas, sem a adição 

dos microrganismos e após ao processo de extração; 

Controle B = meio de cultivo (microalga) utilizado nas fermentações sólidas, sem a adição dos microrganismos e 

após ao processo de extração; 

Controle C = grupo controle, o qual não recebeu nenhum tipo de tratamento; 

nd: não detectado. 

O valor de pH dos extratos variou de 7,00 a 8,71, permanecendo próximo a neutralidade.  

O controle A, que se refere ao meio de cultivo da fermentação em estado submerso, 

apresentou um baixo dano foliar 4,00 ± 0,06 % após 14 dias de aplicação, que pode estar 

atrelado a um baixo potencial bioherbicida presente na biomassa microalga. Nenhum dano 

foliar foi observado quanto ao Controle B (meio de cultivo da fermentação em estado sólido). 

Esses valores podem estar relacionados a uma maior presença de água livre no extrato obtido 

Microrganismo  
Fermentação Submersa Fermentação Sólida 

7 dias (%) 14 dias (%) 7 dias (%) 14 dias (%) 

Controles A e B 2,00 ± 0,05a 4,00 ± 0,06a nd nd 

Controle C nd  nd nd nd 

Trichoderma koningiopsis 8,00 ± 2,00b  98,00 ± 0,01b 40,00 ± 3,00a 70,00 ± 3,00a 

Fusarium denticulatum 

 Mucor circinelloides. 
8,00 ± 1,90b 94,00 ± 6,80b 20,00 ± 2,50b 95,00 ± 1,00b 

Fusarium sp. 4,00 ± 0,50c 100,00 ± 0,01b 20,00 ± 2,50b 98,00 ± 3,00b 



 
 

por fermentação submersa (Controle A), o que facilitaria a entrada de metabólitos presentes na 

microalga na superfície foliar, causando um pequeno dano. Além disso, estudos recentes 

consideram microalgas como potenciais agentes de controle biológico, devido a sua 

característica de produzir compostos biologicamente ativos, como metabólitos secundários que 

podem atuar inibindo o crescimento de plantas invasoras (COSTA et al., 2019). 

Os extratos produzidos por fermentação submersa apresentaram percentual de dano 

maior em comparação com os extratos produzidos por fermentação sólida. Utilizando os fungos 

Trichoderma koningiopsis e Fusarium sp. obteve-se o controle completo das culturas, com 

apenas algumas plantas vivas, de acordo com a escala recomendada pela Sociedade Brasileira 

da Ciência das Plantas Daninhas (SBCPD). Esse efeito pode ser visualizado na Figura 2. 

 

Figura 2 – Efeito fitotóxico dos extratos obtidos por fermentação submersa dos fungos 

Trichoderma koningiopsis e Fusarium sp. após 14 dias da aplicação em Cucumis sativus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria (2021). 

O extrato produzido por T. koningiopsis apresentou produção da enzima peroxidase em 

concentrações significativas, essa enzima é uma das responsáveis por eliminar espécies reativas 

de oxigênio (EROs), que são indicadoras de estresse na planta. Quando aplicado na planta esse 

extrato rico em peroxidases aumenta a concentração de radicais de superóxido e peróxido de 

hidrogênio, resultando em danos ao DNA e membranas celulares (RADHAKRISHNAN; 

ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018). Esse efeito pode ser visualizado na Figura 2, em que a 

aplicação do extrato do Trichoderma koningiopsis atuou na inibição do crescimento da planta, 

causando necroses na superfície foliar.  

T. koningiopsis Fusarium sp. 
Controle A



 
 

Diversas espécies de Fusarium apresentam características para o controle de plantas 

invasoras, como F. equiseti, F. oxysporum, F. tumidum e F. ploriferatum. Esse gênero atua na 

indução de doenças em plantas, mas principalmente na biossíntese de etileno, estimulando o 

amadurecimento e amarelando as folhas, como pode ser visualizado na Figura 2, quando se 

aplicaram extratos de Fusarium sp. em Cucumis sativus (RADHAKRISHNAN; ALQARAWI; 

ABD ALLAH, 2018; REICHERT JÚNIOR et al., 2019). 

Dentre os extratos produzidos por fermentação sólida, os que foram obtidos pelos 

fungos Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. 

demonstraram maiores níveis de danos foliares, os quais podem ser classificados na escala mais 

severa (80-100%), conforme recomendação da Sociedade Brasileira da Ciência das Plantas 

Daninhas (SBCPD). Na Figura 3 estão apresentadas as folhas em que foram aplicados o 

Controle B, referente ao meio de cultivo na fermentação sólida, extrato produzido por Fusarium 

denticulatum em consórcio com Mucor cirnelloides e o extrato obtido por Fusarium sp. 

 

Figura 3 – Efeito fitotóxico dos extratos obtidos por fermentação sólida dos fungos Fusarium 

denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. após 14 dias da aplicação 

em Cucumis sativus. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria (2021).  

No controle não foi observado nenhum dano foliar. Nas plantas em que foram aplicados 

os extratos dos fungos Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e 

Fusarium sp. não houve diferença significativa entre os danos causados, possivelmente pela 

presença do gênero Fusarium sp. nos dois extratos. Estes extratos apresentaram uma produção 

enzimática relevante das enzimas peroxidase, celulase e amilase. Esse fato pode ter relação com 

os danos causados nas folhas. Dentre as enzimas presentes nos extratos, a celulase é 

importantíssima pois serviria como porta de entrada do fungo nas estruturas foliares, atuando 

F. denticulatum + M. circinelloides Fusarium sp. Controle B 



 
 

na degradação da celulose presente na parede celular de vegetais. Já as peroxidases e amilases 

podem auxiliar na degradação de outras estruturas foliares  (REICHERT JÚNIOR et al., 2019).  

Os sintomas causados por estes extratos já foram identificados aos 7 dias após a 

aplicação em Cucumis sativus, diferentemente dos extratos produzidos por fermentação 

submersa. Esses sintomas podem estar associados a características específicas das enzimas 

presentes nestes extratos frente aqueles obtidos por fermentação submersa (AITA et al., 2019). 

O gênero Fusarium sp. é um dos mais estudados visando o biocontrole de plantas 

invasoras, como gramíneas e plantas daninhas (DANIEL et al., 2018; ALAMRI et al., 2019). 

No entanto, não foi observado nenhum relato quanto a utilização de Fusarium denticulatum na 

sua forma isolada ou em consórcio microbiano para atuar como agente biológico em 

bioherbicidas. 

4.3.2 Combinação dos extratos 

A avaliação preliminar da atividade bioherbicida dos extratos combinados também 

ocorreu por meio da aplicação dos extratos em Cucumis sativus. Na Tabela 7 estão dispostos 

os valores em percentual de dano foliar observado, 7 e 14 dias após as aplicações, conforme a 

escala recomendada pela Sociedade Brasileira da Ciência das Plantas Daninhas (SBCPD). O 

valor de pH dos extratos foi verificado e variou de 7,00 a 8,20, permanecendo próximo a 

neutralidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Tabela 7 - Resultados da aplicação em Cucumis sativus dos extratos obtidos por meio da 

combinação de extratos provenientes das fermentações submersa e sólida dos fungos 

Trichoderma koningiopsis, Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e 

Fusarium sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a,b,c,d,Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Letras iguais não diferem entre si significativamente. 

Controle = grupo controle, o qual não recebeu nenhum tipo de tratamento. 

nd: não detectado. 

Dentre os extratos combinados, a maioria deles apresentou danos foliares leves 

(misturas 1, 2, 3, 4 e 5). Nestes casos, possivelmente a combinação dos extratos não foi benéfica 

em relação a atividade bioherbicida. Além disso, essas combinações envolvem variáveis 

biológicas (fungos, enzimas, microalga), que podem ter sofrido inibições por conta das suas 

interações.  

O uso da microalga bruta, sem passar pela esterilização em autoclave, apresentou 

fitotoxicidade de 20,00 ± 1,00 %, considerado dano foliar leve e que pode ser atribuído à 

compostos biologicamente ativos com atividade tóxica produzidos por microalgas e que são 

indicados para o controle de plantas daninhas, como fenóis, aleloquímicos, óleos, entre outros 

(COSTA et al., 2019). A aplicação da microalga bruta demonstra que, mesmo que a microalga 

apresente nível leve de fitotoxicidade, o potencial fitotóxico pode ser ampliado quando ela é 

utilizada como substrato para produção de bioherbicidas fúngicos. Isto pode ser observado nas 

atividades bioberbicidas dos extratos aplicados isoladamente (provenientes das fermentações 

submersa e sólida) e da mistura 6. Assim pode-se afirmar que a microalga isoladamente não 

tem o mesmo potencial de controle biológico do que quando aplicada em consórcio com os 

fungos e metabólitos produzidos por eles.   

Misturas 
Fitotoxicidade (%) 

7 dias 14 dias 

Controle nd Nd 

1 nd 21,00 ± 0,06a 

2 8,00 ± 0,01a 11,00 ± 1,00b 

3 2,00 ± 0,05b 12,00 ± 0,60b 

4 2,00 ± 0,60b 18,00 ± 0,60a 

5 4,00 ± 0,60c 7,00 ± 0,60c 

6 nd 98,00 ± 3,00d 

Microalga bruta nd 20,00 ± 1,00a 



 
 

 Por meio da aplicação da mistura 6, que se refere à combinação dos extratos obtidos por 

fermentação submersa do fungo Fusarium sp. e o extrato obtido por fermentação sólida do 

consórcio de fungos Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides (FS Fusarium sp. + FES 

Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides), o dano foliar em Cucumis sativus foi 

considerado severo (98,00 ± 3,00 %). Os resultados da aplicação dos extratos combinados 

podem ser visualizados na Figura 4. 

 

Figura 4 – Efeito fitotóxico dos extratos obtidos por meio da combinação de extratos 

provenientes das fermentações submersa e sólida dos fungos Trichoderma koningiopsis, 

Fusarium denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria (2021). 

O efeito fitotóxico causado pela mistura 6 provavelmente tem relação com sua 

composição, que resultou em um extrato atuando de forma sinérgica. O coquetel enzimático 

presente neste extrato é composto por amilase, celulase, lipase e peroxidase (Tabela 5), sendo 

que a produção destas enzimas não atingiu as maiores atividades dentre os ensaios observados. 

Os resultados sugerem que as enzimas formaram um pool enzimático equilibrado, o que 

também foi favorável para outros componentes biológicos envolvidos neste processo, que dessa 

forma atuaram de maneira sinérgica na planta alvo, causando necroses e a morte celular. Essa 

Mistura 5 

Mistura 1 

Mistura 4 

Mistura 3 Mistura 2 

Mistura 6 



 
 

situação de equilíbrio entre as enzimas não é observada nas outras misturas, como a mistura 5 

por exemplo, em que há uma alta produção de peroxidase, baixa concentração de amilases e 

celulases e não foi detectada a presença de lipases. Quando aplicado em Cucumis sativus, a 

mistura 5 não apresentou características para se tornar um potencial bioherbicida, atingindo 

uma fitotoxicidade de 7,00 ± 0,60 %. O efeito observado após aplicação da mistura 6, pode ter 

relação com alguns metabólitos produzidos por espécies de Fusarium sp., que são denominados 

toxinas emergentes ou Fusariotoxinas, como a moniliformina e a beauvericina. A 

moniliformina é um sal que apresenta efeito citotóxico, já a beauvericina é um inibidor e induz 

a fragmentação de DNA (JAJIĆ et al., 2019; CALONI et al., 2020). Estas toxinas podem ter 

relação com os efeitos observados em Cucumis sativus. 

Com as combinações dos extratos produzidos por processos fermentativos distintos é 

possível perceber que as possibilidades de uso e obtenção de um bioherbicida são amplas e que 

seus efeitos e especificidades serão dependentes de sua fonte biológica. Deste mesmo modo, os 

diferentes mecanismos de ação envolvidos desde o processo de obtenção dos extratos permitem 

que a planta alvo seja infectada mais rapidamente e por diferentes vias metabólicas 

(CORDEAU et al., 2016). Essas podem ter sido as explicações para que os extratos combinados 

apresentem efeitos fitotóxicos distintos aos extratos aplicados individualmente. 

Os fungos do gênero Fusarium demonstraram potencial biotecnológico tanto para a 

produção enzimática como para atividade bioherbicida. Geralmente a produção enzimática de 

Fusarium sp. é relacionada com a sua patogenicidade, pois esse fungo favorece a produção de 

diversas enzimas hidrolíticas e oxidativas, capazes de degradar a parede celular de plantas. A 

presença dessas enzimas pode ativar mecanismos de defesa contra o aumento dos níveis de 

EROs, resultando em indução de doenças e destruição dos tecidos de plantas (SAREMI; 

ROSTAMI; SAREMI, 2018; DA ROSA-GARZON et al., 2019). Quando a planta está sob uma 

condição de estresse, seus níveis de prolina são desregulados. Esse aminoácido está relacionado 

à lignificação da parede celular e à capacidade de influenciar a atividade de peroxidases. A 

prolina tem a função de manter o fluxo de elétrons entre as membranas celulares, eliminando 

muitas vezes radicais livres que causam fotoinibição. Neste caso, o aumento de atividade da 

peroxidases nos tecidos das plantas levaria a uma intoxicação, causando morte celular 

(ALAMRI et al., 2019). 

Além disso, as enzimas produzidas, mesmo que em reduzidas concentrações, podem 

apresentar especificidade, atuando de forma complexa e sinérgica, enviando sinais de 

resistência sistêmica e induzindo as plantas a se defenderem com respostas de alterações 

bioquímicas, que podem afetar o desenvolvimento das plantas (AITA et al., 2019).  



 
 

Deve-se levar em consideração o fato de que os fungos que demonstraram maior 

potencial para atividade bioherbicida foram isolados de lagartas, e que suas características como 

produtores de enzimas e biocontroladores ainda estão em etapas preliminares. Com base nos 

resultados obtidos, é possível considerar que os fungos isolados de lagarta são robustos, 

eficientes e extremamente adaptáveis, visto que foram testados em meios de crescimento 

alternativos, como a biomassa de microalgas. Além disso, deve-se destacar que não foram 

encontrados estudos nessa mesma linha de pesquisa, combinando extratos obtidos por estes 

microrganismos isolados e por diferentes processos fermentativos para fins de aplicação 

bioherbicida. 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS 

FERMENTADOS  

 

 Os compostos caracterizados e obtidos pelo processo de extração estão descritos nos 

Apêndices (A ao I). Cerca de 40 compostos foram identificados no controle da fermentação 

submersa e 26 no controle da fermentação sólida, já para os extratos fúngicos e para a mistura 

6 os valores foram reduzidos entre 21 e 17 compostos identificados. Este fato pode estar 

relacionado ao processo de fermentação, em que os fungos talvez apresentem a capacidade de 

sintetizar e/ou assimilar alguns dos compostos (LLAMAS et al., 2020; CHU et al., 2021). 

 O perfil de compostos presentes nos extratos se refere basicamente a compostos 

orgânicos. A fração de ácidos graxos presentes nos extratos como, por exemplo, ácido 

pentanóico, ácido hexanóico, ácido octanóico, ácido linolênico, entre outros, quando aplicados 

nas plantas de Cucumis sativus podem ter atuado na permeabilidade das trocas metabólicas da 

parede celular, resultando na destruição da membrana e até mesmo alterando processos de 

fotossíntese (ALAMSJAH et al., 2008). Ácidos graxos podem apresentar efeitos fitotóxicos em 

plantas daninhas, e por esse motivo são considerados compostos com propriedades alelopáticas, 

definidas como a condição na qual as plantas apresentam uma vantagem competitiva, e por 

meio de metabólitos secundários produzidos por microrganismos ou plantas influenciam de 

forma à estimular ou regular o desenvolvimento de outras plantas ou organismos (WU et al., 

2006; LI; AMIST; BAI, 2019). 

Já os compostos orgânicos e voláteis podem ser responsáveis por alguns efeitos 

fitotóxicos em plantas e, neste sentido, tem-se apenas alguns indicativos de possíveis compostos 

fitotóxicos, como eicosano (PARDO-MURAS et al., 2018) e 2-feniletil (NORSWORTHY; 

MEEHAN, 2005). Não se tem certeza da atuação de cada um dos compostos identificados, visto 

que a atividade bioherbicida possivelmente é o resultado das interações entre todas as 



 
 

fitotoxinas presentes em cada extrato (KHANH et al., 2006; ULLOA-BENÍTEZ et al., 2016), 

já que novas moléculas de fungos podem apresentar diferentes mecanismos de ação que até 

mesmo podem ser desconhecidos até o momento (TRIOLET et al., 2019). 

Dentre os compostos identificados, o ácido linolênico é um composto que se aplicado 

em concentrações mais baixas podem estimular o crescimento de plantas. Isso é um ponto 

positivo para um bioherbicida seletivo, se for possível que a sua formulação reduza o 

crescimento de plantas invasoras e estimule o desenvolvimento de culturas de interesse 

agronômico (MICHALAK; CHOJNACKA, 2015; TUBEILEH; SOUIKANE, 2020; 

MICHELON et al., 2021). Neste cenário, englobaríamos uma forma mais saudável de produção 

se comparada as técnicas convencionais, utilizando um produto ao mesmo tempo 

bioestimulante e bioregulador para plantas. 

 

4.5 CONCENTRAÇÃO DOS EXTRATOS FERMENTADOS 

 

 Para os testes de concentração utilizou-se apenas a mistura 6, devido ao seu potencial 

bioherbicida quando aplicada em Cucumis sativus. A medida de atividade enzimática da 

mistura seca em estufa seguiu a mesma metodologia empregada nos testes anteriores, já para a 

mistura que foi liofilizada diluiu-se 1 g da amostra liofilizada em 100 mL de água destilada. Na 

Tabela 8 estão apresentados os resultados dos testes de concentração, na qual a mistura 6 refere-

se a mistura bruta, sem nenhum tratamento. 

Tabela 8 - Resultados da produção enzimática de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase, 

obtidos por meio dos testes de concentração enzimática para o extrato proveniente da mistura 

6. 

a,b,c,d,e Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Letras iguais não diferem entre si significativamente. 

nd: não detectado. 

Testes 
Atividade Enzimática (U/mL) 

Amilase FPase Lacase Lipase Peroxidase 

Mistura 6 

 (sem tratamento) 
nd 0,21 ± 0,02ª nd 1,60 ± 0,17a 30,37 ± 0,02ª 

Liofilização 4,45 ± 0,02a 15,07 ± 0,02b 38,85 ± 0,20a 5,85 ± 0,14b 50,95 ± 0,02b 

Secagem 40 ºC 3,05 ± 0,01b 0,96 ± 0,01c nd nd 43,00 ± 0,01c 

Secagem 60 ºC 5,69 ± 0,01c 1,33 ± 0,20d nd nd 43,80 ± 0,01c 

Secagem 80 ºC 3,69 ± 0,20d 1,11 ± 0,20c,d nd nd 29,90 ± 0,02d 

Secagem 100 ºC 3,43 ± 0,20d 1,17 ± 0,20c,d nd 1,35 ± 0,08a 39,05 ± 0,05e 



 
 

Para todas as enzimas analisadas a técnica de liofilização foi a mais promissora no 

processo de concentração. Este fato pode estar relacionado ao processo de liofilização ocorrer 

em baixas temperaturas e pressão, fazendo com que os cristais de gelo da amostra sublimem, o 

que é benéfico para as enzimas que são sensíveis ao calor (UNTERLANDER; CHAMPAGNE; 

PLAXTON, 2017). Além disso, as amostras liofilizadas podem apresentar maior estabilidade e 

possibilidade de armazenamento prolongado, visto que a disponibilidade de água é reduzida. 

Além disso, as amostras liofilizadas poderiam ser mantidas e até mesmo transportadas em 

temperatura ambiente, fatores também positivos para a comercialização de um produto 

(GRZEGORCZYK et al., 2018). 

Dentre as temperaturas de evaporação testadas para a mistura 6, a de 60 ºC resultou em 

maior atividade para as enzimas amilase, celulase e peroxidase (valores superiores se 

comparados a mistura 6 bruta). Este resultado pode ser atribuído à uma ativação enzimática na 

qual a temperatura utilizada pode ter estabilizado estruturas conformacionais da enzima, 

alterando até mesmo seus sítios ativos e resultando em uma concentração de enzimas ativas. A 

temperatura também pode afetar as forças de interações hidrofóbicas no meio, e as enzimas são 

moléculas que dependem destas interações. Assim sendo, a atividade catalítica também sofre 

transições conforme a temperatura aplicada. Deve-se levar em consideração que a adaptação 

das enzimas a diferentes temperaturas também pode estar relacionada à sua origem, neste caso, 

à adaptação microbiana e às condições em que tais enzimas foram obtidas, conferindo-lhes 

características únicas de ação (DANIEL et al., 2008; TODERO et al., 2020). 

O efeito da temperatura na atividade enzimática é dependente de estabilidade térmica 

da enzima, da duração de exposição e da temperatura aplicada. Neste estudo, utilizando a 

temperatura de 100 ºC observa-se uma diminuição da atividade enzimática se comparada com 

a temperatura de 60 ºC. Isto pode ser explicado pela inativação enzimática, devido à alta 

temperatura. Por outro lado, quando o extrato foi exposto à 100 ºC detectou-se produção 

enzimática, mesmo em alta temperatura, sendo assim, pode ter ocorrido apenas a inativação de 

algumas enzimas, pensando no extrato como um todo isto gera a ideia de uma menor atividade 

(DANIEL et al., 2008).  

4.6 TOXIDADE DOS EXTRATOS FERMENTADOS  

 

 Dentre todas as amostras avaliadas, a microalga diluída foi a que apresentou maior 

toxidade, enquanto as amostras que foram fermentadas, liofilizadas ou evaporadas 

demonstraram Índices Mitóticos (IM) mais reduzidos. Na Tabela 9 estão os resultados dos IM. 



 
 

Tabela 9 – Resultado dos Índices Mitóticos (IM) em meristemas apicais de Allium cepa para 

as amostras brutas e diluídas de microalgas, Mistura 6 e dos testes de concentração enzimática.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a,b,c,d,e,f Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença estatística pelo teste de Tukey, com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Letras iguais não diferem entre si significativamente. 

* Não foi possível visualizar as células. Por esse motivo as amostras foram diluídas para que pudessem ser 

calculados os IM. 

 

Os dados de citotoxidade indicaram que as amostras avaliadas apresentam uma baixa 

toxicidade. É importante considerar que em nenhuma amostra observou-se a ocorrência de 

alterações cromossômicas, como formação de micronúcleos ou danos ao material genético; 

apenas foi observado uma maior frequência de divisões celulares na amostra que foi exposta a 

microalga diluída (DÜSMAN et al., 2014; KLANOVICZ et al., 2020).  

Considerando que as amostras avaliadas quanto à toxicidade poderão ser aplicadas como 

bioherbicida é possível que apresentem baixo potencial de contaminação do solo e de recursos 

hídricos. Essa seria uma condição relevante para um bioherbicida, avaliando que se fossem 

aplicados a campo estariam expostos à chuva e à irrigação e sofreriam uma pequena diluição 

até atingir o solo e recursos hídricos (CAMARGO et al., 2020). Assim, estes resultados 

demonstram aspectos positivos frente à produção de bioherbicida seguro ambientalmente. 

 

Testes Índice Mitótico (IM) (%) 

Controle 2,61 ± 0,05a 

Microalga bruta* - 

Microalga (1:32) 15,40 ± 0,03b 

Mistura 6* - 

Mistura 6 (1:16) 7,00 ± 0,02c 

Liofilizada (1:16) 2,80 ± 0,19a 

Secagem 40 ºC 3,20 ± 0,01d 

Secagem 60 ºC 2,22 ± 0,01e 

Secagem 80 ºC 5,69 ± 0,20f 

Secagem 100 ºC 5,43 ± 0,20f 



 
 

 

5 CONCLUSÃO  

 A biomassa de microalgas pode ser considerada um meio de cultivo alternativo aos 

sintéticos para fins fermentativos, rico em nutrientes e com valor agregado, levando em 

consideração o seu processo de obtenção e reciclo.  

 Os fungos utilizados neste estudo destacam a relevância de pesquisas na área de 

bioprospecção de novas cepas microbianas com potencial biotecnológico. Os microrganismos 

demonstraram características pertinentes, como bons produtores de enzimas e facilidade em se 

adaptar a diferentes condições fermentativas e substrato alternativo. Nenhum dos fungos se 

sobressaiu dentre os testes realizados. No entanto, quando utilizados em consórcio obteve-se 

resultados mais promissores. A produção enzimática a partir das cepas fúngicas em conjunto 

com a biomassa de microalgas ofereceram as condições adequadas para obter um coquetel 

enzimático para fins bioherbicidas.  

 Por meio dos testes preliminares realizados em Cucumis sativus, pode-se inferir que as 

cepas microbianas são potenciais agentes de controle biológico. Estudos ainda precisam ser 

delineados frente ao impacto da permanência destes bioherbicidas no solo e qual o período de 

sobrevivência dos resíduos da aplicação destes extratos no ambiente, além da adaptação destas 

aplicações a campo. 

 Os testes de concentração demonstram-se promissores para o incremento da atividade 

enzimática, principalmente quando o extrato foi liofilizado, esta pode ser uma alternativa para 

solucionar a questão de bioherbicidas oferecerem atividade reduzida devido às baixas 

concentrações de fitotoxinas responsáveis por causar os efeitos tóxicos nas plantas alvo. 

Com a caracterização dos extratos foi possível obter informações significativas sobre os 

extratos fermentados, identificar alguns compostos e associar seus prováveis efeitos de 

fitotoxidade para melhor compreender os mecanismos de ação envolvidos na atividade 

bioherbicida final.  

Por fim, alguns dos desafios envolvidos em tornar cepas selvagens bem-sucedidas em 

um bioprocesso viável foram superados. Resultados de baixa toxicidade dos extratos sugerem 

que os bioherbicidas apresentam a possibilidade de aplicação em escala real em um futuro 

próximo, isto porque o baixo potencial de contaminação em conjunto com as condições 

benéficas ao controle de plantas daninhas fará com que o uso destes bioherbicidas apresente 

viabilidade e segurança alimentar e ambiental, além de oferecer à agricultores e cientistas 

ferramentas para controlar plantas invasoras de forma inovadora e mais sustentável.  



 
 

6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Durante o desenvolvimento do estudo foi possível identificar alguns gargalos e desafios, 

que surgem como oportunidade de novas descobertas cientificas por meio da pesquisa. Dessa 

forma, seguem algumas sugestões para trabalhos futuros: 

• Produtos microbianos têm sido utilizados há anos na agricultura, mas recentemente 

receberam mais atenção devido aos impactos negativos do uso restrito de produtos 

químicos. Neste sentido, para que estes bioherbicidas possam ser comercializadas em 

grande escala é preciso estudar uma formulação que atenda as necessidades de 

produtores, seja eficaz, versátil os requisitos de entrega e comercialização, 

impulsionando o interesse pelo consumo de produtos biológicos. Para isso, industrias 

ou startups precisarão investir em pesquisas de desenvolvimento de processos e 

produtos biológicos, o que também exigirá parcerias entre organizações públicas e 

privadas.  

• Avaliar se a formulação do bioherbicida manterá sua eficácia mesmo armazenada em 

condições adversas como, alta temperatura, umidade e exposição à luz. Neste caso, 

produtos desidratados são mais baratos, fáceis de transportar e têm menor probabilidade 

de contaminação. 

• Aspectos como a seletividade do bioherbicida, permanência no ambiente, local 

(semente, folha ou raiz) e tempo de aplicação precisam ser avaliados, visto que os 

produtos biológicos têm uma ação mais lenta, muitas vezes controlando as plantas 

invasoras pela supressão e não necessariamente causando a morte, isso pode abrir 

brechas para danos à cultura. Por isso, pesquisadores e produtores precisam conhecer o 

ciclo de vida da planta alvo, assim será mais garantido que a aplicação do produto 

ocorrerá nas condições e no tempo certo. 

• A formulação do bioherbicida deve levar em consideração a aplicação do produto, pois 

precisa ser compatível com os equipamentos disponíveis no mercado e utilizados pelos 

agricultores. 
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APÊNDICE A – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO CONTROLE DA 

FERMENTAÇÃO SUBMERSA EM GC-MS. 

 

Tabela 10 – Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do controle da 

fermentação submersa em GC-MS.  

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 3.22 2,4,4-Trimethyl-1 

pentanol 

80 0.24 C8H18O 130 

2 3.37 2-Penten-1-ol 92 0.51 C8H18OSi 158 

3 3.49 Butanoic acid, 2-methyl 93 1.36 C8H18O2Si 174 

4 3.64 Butanoic acid, 3-methyl 96 1.66 C8H18O2Si 174 

5 4.01 Ethylamine 77 0.51 C8H23NSi2 189 

6 4.17 Heptane, 2,2,4-trimethyl 83 0.21 C10H22 142 

7 4.30 Ethylene glycol 90 4.16 C8H22O2Si2 206 

8 4.43 Pentanoic acid 94 0.34 C8H18O2Si 174 

9 5.73 Propane-1,2-diol 93 2.27 C9H24O2Si2 220 

10 5.85 cis-2-Hexen-1-ol 79 0.87 C9H20OSi 172 

11 5.94 Butane, 2,3-dihydroxy 97 2.74 C10H26O2Si 234 

12 6.22 1,3 Propanediol 95 1.14 C9H24O2Si2 220 

13 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

96 10.76 C9H22O3Si2 234 

14 6.50 Hexanoic acid 96 1.16 C9H20O2Si 188 

15 10.30 2-phenylethyl 94 3.77 C11H18OSi 194 

16 10.76 Pentanoic acid, 4-methyl-

2-hydroxy 

78 0.29 C12H28O3Si 276 

17 10.91 Diethylene glycol 88 0.26 C10H26O3Si 250 

18 11.27 Octanoic acid 90 0.44 C11H24O2Si 216 

19 11.38 3-Acetoxybutyric acid 78 1.28 C9H18O4Si 218 

20 11.66 Dodecane, 4,6-dimethyl 92 0.26 C14H30 198 

21 11.86 Glycerol 95 3.17 C12H32O3Si 308 

22 12.74 Nonanoic acid 86 2.43 C12H26O2Si 230 



 
 

23 13.18 Pyrimidine, 2,4-

dihydroxy 

94 3.73 C10H20N2O 256 

24 14.69 Pyrimidine, 5-methyl-

2,4-dihydroxy 

93 2.03 C11H22N2O 270 

25 16.66 Tetradecane 93 0.93 C14H30 198 

26 17.62 Hexadecane 91 0.45 C16H34 226 

27 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 78 1.13 C13H22N2O 278 

28 17.82 Dodecanoic acid, 2,3-

bis(acetyloxy)propyl 

ester 

73 0.32 C19H34O6 358 

29 18.34 4-Hydroxyphenylethanol 87 0.47 C14H26O2Si 282 

30 20.11 3-hydroxy stearic acid 79 1.36 C24H52O3Si 444 

31 21.06 Heptadecane 92 0.69 C17H36 240 

32 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

88 0.84 C16H22O4 278 

33 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

85 0.91 C17H24O3 276 

34 25.00 Eicosane 92 0.51 C20H42 282 

35 26.68 alpha.-Linolenic acid 88 3.79 C21H38O2Si 350 

36 27.10 Hexadecanoic acid 94 22.91 C19H40O2Si 328 

37 30.70 17-Octadecynoic acid 72 1.64 C21H40O2Si 352 

38 31.12 Octadecanoic acid 86 14.93 C21H44O2Si 356 

39 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

90 1.57 C25H54O4Si 474 

40 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

91 1.96 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE B – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Trichoderma 

koningiopsis DA FERMENTAÇÃO SUBMERSA EM GC-MS. 

 

Tabela 11 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do Trichoderma 

koningiopsis da fermentação submersa em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.17 Heptane, 2,2,4-trimethyl 86 0.81 C10H22 142 

2 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

96 5.91 C9H22O3Si2 234 

3 16.66 Tetradecane 93 1.64 C14H30 198 

4 21.06 Heptadecane 94 1.29 C17H36 240 

5 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

90 3.13 C16H22O4 278 

6 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

89 2.20 C17H24O3 276 

7 25.00 Eicosane 93 1.11 C20H42 282 

8 27.10 Hexadecanoic acid 88 41.65 C19H40O2Si 328 

9 29.67 3,7,11,15-tetramethyl-2-

hexadecen-1-ol 

87 1.14 C23H48OSi 368 

10 30.70 17-Octadecynoic acid 72 1.54 C21H40O2Si 352 

11 31.12 Octadecanoic acid 92 31.66 C21H44O2Si 356 

12 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

92 2.70 C25H54O4Si 474 

13 42.72 2-Monopalmitin 80 1.99 C25H54O4Si2 474 

14 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

92 3.23 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE C – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium sp. 

DA FERMENTAÇÃO SUBMERSA EM GC-MS. 

 

Tabela 12 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do Fusarium sp. da 

fermentação submersa em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.01 Ethylamine 81 1.60 C8H23NSi2 189 

2 4.17 Heptane, 2,2,4-trimethyl 82 0.35 C10H22 142 

3 4.30 Ethylene glycol 90 10.15 C8H22O2Si2 206 

4 6.22 1,3 Propanediol 89 0.42 C9H24O2Si2 220 

5 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

95 6.16 C9H22O3Si2 234 

6 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 0.66 C9H18O4Si 218 

7 11.66 Dodecane, 4,6-dimethyl 92 0.47 C14H30 198 

8 11.86 Glycerol 95 3.30 C12H32O3Si 308 

9 16.66 Tetradecane 93 1.50 C14H30 198 

10 17.62 Hexadecane 92 0.65 C16H34 226 

11 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.69 C13H22N2O 278 

12 21.06 Heptadecane 93 1.32 C17H36 240 

13 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

91 2.19 C16H22O4 278 

14 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

79 1.04 C17H24O3 276 

15 25.00 Eicosane 91 0.94 C20H42 282 

16 27.10 Hexadecanoic acid 95 35.36 C19H40O2Si 328 

17 30.70 17-Octadecynoic acid 72 2.35 C21H40O2Si 352 

18 31.12 Octadecanoic acid 93 22.60 C21H44O2Si 356 

19 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

91 2.79 C25H54O4Si 474 

20 42.72 2-Monopalmitin 83 1.18 C25H54O4Si2 474 



 
 

21 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

91 3.27 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE D – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium 

denticulatum EM CONSÓRCIO COM Mucor circinelloides DA FERMENTAÇÃO 

SUBMERSA EM GC-MS. 

 

Tabela 13 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do Fusarium 

denticulatum em consórcio com Mucor cicinelloides da fermentação submersa em GC-MS. 

N° 
RT 

(Min.) 
Compound name 

Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.30 Ethylene glycol 86 36.98 C8H22O2Si2 206 

2 6.33 
Propanoic acid, 2-

hydroxy 
96 4.49 C9H22O3Si2 234 

3 11.38 3-Acetoxybutyric acid 76 1.13 C9H18O4Si 218 

4 11.66 Dodecane, 4,6-dimethyl 93 0.49 C14H30 198 

5 11.86 Glycerol 94 2.13 C12H32O3Si 308 

6 16.66 Tetradecane 91 1.46 C14H30 198 

7 17.62 Hexadecane 90 0.61 C16H34 226 

8 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.72 C13H22N2O 278 

9 21.06 Heptadecane 94 1.27 C17H36 240 

10 23.88 

1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

90 1.72 C16H22O4 278 

11 24.86 

7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

79 0.86 C17H24O3 276 

12 25.00 Eicosane 89 0.96 C20H42 282 

13 27.10 Hexadecanoic acid 95 24.60 C19H40O2Si 328 

14 30.70 17-Octadecynoic acid 72 2.67 C21H40O2Si 352 

15 31.12 Octadecanoic acid 93 12.74 C21H44O2Si 356 

16 39.92 
Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 
91 2.61 C25H54O4Si 474 

17 43.26 
Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 
92 3.56 C27H58O4Si 502 

 



 
 

APÊNDICE E – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO CONTROLE DA 

FERMENTAÇÃO SÓLIDA EM GC-MS. 

 

Tabela 14 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do controle da 

fermentação sólida em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 3.49 Butanoic acid, 2-methyl 92 0.85 C8H18O2Si 174 

2 3.64 Butanoic acid, 3-methyl 94 0.92 C8H18O2Si 174 

3 4.30 Ethylene glycol 89 26.96 C8H22O2Si2 206 

4 5.85 cis-2-Hexen-1-ol 80 2.05 C9H20OSi 172 

5 5.94 Butane, 2,3-dihydroxy 93 0.52 C10H26O2Si 234 

6 6.22 1,3 Propanediol 92 0.82 C9H24O2Si2 220 

7 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

95 4.71 C9H22O3Si2 234 

8 6.50 Hexanoic acid 93 0.55 C9H20O2Si 188 

9 7.38 2-ethyl-1-decanol 82 0.62 C15H34OSi 258 

10 10.30 2-phenylethyl 94 1.42 C11H18OSi 194 

11 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.45 C9H18O4Si 218 

12 11.86 Glycerol 94 2.54 C12H32O3Si 308 

13 12.74 Nonanoic acid 85 1.77 C12H26O2Si 230 

14 13.18 Pyrimidine, 2,4-

dihydroxy 

94 3.64 C10H20N2O 256 

15 14.69 Pyrimidine, 5-methyl-

2,4-dihydroxy 

91 1.54 C11H22N2O 270 

16 16.66 Tetradecane 92 1.37 C14H30 198 

17 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.35 C13H22N2O 278 

18 21.06 Heptadecane 94 1.17 C17H36 240 

19 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

 

91 1.57 C16H22O4 278 



 
 

20 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

82 1.07 C17H24O3 276 

21 25.00 Eicosane 91 0.80 C20H42 282 

22 27.10 Hexadecanoic acid 95 20.22 C19H40O2Si 328 

23 30.70 17-Octadecynoic acid 72 3.47 C21H40O2Si 352 

24 31.12 Octadecanoic acid 91 12.18 C21H44O2Si 356 

25 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

90 3.36 C25H54O4Si 474 

26 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

91 3.08 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE F – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Trichoderma 

koningiopsis DA FERMENTAÇÃO SÓLIDA EM GC-MS. 

 

Tabela 15 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do Trichoderma 

koningiopsis da fermentação sólida em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.10 Heptane, 2,2,4-trimethyl 88 0.43 C10H22 142 

2 4.30 Ethylene glycol 90 11.24 C8H22O2Si2 206 

3 6.22 1,3 Propanediol 92 0.53 C9H24O2Si2 220 

4 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

95 4.71 C9H22O3Si2 234 

5 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.57 C9H18O4Si 218 

6 11.86 Glycerol 94 1.90 C12H32O3Si 308 

7 13.18 Pyrimidine, 2,4-

dihydroxy 

93 1.09 C10H20N2O 256 

8 16.66 Tetradecane 93 1.25 C14H30 198 

9 17.62 Hexadecane 89 0.49 C16H34 226 

10 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.69 C13H22N2O 278 

11 21.06 Heptadecane 93 1.00 C17H36 240 

12 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

91 1.27 C16H22O4 278 

13 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

85 1.45 C17H24O3 276 

14 25.00 Eicosane 91 0.69 C20H42 282 

15 26.63 Alpha-linolenic acid 89 14.81 C21H38O2Si 350 

16 27.10 Hexadecanoic acid 93 40.46 C19H40O2Si 328 

17 30.58 9,12-octadecadienoic 

acid (Z,Z) 

85 6.08 C21H40O2Si 352 

18 30.70 17-Octadecynoic acid 72 2.08 C21H40O2Si 352 

19 31.12 Octadecanoic acid 91 2.58 C21H44O2Si 356 



 
 

20 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

90 2.27 C25H54O4Si 474 

21 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

92 2.41 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE G – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium sp. 

DA FERMENTAÇÃO SÓLIDA EM GC-MS. 

 

Tabela 16 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do Fusarium sp. da 

fermentação sólida em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.30 Ethylene glycol 90 09.16 C8H22O2Si2 206 

2 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

95 2.27 C9H22O3Si2 234 

3 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 0.93 C9H18O4Si 218 

4 11.86 Glycerol 94 1.84 C12H32O3Si 308 

5 13.18 Pyrimidine, 2,4-

dihydroxy 

94 1.74 C10H20N2O 256 

6 14.69 Pyrimidine, 5-methyl-

2,4-dihydroxy 

93 1.24 C11H22N2O 270 

7 16.66 Tetradecane 94 1.02 C14H30 198 

8 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.28 C13H22N2O 278 

9 21.06 Heptadecane 93 0.75 C17H36 240 

10 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

90 1.38 C16H22O4 278 

11 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

88 1.47 C17H24O3 276 

12 25.00 Eicosane 91 0.67 C20H42 282 

13 26.63 Alpha-linolenic acid 90 16.54 C21H38O2Si 350 

14 27.10 Hexadecanoic acid 92 29.38 C19H40O2Si 328 

15 30.58 9,12-octadecadienoic 

acid (Z,Z) 

92 12.90 C21H40O2Si 352 

16 30.70 17-Octadecynoic acid 72 3.57 C21H40O2Si 352 

17 31.12 Octadecanoic acid 91 8.28 C21H44O2Si 356 

18 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

91 2.58 C25H54O4Si 474 



 
 

19 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

92 3.00 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE H – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium 

denticulatum EM CONSÓRCIO COM Mucor circinelloides DA FERMENTAÇÃO 

SÓLIDA EM GC-MS. 

 

Tabela 17 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado do Fusarium 

denticulatum em consórcio com Mucor circinelloides da fermentação sólida em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.30 Ethylene glycol 90 13.03 C8H22O2Si2 206 

2 6.22 1,3 Propanediol 95 1.32 C9H24O2Si2 220 

3 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

96 5.56 C9H22O3Si2 234 

4 10.91 Diethylene glycol 92 0.61 C10H26O3Si2 250 

5 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.41 C9H18O4Si 218 

6 11.66 Undecane,3,8-dimethyl 92 0.41 C13H28 184 

7 11.86 Glycerol 93 2.03 C12H32O3Si 308 

8 13.18 Pyrimidine, 2,4-

dihydroxy 

94 2.59 C10H20N2O 256 

9 14.69 Pyrimidine, 5-methyl-

2,4-dihydroxy 

93 1.88 C11H22N2O 270 

10 16.66 Tetradecane 92 1.58 C14H30 198 

11 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 2.10 C13H22N2O 278 

12 21.06 Heptadecane 93 1.32 C17H36 240 

13 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

91 2.53 C16H22O4 278 

14 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

80 1.10 C17H24O3 276 

15 25.00 Eicosane 91 0.86 C20H42 282 

16 26.63 Alpha-linolenic acid 89 8.25 C21H38O2Si 350 

17 27.10 Hexadecanoic acid 93 29.24 C19H40O2Si 328 

18 30.70 17-Octadecynoic acid 72 3.92 C21H40O2Si 352 

19 31.12 Octadecanoic acid 91 10.78 C21H44O2Si 356 



 
 

20 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

91 4.25 C25H54O4Si 474 

21 43.26 Octadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

93 5.23 C27H58O4Si 502 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE I – COMPOSTOS IDENTIFICADOS NA MISTURA 6 (FERMENTAÇÃO 

SUBMERSA DO Fusarium sp. E FERMENTAÇÃO SÓLIDA DO Fusarium 

denticulatum EM CONSÓRCIO COM Mucor circinelloides) EM GC-MS. 

 

Tabela 18 - Compostos identificados no extrato etanólico derivatizado da mistura 6 da 

fermentação submersa do Fusarium sp. e da fermentação sólida do Fusarium denticulatum em 

consórcio com Mucor circinelloides em GC-MS. 

N° RT 

(Min.) 

Compound name Quality 

(%) 

% of 

total 

Molecular 

Formula 

Mol 

Wt 

1 4.30 Ethylene glycol 91 21.23 C8H22O2Si2 206 

2 6.22 1,3 Propanediol 94 1.07 C9H24O2Si2 220 

3 6.33 Propanoic acid, 2-

hydroxy 

96 4.49 C9H22O3Si2 234 

4 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.57 C9H18O4Si 218 

5 11.86 Glycerol 94 2.54 C12H32O3Si 308 

6 13.18 Pyrimidine, 2,4-

dihydroxy 

92 1.69 C10H20N2O 256 

7 14.69 Pyrimidine, 5-methyl-

2,4-dihydroxy 

92 1.06 C11H22N2O 270 

8 16.66 Tetradecane 93 1.70 C14H30 198 

9 17.76 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 2.62 C13H22N2O 278 

10 21.06 Heptadecane 93 1.52 C17H36 240 

11 23.88 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

89 1.51 C16H22O4 278 

12 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

85 1.76 C17H24O3 276 

13 25.00 Eicosane 91 1.02 C20H42 282 

14 27.10 Hexadecanoic acid 94 28.06 C19H40O2Si 328 

15 30.70 17-Octadecynoic acid 72 4.17 C21H40O2Si 352 

16 31.12 Octadecanoic acid 91 15.53 C21H44O2Si 356 

17 39.92 Hexadecanoic acid, 2,3-

dihydroxy propyl ester 

90 4.00 C25H54O4Si 474 

18 43.26 Octadecanoic acid, 2,3- 91 4.46 C27H58O4Si 502 



 
 

dihydroxy propyl ester 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO A – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de capítulo de livro com corpo editorial  
 

CAMARGO, A. F.; Forte, C. T.; Bordin, E. R.; Weirich, S.; Carezia, C.; Ulkovski, C.; Franceschetti, M. B.; 

Bianchessi, F.; Reichert Junior, F. W.; Mulinari, J.; Fongaro, G.; Galon, L; Mossi, A. J.; Treichel, H. Advances in 

Weed Management. In: Prathamesh Gorawala; Srushti Mandhatri. (Org.). Agricultural Research Updates. 2ed. 

Hauppauge, Nova York: Nova Science, 2019, v. 26, p. 49-97. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO B – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de capítulo de livro com corpo editorial  
 

 

CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Preczeski, K. P.; Czapela, F. F.; Bonatto, C.; Ulrich, A.; Castamann, A.; Fongaro, 

G.; Mossi, A. J.; Treichel, H. Agroecological Efficient Microorganisms. In: Altemir José Mossi, Claudia Petry, 

Francisco Wilson Reichert Junior. (Org.). Agroecology: Insights, Experiences and Perspectives. 1ed. New York: 

Nova Science Publishers, Inc., 2020, v.1, p. 209-229. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO C – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de capítulo de livro com corpo editorial  
 

Silva, D.; Ody, L. C.; Mohr, M. F.; CAMARGO, A. F.; Mohr, N. E. R. Agroecology and Education: Dialogues 

and Possibilities. In: Altemir José Mossi, Claudia Petri, Francisco Wilson Reichert Junior. (Org.). Agroecology: 

Insights, Experiences and Perspectives. 1ed. New York: Nova Science Publishers, Inc., 2020, v.1, p. 289-314. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO D – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de artigo científico  
 

CAMARGO, A. F.; Stefanski, F. S.; Scapini, T.; Weirich, S.; Ulkovski, C.; Carezia, C.; Bordin, E. R.; Rossetto, 

V.; Reichert Junior, F. W.; Galon, L; Fongaro, G.; Mossi, A. J.; Treichel, H. Resistant weeds were controlled by 

the combined use of herbicides and bioherbicides. ENVIRONMENTAL QUALITY MANAGEMENT (PRINT), 

v. 29, p. 37-42, 2019.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO E– PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de artigo científico  
 

 

CAMARGO, A. F.; Venturin, B.; Bordin, E. R.; Scapini, T.; Stefanski, F. S.; Klanovicz, N.; Dalastra, C.; 

Kubeneck, S.; Preczeski, K. P.; Rossetto, V.; Weirich, S.; Carezia, C.; Ulkovski, C.; Reichert Junior, F. W.; Muller, 

C.; Fongaro, G.; Mossi, A. J.; TreicheL, H. A low-genotoxicity bioherbicide obtained from Trichoderma 

koningiopsis fermentation in a stirred-tank bioreactor. INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY, v. 16, p. 176-181, 

2020.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO F – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de artigo científico  
 

 

Stefanski, F. S.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Venturin, B.; Weirich, S.; Ulkovski, C.; Carezia, 

C.; Ulrich, A.; Michelon, W.; Soares, H. M.; Mathiensen, A.; Fongaro, G.; Mossi, A. J.; Treichel, H. Potential Use 

of Biological Herbicides in a Circular Economy Context: A Sustainable Approach. FRONTIERS IN 

SUSTAINABLE FOOD SYSTEMS, v. 4, p. 1-14, 2020.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO G – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de artigo científico  
 

Bordin, E. R.; CAMARGO, A. F.; Stefanski, F. S.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Zanivan, J.; Preczeski, K. P.; 

Modkovski, T. A.; Reichert Junior, F. W.; Mossi, A. J.; Fongaro, G.; Ramsdorf, W. A.; Treichel, H. Current 

production of bioherbicides: mechanisms of action and technical and scientific challenges to improve food and 

environmental security. BIOCATALYSIS AND BIOTRANSFORMATION, v. 38, p. 1-14, 2020.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ANEXO H – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Publicação de artigo científico  
 

Cavalcante, B. D. M.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Ulrich, A.; Bonatto, C.; Fongaro, G.; Dalastra, C.; Mossi, 

A. J.; Piero, R. M.; Treichel, H. Orange peels and shrimp shell used in a fermentation process to produce an 

aqueous extract with bioherbicide potential to weed control. BIOCATALYSIS AND AGRICULTURAL 

BIOTECHNOLOGY, v. 32, p. 101947, 2021. 

 

 

http://lattes.cnpq.br/9135334742696046


 
 

ANEXO I – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Resumos publicados em anais de congressos 

Ulrich, A.; Lerin, L.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Stefanski, F. S.; Gasparetto, I. G.; Sansonovicz, P. F.; 

Fabian, R. L.; Diering, N. L.; Devenz Junior, E.; Teles, L. O.; Achilles, K. A. R.; Treichel, H.; Muller, C.; Mossi, 

A. J. Bioherbicida alternativo a base de Trichoderma koningiopsis: caracterização enzimática e efeito sobre 

plantas de pepino. In: VII Simpósio em Ciência e Tecnologia Ambiental e III Encontro Multidisciplinar em 

Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2020, Erechim-RS. Anais do VII Simpósio em Ciência e Tecnologia 

Ambiental e III Encontro Multidisciplinar em Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2020. 
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ANEXO J – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Resumos publicados em anais de congressos 

 

CAMARGO, A.F.; Stefanski, F. S.; Dalastra, C.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Ulrich, A.; Mossi, A. J.; Alves Junior, 

S.; Michelon, W.; Fongaro, G.; Treichel, H. Potencial bioherbicida de fungos selvagens cultivados em biomassa 

algal. In: VII Simpósio em Ciência e Tecnologia Ambiental e III Encontro Multidisciplinar em Ciências 

Ambientais da Fronteira Sul, 2020, Erechim-RS. Anais do VII Simpósio em Ciência e Tecnologia Ambiental e III 

Encontro Multidisciplinar em Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2020. 
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ANEXO K – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Resumos publicados em anais de congressos 

 

Weirich, S.; Ulkovski, C.; CAMARGO, A. F.; Devenz Junior, E.; Borghelot, F.; Barro, G. M.; Bonafin, F.; Teles, 

L. O.; Stefanski, F. S.; Brandler, D.; Treichel, H.; Mossi, A. J. Controle de plantas daninhas utilizando fungos 

com potencial bioherbicida seletivo. In: VI Simpósio de Ciência e Tecnologia Ambiental e II Encontro 

Multidisciplinar em Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2019, Erechim-RS. Anais do VI Simpósio de Ciência 

e Tecnologia Ambiental e II Encontro Multidisciplinar em Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 112-

113. 
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ANEXO L – PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

VÍNCULADAS AO TEMA DA DISSERTAÇÃO (2019-2021) 

 

Resumos publicados em anais de congressos 

 

Ulkovski, C.; Weirich, S.; CAMARGO, A. F.; Stefanski, F. S.; Devenz Junior, E.; Borghelot, F.; Teles, L. O.; 

Barro, G. M.; Bonafin, F.; Brandler, D.; Treichel, H.; Mossi, A. J. Uso de microrganismo com potencial 

bioherbicida no controle de macrófitas aquáticas. In: VI Simpósio de Ciência e Tecnologia Ambiental e II 

Encontro Multidisciplinar em Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2019, Erechim-RS. Anais do VI Simpósio de 

Ciência e Tecnologia Ambiental e II Encontro Multidisciplinar em Ciências Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 

34-35. 
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ANEXO M – OUTRAS PRODUÇÕES REFERENTES AO PERÍODO DE MESTRADO 

(2019-2021) 
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