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RESUMO

Plantas daninhas causam perturbagGes no crescimento de culturas por apresentarem um
crescimento rapido e incomum, competindo por espago e recursos com outras especies,
prejudicando assim o ambiente, o rendimento e a qualidade de culturas de interesse agricola.
Muitas vezes o controle de plantas daninhas é realizado por meio do uso de herbicidas quimicos
em conjunto com outros metodos convencionais, mas que acabam gerando preocupagdes no
ambito de saude humana e ambiental. Devido a estas questdes, buscam-se métodos alternativos
para o controle de plantas daninhas, que promovam a seguranca alimentar e a manutencéo de
um ecossistema saudavel. Neste sentido, este estudo buscou avaliar o potencial bioherbicida de
fungos selvagens cultivados em biomassa de microalgas provenientes do tratamento de
digestato da producdo de biogés. Para isso, a biomassa microalgal foi separada apds tratamento
tercirio de efluente de suinocultura e uma massa de 10 gramas foi utilizada como substrato
para as fermentacdes que ocorreram de forma submersa e sélida contendo 10° esporos/mL de
cada microrganismo. Os extratos provenientes de fermentacfes distintas (s6lida e submersa)
foram misturados, na proporcao de 1:1 v/v, a fim de avaliar a eficiéncia de um extrato misto.
Foram utilizados quatro isolados fungicos: 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 a atividade das enzimas amilase,
celulase, peroxidase, lipase e lacase. A atividade bioherbicida foi avaliada, através da aplicacéo
em Cucumis sativus e o dano foliar foi visualmente estimado conforme a escala recomendada
pela Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas. Uma caracterizacao preliminar dos
extratos também foi realizada por meio de uma extracdo liquido-liquido, em que os produtos
da reacdo foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
O extrato que apresentou maior potencial fitotoxico também foi submetido a testes de
liofilizacdo e secagem visando concentrar sua atividade enzimatica. A toxicidade dos extratos
foi verificada com testes em meristemas apicais de Allium cepa, dos quais calculou-se o indice
mitético. Numa visdo global do estudo, os microrganismos demonstraram potencial como
agentes produtores de um pool enzimatico pelos dois métodos fermentativos testados. Dentre
os extratos produzidos por fermentacdo em estado sélido, os obtidos pelos fungos Fusarium
denticulatum em consoércio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. demonstraram maiores
niveis de danos foliares (80-100 + 3,00 %). Ja na fermentacdo submersa, com os fungos
Trichoderma koningiopsis e Fusarium sp., obteve-se danos foliares irreversiveis nas culturas
testadas. O extrato combinado proveniente da fermentagdo submersa do fungo Fusarium sp. e
pela fermentacdo solida do consércio de fungos Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides,
apresentou um efeito fitotdxico severo (98,00 + 3,00 %), que demonstra a atuacao sinérgica na
planta alvo, provavelmente pelo pool enziméatico presente neste extrato ser composto por
amilase, celulase, lipase e peroxidase. O perfil de compostos presentes nos extratos se refere
estd basicamente em compostos organicos, mas ainda ndo se sabe ao certo suas contribuices
na acdo bioherbicida. Para todas as enzimas analisadas, a técnica de liofilizagdo foi a mais
eficiente no processo de concentracdo. Quanto a toxicidade, os resultados demonstraram efeitos
positivos, com baixo potencial de contaminacdo. Por meio dos testes realizados, pode-se inferir
gue as cepas microbianas sdo potenciais agentes de controle bioldgico de plantas invasoras, que
em conjunto com a biomassa de microalgas, ofereceram as condigdes adequadas para se obter
um pool enzimatico de relevancia biotecnoldgica e com caracteristicas promissoras a serem
explorados como bioherbicida, abordando aspectos no ambito da sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Controle biologico. Processos biotecnoldgicos. Enzimas. Seguranca
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 10° 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 INTRODUCAO

Uma das grandes questdes do setor agricola sempre foi a manutencdo de sua
produtividade visando atender as necessidades de uma populagdo em constante
desenvolvimento. Herbicidas tém sido amplamente utilizados como estratégia para garantir a
seguranca de culturas e também para evitar que plantas daninhas se proliferem rapidamente
nestes ambientes. Essa estratégia de controle ja vem sendo empregada desde o fim da década
de 60. As plantas daninhas apresentam caracteristicas agressivas e competem por nutriente com
outras culturas. Além disso, com o uso continuo de herbicidas, algumas populacdes tornaram-
se resistentes, resultando em rendimento reduzido e altos custos para sustentar a producédo de
alimentos (REICHERT JUNIOR et al., 2019; PEROTTI et al., 2020; VERMA et al., 2020).

Uma alternativa segura para garantir a disponibilidade de alimentos saudaveis e mais
sustentaveis € o uso de bioherbicidas como forma de reduzir a aplicacdo de herbicidas
sintéticos. Os bioherbicidas sdo produtos baseados em organismos biologicamente ativos ou
em metabolitos secundarios 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 atuacdo, rapida degradagdo e baixo risco de contaminacgéo
ambiental. Embora varios produtos naturais tenham sido testados para atividade bioherbicida,
poucos podem ser obtidos comercialmente. Dentre esses compostos, nove bioherbicidas
comerciais tém formulacdo baseada em cepas flngicas (CORDEAU et al., 2016;
RADHAKRISHNAN; ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018).

A esséncia da formulacdo de um bioherbicida estd na definicio do composto
biologicamente ativo, que fara as interacdes necessarias com a planta alvo. Os fungos ocupam
um lugar relevante neste cenario, ja que geralmente sdo utilizados esporos fungicos que sdo
facilmente aplicados na superficie foliar de plantas. Existe uma gama de possiveis cepas
microbianas com potencial bioherbicida; 0 ambiente abriga uma infinidade de microrganismos
que podem ser aplicados em diversas areas biotecnoldgicas. Nesse sentido, a bioprospecgéo de
cepas microbianas é fundamental para a descoberta de novas espécies relevantes neste cenario.
Fungos dos géneros Fusarium e Trichoderma sdo muito utilizados como agentes de controle
bioldgico; eles atuam formando metabolitos (fitohormonios, 2-(hidroximetil)fenol, acidos
organicos, alcoois, 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 acdo semelhantes aos herbicidas sintéticos,
como glifosato e triazina (revisado por BORDIN et al., 2020). A produgdao de um composto
com efeito bioherbicida relevante depende do crescimento microbiano e da produgdo
enzimatica, que ocorre por meio de processos fermentativos, os quais sofrem influéncia de
diversos fatores. A adi¢do de adjuvantes, como nutrientes, 6leos e enzimas, pode incrementar o
efeito do bioherbicida além de auxiliar na sobrevivéncia do patéogeno e protecao do ingrediente
ativo em condig¢des adversas de armazenamento (ASH, 2010; AITA et al., 2019). A aplicagdo
direta de enzimas degradantes da parede celular para o controle de plantas daninhas tem sido
estudada na literatura. Formadas por longas cadeias de aminoécidos com ligagdes peptidicas,
as enzimas sao biocatalizadores que tem por funcao o controle dos processos de transformacgao
de nutrientes em energia, ¢ a quebra de nutrientes complexos em estruturas mais simples.
Quando comparadas aos catalisadores quimicos, as enzimas apresentam vantagens por sua
especificidade, alta atividade catalitica, baixa agressividade ao meio ambiente e atuacdo em
condi¢cdes brandas de pH e temperatura (DE OLIVEIRA et al., 2020).

Enzimas fungicas aplicadas como agentes fitotdxicos podem atuar por meio de diferentes
mecanismos de acdo, alterando a captacdo de nutrientes e a permeabilidade da membrana,
resultando em doengas, inibi¢do de crescimento e reducdo nas taxas de sintese proteica. De
forma mais especifica, as lipases podem atuar na catalise de lipidios e proteinas do endosperma
de plantas daninhas, as peroxidases podem submeter a planta & um estresse oxidativo,
catalisando a conversdo de superdéxidos nos cloroplastos, mitocondrias, citoplasma e
peroxissomos, ja enzimas hidroliticas como amilase e celulase podem ser iniciadoras de danos
a membrana celular, inibindo processos bioquimicos, mitose € a germinacdo de sementes
(BORDIN et al., 2018; RADHAKRISHNAN; ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018; AITA et al.,
2019; REICHERT JUNIOR et al., 2019; CAMARGO et al., 2020; DE ALMEIDA et al., 2020).

Produtos naturais sdo mais complexos de serem produzidos, pois para um
desenvolvimento adequado deve-se levar em consideracdo 0 crescimento microbiano
apropriado e o potencial de producao enzimatica. Esse processo sofre influéncia das condicGes
operacionais, e 0 meio fermentativo precisa ser suficientemente nutritivo para que o
microrganismo possa se desenvolver. Estudos recentes destacaram o potencial de microalgas
como uma alternativa sustentavel para a produgdo de bioherbicidas. Dependendo de suas

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



proteinas, 0 que tornaria possivel utilizd-las como matéria-prima para a producdo de
bioherbicidas (COSTA et al., 2019).

O custo de producdo de um bioherbicida ainda ¢ alto, 0 que ndo o torna competitivo
frente a outros produtos quimicos disponiveis no mercado. Uma alternativa seria a utilizagéo
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 aplicacéo
como substrato de facil obtencdo, visto que o Brasil € o quarto maior exportador de proteina
suina (aproximadamente 4 milhdes de toneladas em 2019) também havera a producdo de
grandes volumes de aguas residuais, contendo alto teor de matéria orgénica, nutrientes e outros
compostos (ABPA, 2019; MICHELON et al., 2021).

A possibilidade de cultivar microalgas como forma de tratamento do digestato
proveniente da producdo de biogas é atraente no sentido de pensarmos em uma abordagem
integrada para obtencdo de frentes como: biocombustiveis, compostos bioquimicos,
bioherbicidas, biofertilizantes, entre outros. Em termos gerais, um m® de digestato podera
produzir 14,6 kg de solidos volateis de microalga ao fixar 22,2 kg de COy, estes valores sao
dependentes da concentracdo do efluente, da turbidez, cor e presenca de sélidos, por isso 0
efluente é varidvel com o processo (XIA; MURPHY, 2016). A inser¢do desta biomassa em
outro processo seria uma solucgdo sustentavel para agregar valor as microalgas e reduzir o custo
final do bioherbicida (MICHELON et al., 2016; COSTA et al., 2019).

Com isso, este estudo propde avaliar o potencial de fungos selvagens cultivados em
biomassa de microalgas provenientes do tratamento do digestato da producdo de biogas,
visando a obtencdo de bioherbicidas fungicos. Acredita-se que estes estudos incentivem a
formulacéo de bioherbicidas seguros, de baixo custo e com potencial para comercializacéo,
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 suinicola proveniente da cadeia de biogas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar o potencial de diferentes fungos isolados de planta daninha e do intestino de
lagartas militares em processos de fermentacdo submerso e solido, 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 vegetacao;

» Caracterizar os compostos presentes nos extratos fermentados;

» Determinar a toxicidade dos potenciais bioherbicidas, para fins de controle e seguranca

ambiental.



3 MATERIAL E METODOS

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

Figura 1 - Fluxograma contendo um resumo das etapas desenvolvidas durante a dissertagéo.
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3.1 BIOMASSA DE MICROALGA

A microalga utilizada como substrato para as fermentagdes corresponde a Chlorella spp.
A biomassa microalgal foi obtida na Embrapa Suinos e Aves (Concordia, SC), e € resultante do
processo de tratamento visando a remocdo de aménia e fosforo da porcdo residual solida
(digestato) da producéo de biogéas, proveniente de dejetos da suinocultura e realizada por meio
de um reator biol6gico com manta de lodo de fluxo ascendente (MICHELON et al., 2016).

O cultivo das microalgas ocorre sob condigdes naturais de campo e ndo estéreis, em
biorreatores de 500 L (@ 121,2 cm e altura 58,4 cm) em uma casa de vegetag&o, sob a luz natural
(321,5 £ 411,4 pmol m?s?) e sob temperatura média ambiente de 25 + 2 °C (essas medidas
foram realizadas pela manha (8h), meio dia (12h) e tarde (16h)). Os reatores foram inoculados
com 30% de indculo (em volume) contendo 70 mg de microalgas L™ de massa seca. O meio de
crescimento consiste em 6% v/v de efluente digerido (digestato) diluido no volume total de
agua do reator, que foi misturado continuamente usando uma bomba mecénica submersa (vazdo
de 1.200 L hY). Apds 12 dias de cultivo, a biomassa no reator atinge 0,3 - 0,4 g de microalgas
L de massa seca, entdo € colhida, centrifugada (3.000 x g, a 25 °C por 30 min; EVODOS,
T10, Holanda) e armazenada sob refrigeracdo (-80°C) até a sua utilizacao.

A caracterizacdo da biomassa foi realizada na Embrapa Suinos e Aves (Concérdia, 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 a 500 °C por 1 hora em uma mufla) em
balanca de precisdo. As amostras, em triplicata, foram mantidas em uma mufla (Prolab, Brasil)
a 105 °C por 1 hora, ap06s este periodo foram mantidas em um dessecador até o seu resfriamento.
Posteriormente, observou-se a variagcdo de peso das amostras a cada 2 minutos. O processo foi
concluido quando o peso das amostras estabilizou.

3.2 MICRORGANISMOS

Para a producdo dos extratos com potencial bioherbicida foram utilizados quatro
isolados fungicos. O primeiro deles, da espécie Trichoderma koningiopsis (cddigo de
identificacdo no GenBank MK860714), foi isolado da planta daninha Digitaria ciliares e
apresentou resultados promissores de produgdo enzimatica e no controle de plantas daninhas
em estudos preliminares do Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos (LAMIBI) em
parceria com o Laboratério de Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul -
Campus Erechim/RS (BORDIN et al., 2018; CAMARGO et al., 2019; REICHERT JUNIOR et
al., 2019). As outras trés cepas microbianas foram isoladas do intestino de lagartas militares

(Spodoptera frugiperda) em parceria com o Laboratério de Bioquimica e Genética da



Universidade Federal de Fronteira Sul, Campus Chapecd. Para isso, 100 lagartas foram
submetidas ao processo de dissecacdo, submersas por 1 minuto em etanol 70%, com
subsequente lavagem em solucdo salina a 0,85% para impedir eventual contaminacdo por
microrganismos da superficie externa do animal. Em seguida, foram feitas incisdes nos dorsos
das lagartas para a retirada efetiva dos intestinos, que, em condigdes assépticas, foram
diretamente colocados em frascos Erlenmeyer (10 intestinos por frasco) contendo meio
sintético minimo YNB (6,7 g/L de base nitrogenada de leveduras — SIGMA-AIdrich) 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 sequéncia, para a obtencéo de col6nias isoladas, foram
feitos esgotamentos em placas de Petri com o mesmo meio de cultura acima descrito,
adicionalmente contendo 20 g/L de agar.

Dentre as cepas isoladas, duas culturas apresentaram potencial e foram identificadas
molecularmente (Neoprospecta, Floriandpolis-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 extraido por meio do micélio cultivado em meio de
cultura (DOYLE; DOYLE, 1897). Neste método, a amostra de DNA foi submetida a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) para amplificar a regido do espacador transcrito interno do rDNA
(ITS). Os iniciadores para a regido ITS foram: ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE; BRUNS; TAYLOR, 1989). A reagdo
PCR totalizou de 50 uL e ocorreu com uma mistura de 1 pl de DNA, 1 ul de cada iniciador a
10 uM, 10 pl de tampédo de 5X, 1 ul de dNTPs 10 mM, 0,2 ul de GoTaqg DNA polimerase 5
U/uL (Promega) ¢ 35,8 uL de agua ultrapura esterilizada. A amplificacdo consistiu na
desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 10 s,
anelamento a 54 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 45 s e uma extensdo final a 72 °C por 4
min. Os produtos do processo de amplificagcdo foram verificados por meio de eletroforese em
gel de agarose 0,8%, corados com brometo de etidio e purificados por precipitacdo com
polietilenoglicol. Os fragmentos foram sequenciados por meio da analise de terminacdo em
cadeia com o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) em sequenciador capilar automatico
3.500 XL (Applied Biosystems). Apoés, as sequéncias obtidas para os fungos isolados foram
comparadas com o banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST (sigla em inglés:
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 °C para o crescimento

fangico. Posteriormente, foram utilizadas nas fermentacdes.

3.3 FERMENTACAO 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 umida,
visando atender a suplementacdo de um meio fermentativo sintético para a produgdo de
bioherbicida (BORDIN et al., 2018) e 90 mL de agua destilada. Os Erlenmeyers foram
autoclavados a 120 °C, por 20 minutos a 1 atm. Apds a esterilizagdo, os meios foram inoculados
com 10 mL de uma suspensio contendo 10° esporos/mL de cada microrganismo: Trichoderma
koningiopsis, Fusarium sp., Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides.

A suspensdo de esporos para cada cepa fangica foi obtida adicionando 100 mL de
solucdo Tween 80 0,1% (v/v) a Erlenmeyeres contendo os microrganismos ja desenvolvidos.
Desta suspenséo, 0,1 mL foi utilizado para realizar a contagem de esporos presente no meio,
utilizando cdmara de Neubauer e microscépio éptico (Olympus, Japao).

Os Erlenmeyers inoculados foram mantidos em um agitador orbital (New Brunswick™,
Alemanha) a 120 rpm, por 72 horas e 28 °C. Apo6s a fermentacéo, os extratos foram filtrados
por prensagem manual em tecido sintético, o sélido retido foi esterilizado e descartado, o
permeado liquido centrifugado (NT 815 - NovaTecnica, Brasil) a 2000 rpm, 4 °C por 10
minutos. O sobrenadante proveniente da centrifugacdo foi utilizado para as etapas

subsequentes.

3.4 FERMENTACAO SOLIDA

A fermentacdo solida foi realizada em béqueres de polipropileno (250 mL) contendo
meio composto apenas por 10 g de biomassa microalgal Umida, sem suplementacdo. Os
béqueres foram cobertos com manta acrilica, papel aluminio e autoclavados a 120 °C, por 20
minutos a 1 atm. Apoés esterilizacdo, os meios foram inoculados com 1 mL de suspensao
contendo 10° esporos/mL de cada microrganismo: Trichoderma koningiopsis, Fusarium sp.,
Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides, conforme descrito anteriormente.

A fermentacdo ocorreu em uma incubadora, tipo B.O.D (Solab, Brasil) por 72 horas, a
uma temperatura fixa de 28 °C e umidade relativa de 70 %. Apds a fermentacéo, adicionou-se
90 mL de agua destilada as amostras fermentadas para realizar a extracdo. Essa solucéo
permaneceu sob agitacdo de 200 rpm, durante 60 minutos a 30 °C. Os extratos foram filtrados

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



permeado liquido centrifugado (NT 815 - NovaTecnica, Brasil) a 2000 rpm, a 4 °C por 10
minutos. O sobrenadante proveniente da centrifugacdo foi utilizado para as etapas

subsequentes.

3.5 COMBINAC}AO DE EXTRATOS PROVENIENTES DAS FERMENTAQOES
SUBMERSA E SOLIDA

Para a combinacdo de extratos, foram realizadas misturas dos extratos provenientes de
fermentacdes distintas, sempre combinando um extrato obtido por fermentacdo submersa e
outro obtido por fermentacdo sélida, apos a etapa de centrifugacéo, na proporcéao de 1:1 v/v, a
fim de avaliar a eficiéncia de um extrato misto. Na Tabela 1 estdo apresentados os extratos
combinados. A escolha dos extratos combinados se deu a partir de testes preliminares de
aplicacdo 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 fermentacdes em estado
submerso e sélido, 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

FS Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides + FES Fusarium denticulatum e

Mucor circinelloides

FS Fusarium sp. + FES Fusarium sp.

FS Trichoderma koningiopsis + FES Fusarium sp.

3
4 FS Trichoderma koningiopsis + FES Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides
5
6

FS Fusarium sp. + FES Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides

* FS = Fermentacdo submersa; FES = Fermentagao sélida.

3.6 PRODUCAO ENZIMATICA

Para avaliar a presenca de um pool enzimdtico nos extratos, foram selecionadas as
seguintes enzimas: amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase. A escolha dessas enzimas esta
baseada em estudos anteriores (BORDIN et al., 2018; CAMARGO et al., 2019; REICHERT

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



biocontrole de plantas daninhas.
Os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata e sempre contendo um controle

reacional, sem a presenca dos extratos enzimaticos.

3.6.1 Amilase

A atividade da enzima amilase foi quantificada utilizando como substrato amido soltvel
diluido na proporcéo 1:100 (m:v) em tampéo acetato 100 mM e pH 5,0. Apds, 1 mL dessa
solucdo foi transferida para tubos de ensaio em que se adicionou mais 1 mL dos extratos
fermentados. As amostras foram mantidas em banho termostatico por 10 minutos em
temperatura de 38 °C (FUWA, 1954; PONGSAWASDI; YAGISAWA, 1987). Apds decorrido
0 tempo de reacdo, a atividade enzimatica foi avaliada por meio da liberacdo de acucares
redutores totais pelo método de DNS (&cido 3,5 dinitrosalissilico) (MILLER, 1959). A
absorbancia das amostras foi quantificada em espectrofotdmetro (UV-M51-Bel, Italia),
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 pumol de glicose por minuto nas

condicdes de reacao.

3.6.2 Celulase

Para quantificacdo de celulase total utilizou-se 50 mg de papel filtro Whatman nimero
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 tampéao acetato 0,2 M e pH 5,5 e 1 mL dos extratos fermentados. A reacédo
ocorreu a 50 °C por 1 hora. Apds decorrido o tempo de reacdo, a atividade enzimatica foi
avaliada por meio da liberacdo de acucares redutores totais pelo método de DNS (4cido 3,5
dinitrosalissilico) (MILLER, 1959). A absorbancia das amostras foi quantificada em
espectrofotometro (UV-M51-Bel, Itélia), 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 pumol de glicose por minuto nas condicdes de reagéo.

3.6.3 Lacase

Para a determinacdo da atividade da enzima lacase, utilizou-se 2,2'-azino-di-3-
etilbenzotialozin-6-sulfénico (ABTS) como o substrato para a rea¢do enzimética. A mistura da
reacao foi composta por 0,4 mL de ABTS 10 mM, 3,4 mL de tampéo acetato de sodio 50 mM,
pH 4,8 e 0,2 mL do extrato fermentado. A reacdo ocorreu em banho termostéatico a 40 °C por

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



espectrofotémetro (UV-M51-Bel, Italia), 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 pmol de ABTS" por minuto nas condicGes de reagao.

3.6.4 Lipase

Para a quantificagdo dessa enzima utilizou-se uma emulsdo de azeite de oliva a 10 %
(m/v) e 5 % (m/v) de goma arébica diluidos em 90 % (v/v) de solucdo tampéo fosfato de sddio
100 mM pH 6. A emulsdo foi homogeneizada com o auxilio de um mixer. Cada amostra foi
composta por 9 mL de emulsdo e 1 mL do extrato fermentado. Apos, foram submetidas a
agitacdo orbital de 165 rpm por 32 minutos a 35 °C. Posteriormente, em cada amostra foi
adicionado 10 mL de solugéo acetona/etanol (1:1 v/v) para cessar a reagdo. As amostras foram
submetidas ao processo titulométrico utilizando NaOH 0,050 M como titulante até atingir pH
11 (TREICHEL etal., 2015). Para o controle a adi¢cdo de acetona/etanol foi antecipada da adicéo
do extrato fermentado para garantir que a reagdo ndo ocorresse. Para a determinacdo da

atividade lipasica foi utilizada a Equacéo 1.

At = ((Va —Vo)*M *1000)*1000 (Equagio 1)
t*V,

Sendo que:

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

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

M = a molaridade do NaOH;

t = o tempo de reacdo (min.);

Ve = o volume de extrato enzimatico bruto utilizado na reacdo (mL).

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

de hidrolisar 1 umol de substrato por minuto nas condi¢des de reacao.

3.6.5 Peroxidase

Para a atividade da enzima peroxidase, o meio reacional foi composto de 1,5 mL de
tampdo fosfato 5 mM e pH 5,0, 2 mL de 4gua destilada, 0,5 mL de guaiacol 1 % (v/v), 1 mL de
peréxido de hidrogénio 0,08 % (v/v) e 1 mL dos extratos fermentados. Os tubos de ensaio
contendo o meio reacional foram submetidos ao banho termostatico por um periodo de 10
minutos e temperatura de 35 °C. A absorbancia das amostras foi quantificada em

espectrofotobmetro (UV-M51-Bel, Italia), 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 absorbancia em 0,001 por minuto nas condigdes de reacao.

3.7 APLICACAO DOS EXTRATOS EM Cucumis sativus

A avaliagéo preliminar da atividade bioherbicida dos extratos produzidos pelos fungos
Trichoderma koningiopsis, Fusarium sp., Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides por
meio de fermentacdes submersa, solida e as combinacGes de extratos foi realizada através da
aplicacdo em Cucumis sativus. A escolha pela aplicacdo e avaliacdo preliminar nesta espécie
deve-se a seu potencial como planta modelo, pois é utilizada em testes com herbicidas quimicos
(TODERO et al., 2018).

A aplicacdo dos extratos ocorreu em casa de vegetacdo com condicdes controladas de
temperatura e umidade (26 °C e 70 %). As sementes foram cultivadas por 10 dias e quando
atingiram 3 folhas, aproximadamente 5 mL dos extratos foram aplicados manualmente na
superficie foliar da planta com o auxilio de um pincel e em parceria com o Laboratério de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Erechim/RS.

Para os testes de aplicacdo, 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 + dgua destilada) utilizado nas fermentac6es
submersas, sem a adicdo dos microrganismos. O controle B consistiu no meio de cultivo
(microalga) utilizado nas fermentagdes sélidas, sem a adicdo dos microrganismos e ap0s ao
processo de extracdo. O controle C consistiu em um grupo controle, o qual ndo recebeu nenhum
tipo de tratamento, apenas aplicacdo com agua destilada.

A avaliacdo do potencial bioherbicida dos extratos foi aos 7 e 14 dias apds a aplicacao.
O dano foliar foi visualmente estimado como uma reducdo percentual do crescimento em
comparacdo aos controles (Controle C) ndo tratados. O percentual de dano foliar foi
estabelecido conforme a escala recomendada pela Sociedade Brasileira da Ciéncia 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 repeticoes.



Tabela 2 - Descricdo da escala aplicada para as avaliagdes do potencial bioherbicida dos
extratos fermentados, de acordo com a SBCPD.

Percentual (%0) Descricdo detalhada
0-20 Nenhum efeito
20-40 Efeito leve e/ou reducdo do crescimento com recuperacdo rapida
40-60 Efeito moderado e/ou reducdo do crescimento com recuperacdo lenta
60-80 Efeito grave e/ou reducdo do crescimento ndo recuperavel
80-100 Destruicdo completa das culturas ou apenas algumas plantas vivas

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

3.8 CARACTERIZAQAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS
FERMENTADOS

A caracterizagdo dos compostos presentes nos extratos fermentados ocorreu por meio
da andlise dos produtos gerados a partir da extracao liquido-liquido dos caldos fermentados via
processo submerso e solido 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 fermentacdo foi avaliado. Este controle
consistiu apenas no meio fermentativo.

Para isso, utilizou-se como solvente organico acetato de etila (Et20), que na proporc¢éo
de 1:1 (v/v) foi misturado com os extratos em um funil de separacdo. A fase aquosa foi
descartada e a fase orgénica foi filtrada e seca com sulfato de amonio. As amostras seguiram
para um rotaevaporador (Evaporador Rotativo - Q344B, QUIMIS, Brasil) até que fosse
observado a reducdo do volume da amostra devido a evaporacdo do solvente organico, as
condicdes do processo de evaporacao foram: banho a 30 °C e agitacdo de 120 rpm (sob vacuo).

Os produtos da reacdo foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/MS — QP2010, Shimadzu, Japao), usando a coluna NST 05ms —
3025025 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A temperatura da coluna seguiu a programacéo: 80 °C/3
min, 6 °C/min até 218 °C, 2 °C/min até 240 °C, 7 °C/min até 300 °C. O gés de arraste foi hélio
(He), a temperatura do injetor e do detector foram ajustadas para 280 °C e 1,0 pL da solucéo
(Derivatizacédo: 1:1:1 (extrato:acetato de etila:BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida)
+ TMCS (Trimetilclorossilano) (1%) a 60 °C por 1 h) foi injetada no sistema GC/MS com uma
razéo split de 1:10. O aparelho operou com um fluxo de 19,1 mL/min no modo de impacto
eletrénico de 70 V e com a pressdo da coluna em 100 kPa. A identificacdo dos compostos foi
realizada comparando os espectros de massa com aqueles da biblioteca Wiley e por comparacao

adicional do tempo de retencéo de GC de compostos padréo. Os produtos foram parcialmente



quantificados pela porcentagem da area de cada pico em relacdo a érea total do pico (LERIN et
al., 2010).

3.9 CONCENTRACAO DOS EXTRATOS FERMENTADOS

A mistura que apresentou maior potencial bioherbicida foi submetida a dois processos
de reducédo de volume por meio da retirada da umidade das amostras com o intuito de concentrar
0S compostos responsaveis pela acdo bioherbicida. As duas técnicas utilizadas foram a
liofilizacdo e a secagem. As atividades enzimaticas foram verificadas como respostas, com
intuito de validar os testes de concentracgéo.

As amostras foram ultracongeladas durante 48 horas e a liofilizacdo ocorreu até que a
agua fosse totalmente retirada (72 h), utilizando um liofilizador (L101-LIOBRAS, Brasil)
acoplado a uma bomba de vacuo, a -55 °C. Ja a secagem do bioherbicida fungico ocorreu em
uma estufa com circulacdo 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 °C (TODERO et al., 2020).

3.10 TOXICIDADE DOS EXTRATOS FERMENTADOS

O estudo de toxidade foi realizado utilizando células meristematicas de Allium cepa,
pois sdo consideradas bioindicadores de monitoramento ambiental devido a alta sensibilidade,
ao baixo preco e facil manuseio.

Os bulbos de Allium cepa foram colocados em frascos com agua em temperatura
ambiente para o enraizamento por 48 h. As raizes foram expostas aos seguintes tratamentos:
extratos concentrados (liofilizados e secos), mistura 6, a microalga bruta e um controle (raizes
expostos a agua destilada), que foram mantidos no escuro por 24 h. Os tratamentos em que se
utilizou a microalga bruta foi verificada a necessidade de diluicdo. Nestes casos, as diluicdes
foram 1:16 e 1:32. Apds o periodo de tratamento, as raizes foram hidrolisadas com HCI (1
mol/L) por 10 min em banho termostatico a 60 °C e lavadas com &gua. Para o preparo das
laminas, foram feitos esfregagos que apds a secagem em temperatura ambiente as células foram
coradas com o Kit Panético Rapido®. Posteriormente, as células foram analisadas por
microscopia e quantificou-se o Indice Mitético (IM) segundo a Equacio 2. Foram observadas
pelo menos 500 células em cada lamina (DUSMAN et al., 2014).

IM = namero de células em divisio x 100 (Equagéo 2).

namero de células observadas




3.11 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram tratados estatisticamente através do uso de analise de variancia seguida
de teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de 95% (p <0,05). Para isso, foi

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



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BIOMASSA DE MICROALGA

As microalgas foram consideradas substratos adequados devido as suas caracteristicas
nutricionais, compostas de 58,90 + 1,30 % de proteinas (proporcional ao teor de nitrogénio),
25,20 + 0,90 % de carboidratos e 3,00 £ 0,50 % de lipidios (MICHELON et al., 2016). J& o teor
de umidade da biomassa encontrado neste estudo, foi de 88,99 + 0,50 %, valor préximo aos
encontrados em outras espéecies 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 condicBes adequadas para o desenvolvimento e producdo de metabdlitos de
interesse, e a biomassa microalgal resultante do tratamento do digestato da producéo de biogas
demonstrou potencial para ser utilizada como substrato fermentativo, visando a producao

enzimatica e extratos com atividade bioherbicida.

4.2 AVALIACAO DA PRODUCAO ENZIMATICA

4.2.1 Extratos obtidos por fermentacdo submersa e solida

Os resultados de atividade das enzimas amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase
obtidas por fermentagdo submersa estdo apresentados na Tabela 3.
Tabela 3 — Resultados da producdo enzimatica de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase,

presente nos extratos obtidos pela fermentagdo submersa dos fungos Trichoderma koningiopsis,
Fusarium denticulatum em consorcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp.

Atividades Enziméticas FS (U/mL)

Microrganismo
Amilase Calllifes Lacase Lipase Peroxidase
(FPase)
Trichoderma koningiopsis 10,29 +0,01* 1,11 +0,01? nd 0,80 £0,09* 36,03 £0,01°
Fusarium denticulatum 5 43, 010 g 43+ 0,010 nd 1,80£0,34>  37,15+0,01°

Mucor circinelloides

Fusarium sp. 2,80+0,01° 0,33+0,01° nd nd 18,63 + 0,01°

abe | etras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05) entre os microrganismos fermentadores. Letras iguais ndo diferem entre si
significativamente.

nd: ndo detectado.

Os microrganismos demonstraram potencial como agentes produtores de um pool

enzimatico via fermentacdo em estado submerso. A biomassa de microalgas utilizada como



substrato ofereceu um meio de cultivo propicio para que os microrganismos pudessem produzir
algumas enzimas de interesse no controle bioldgico de plantas daninhas.

As enzimas hidroliticas, amilase e celulase, apresentaram menor atividade em
comparagdo as outras enzimas investigadas. A atividade lipasica observada na fermentagédo
realizada pelos fungos associados Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides foi o maior
dentre os ensaios realizados por fermentagédo submersa, com o valor de 1,80 + 0,34 (U/mL),
isso provavelmente esta relacionado ao fato de o fungo Mucor circinelloides ser conhecido por
acumular alto conteudo lipidico em seu metabolismo e, por consequéncia, ser um potencial
produtor de lipases microbianas (KAMOUN et al., 2019).

As atividades peroxidases foram as mais elevadas nos extratos obtidos em fermentacéo
em estado submerso. Estudos anteriores utilizando o fungo Trichoderma koningiopsis e
espécies do género Fusarium ja demonstravam que estes fungos sdo bons produtores de
peroxidases (BORDIN et al., 2018; REICHERT JUNIOR et al., 2019). Utilizando os fungos
associados Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides atingiu-se uma atividade enzimatica
de 37,15 = 0,01 (U/mL), a maxima obtida entre os extratos enzimaticos produzidos por
fermentacdo submersa. Esse fato pode estar atrelado a atuacdo conjunta dos fungos,
estabelecendo uma espécie de sinergismo, potencializando a producdo enzimatica
(RODRIGUES et al., 2020).

A produgdo enzimatica referente aos extratos obtidos por fermentagdo solida estd

apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da producgdo enzimatica de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase,
presente nos extratos obtidos pela fermentacdo sélida dos fungos Trichoderma koningiopsis,
Fusarium denticulatum em consoércio com Mucor circinelloides e Fusarium sp.

Atividades Enzimaticas FES (U/mL)

Microrganismo
J Amilase AUl Lacase Lipase Peroxidase
(FPase)
Trichoderma koningiopsis 0,83 +0,06* 0,83 + 0,012 nd nd 9,25+ 0,012

Fusarium denticulatum

o ! 1,78 £ 0,05° 1,78 + 0,05° nd Nd 12,53 + 0,01°
Mucor circinelloides.

Fusarium sp. 2,54 +0,28° 2,54 +0,02° nd nd 16,88 + 0,01°

abe | etras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05) entre os microrganismos fermentadores. Letras iguais ndo diferem entre si
significativamente.

nd: ndo detectado.



Dentre os extratos obtidos por fermentacdo sélida, o extrato fermentado pelo
microrganismo Fusarium sp. atingiu as maiores concentracdes enzimaticas de amilase, celulase
e peroxidase, demonstrando que este fungo é um interessante produtor de enzimas nas
condicdes fermentativas que foram disponibilizadas e utilizando biomassa de microalgas como
substrato. O metabolismo de espécies do género Fusarium tem relacdo com a fonte nutricional
utilizada. Quando o seu metabolismo esti associado a presenca de nitrogénio podem ser
detectadas enzimas hidroliticas, como amilase e celulase. Por outro lado, quando expostos a
condicdes leves de estresse demonstram a capacidade de produzir enzimas oxidativas como as
peroxidases (DA ROSA-GARZON et al., 2019).

Os resultados das atividades enziméticas 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 estdo de acordo com a literatura, na qual foi possivel obter a producao
de diversas enzimas por meio de outras espécies de Fusarium, como F. oxysporum
demonstrando que esse género fungico se adapta facilmente a diferentes condicdes
fermentativas a que é submetido (PRECZESKI et al., 2020).

Jé& para a enzima lipase, ndo se identificou a sua producéo via fermentacdo em estado
solido. Esse fato pode ter relagdo com a composi¢cdo do meio de cultivo, visto que, quando tém-
se meios fermentativos com a presenca de algum 6leo, 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 fermentacédo
submersa, produziram lipase, provavelmente porque, durante a producdo desta enzima, em
ambientes com alto conteddo de lipideo e baixa quantidade de agua (fermentacdo em estado
solido), ocorre a formacdo de micelas reversas a base de fosfolipidios que capturam agua,
podendo resultar na inativacdo enzimatica. Nesse sentido, quanto maior for o teor de agua
disponivel no substrato, maior serd a possibilidade de producéo lipasica, talvez por esse motivo,
0 meio submerso (disponibilidade de dgua e pouca agitacao) tenha sido 0 mais adequado para
estes fungos atingirem a producéo de lipase microbiana (AMOAH et al., 2016; PESSOA et al.,
2017).

Com o fungo Trichoderma koningiopsis obteve-se 0s menores valores de atividade
enzimatica quando comparados aos outros fungos. Apesar do T. koningiopsis apresentar-se de
forma versatil, pelo seu desempenho observado em outros estudos, possivelmente esse fungo
adapte-se melhor para fermentac6es submersas (BORDIN et al., 2018; CAMARGO et al., 2019;
REICHERT JUNIOR et al., 2019).



Os extratos obtidos por fermentacdo submersa e solida, também foram investigados
quanto a producdo de lacase, mas nenhum dos fungos testados demonstrou facilidade para
produzir esta enzima. Geralmente, as lacases fingicas sdo dificeis de serem obtidas, pois
necessitam de substratos que contenham indutores quimicos como compostos fendlicos,
aromaticos ou ions de cobre; isso faz com que a producdo de lacase s seja detectada ap6s uma
fermentagdo mais complexa e otimizada (RODRIGUEZ et al., 2019). Além disso, os fungos
testados podem ter produzido formas distintas (isoformas) desta enzima, que talvez pudessem
ser detectadas apds um processo de purificacdo enzimatica (LI et al., 2018).

Os valores enzimaticos obtidos estdo diretamente ligados as quantidades de nitrogénio
e de carbono disponibilizados pelo meio de cultivo, e como a biomassa microalgal utilizada
possui elevado teor de nitrogénio, algumas enzimas podem nao ter sido produzidas por conta
de inibicdo causada por excesso de substrato. Um ponto relevante é que a biomassa de
microalgas utilizada como substrato ofereceu um meio de cultivo propicio aos microrganismos,

estimulando a producdo de proteinas de interesse (COSTA et al., 2019).

4.2.2 Combinacéo dos extratos

Os resultados de atividade das enzimas amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase
obtidas por meio da combinacdo dos extratos via fermentacdo submersa e sélida estdo
apresentados na Tabela 5. Essas combinagdes tiveram o intuito de verificar o comportamento
enzimatico e atividade bioherbicida ap6s a mistura de extratos obtidos por processos distintos.

Tabela 5- Resultados da producédo enzimética de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase,
obtidos por meio da combinacdo de extratos provenientes das fermentacdes submersa e sélida
dos fungos Trichoderma koningiopsis, Fusarium denticulatum em consércio com Mucor
circinelloides e Fusarium sp.

Atividades Enzimaticas (U/mL)

Mistura*
Amilase Celulase (FPase) Lacase Lipase Peroxidase
1 4,74 £ 0,022 0,30 £ 0,02° nd 2,08 +0,27%P 30,35 + 0,022
2 2,10 £0,01° 0,17 +0,032P nd nd 26,43 +0,01°
3 1,25+ 0,03° 0,21 £ 0,02* nd 2,35+0,31° 16,75 £ 0,02°
4 7,10 +0,01¢ 0,44 +0,02¢ nd nd 39,33 £ 0,01¢
5 4,98 + 0,03° 0,71 £ 0,02° nd nd 17,80 £ 0,02°
6 nd 0,21 £ 0,022 nd 1,60+0,172 30,37 £ 0,022

*A combinacgdo dos extratos estd detalhada na Tabela 1.

abede | etras minGsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

nd: ndo detectado.



A enzima lacase, seguiu a mesma tendéncia observada nos extratos avaliados
individualmente, ou seja, ndo foi detectada a presenca de atividade desta enzima.

A mistura 4 apresentou resultados interessantes quanto a producdo enzimatica de
amilases (7,10 £ 0,01 U/mL) e peroxidases (39,33 + 0,01 U/mL) e refere-se a combinacao do
extrato produzido por fermentagdo submersa de Trichoderma koningiopsis + extrato produzido
por fermentacdo solida de Fusarium denticulatum e Mucor circinelloides. Os dois extratos
combinados demonstraram diferenca significativa quanto aos demais testes para a mesma
enzima. No extrato produzido pelo fungo Trichoderma koningiopsis ja era esperada alta
atividade de peroxidases, mas a sua combinagdo 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 acdo positiva, como bons
produtores de enzimas (ZHANG et al., 2018).

A producéo lipésica foi detectada nos ensaios 1, 3 e 6, e ndo apresentaram diferenca
significativa. Nesse sentindo, a mistura 3, que produziu uma maior atividade enzimatica (2,35
+0,31 U/mL), é composta pelos extratos obtidos pelas fermentacdes submersa e sélida do fungo
Fusarium sp, ja a mistura 1 foi obtida pelos extratos do fungo Trichoderma koningiopsis (2,08
+ 0,27 U/mL). Nestes dois casos, é possivel perceber que a combinagdo dos extratos produziu
uma mistura com maior concentracdo enzimatica, o que tornou possivel a verificacdo de
atividade. Um extrato combinado é relevante pois oferece uma composicdo enzimatica
diferenciada, um pool com potencial de atuar por meio de especificidades distintas de forma
mais abrangente (ALVES et al., 2020).

As atividades enzimaticas da celulase foram semelhantes aos valores obtidos pelos
extratos analisados isoladamente. Para essa enzima, a combinagdo de extratos ndo foi uma
opcao de melhoramento na sua producdo. A baixa producdo de celulase obtida nos diferentes
processos fermentativos, pode estar atrelada a composicdo da biomassa de microalgas, visto
que a fracdo de carboidratos pode ser formada por polissacarideos como amido e celulose. O
conteudo (possivelmente baixo) destes polissacarideos pode limitar a producéo das enzimas, ja
que ndo se tem certeza da presenca destes compostos na biomassa utilizada como substrato
(NARESH KUMAR et al., 2020).

Com a combinacao de extratos, foi possivel observar que a maior parte dos ensaios que
obtiveram producdo enzimatica foram realizadas pela combinacdo do extrato obtido por
fermentagdo submersa do fungo Trichoderma koningiopsis e os fungos em consorcio Fusarium
denticulatum e Mucor circinelloides no extrato produzido por fermentacéo solida. Assim, 0s

resultados obtidos demonstram que a combinacdo de extratos provenientes de diferentes



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

com atuacdo sinergica.

4.3 ANALISE PRELIMINAR DA ATIVIDADE BIOHERBICIDA

4.3.1 Extratos obtidos por fermentacéo submersa e solida

A anélise preliminar da atividade bioherbicida ocorreu por meio da aplicacdo dos
extratos em Cucumis sativus. Na Tabela 6 estdo dispostos os valores em percentual de dano
foliar observado, 7 e 14 dias apos as aplicagdes, conforme a escala recomendada pela Sociedade
Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD). O valor de pH dos extratos também foi
verificado, ja que um pH mais &cido poderia ter relacdo com os danos foliares observados.
Tabela 6 - Resultados da aplicacdo em Cucumis sativus dos extratos obtidos por fermentagédo

submersa e solida dos fungos Trichoderma koningiopsis, Fusarium denticulatum em consorcio
com Mucor circinelloides e Fusarium sp.

i . Fermentagédo Submersa Fermentacgdo Solida
Microrganismo
7 dias (%) 14 dias (%) 7 dias (%) 14 dias (%)
ControlesAe B 2,00 £0,05* 4,00 £ 0,06% nd nd
Controle C nd nd nd nd

Trichoderma koningiopsis 8,00 £2,00° 98,00 £ 0,01° 40,00 + 3,00* 70,00 + 3,00
Fusarium denticulatum
Mucor circinelloides.
Fusarium sp. 4,00 +0,50° 100,00 +0,01° 20,00 +2,50° 98,00 + 3,00°

abe. | etras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

8,00+1,90° 94,00+6,80° 20,00+250° 95,00+ 1,00°

Controle A = meio de cultivo (microalga + dgua destilada) utilizado nas fermentacGes submersas, sem a adicao
dos microrganismos e ap0s ao processo de extracao;

Controle B = meio de cultivo (microalga) utilizado nas fermentagdes s6lidas, sem a adi¢do dos microrganismos e
ap0s ao processo de extracao;

Controle C = grupo controle, o qual ndo recebeu nenhum tipo de tratamento;
nd: ndo detectado.
O valor de pH dos extratos variou de 7,00 a 8,71, permanecendo préximo a neutralidade.
O controle A, que se refere ao meio de cultivo da fermentacdo em estado submerso,
apresentou um baixo dano foliar 4,00 £ 0,06 % apos 14 dias de aplicacdo, 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 fermentacdo em estado sélido).

Esses valores podem estar relacionados a uma maior presenca de agua livre no extrato obtido



por fermentacéo submersa (Controle A), o que facilitaria a entrada de metabdlitos presentes na
microalga na superficie foliar, causando um pequeno dano. Além disso, estudos recentes
consideram microalgas como potenciais agentes de controle bioldgico, devido a sua
caracteristica de produzir compostos biologicamente ativos, como metabdlitos secundarios que
podem atuar inibindo o crescimento de plantas invasoras (COSTA et al., 2019).

Os extratos produzidos por fermentacdo submersa apresentaram percentual de dano
maior em comparagdo com os extratos produzidos por fermentacéo solida. 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 Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD). Esse efeito pode ser visualizado na Figura 2.

Figura 2 — Efeito fitotoxico dos extratos obtidos por fermentacdo submersa dos fungos
Trichoderma koningiopsis e Fusarium sp. apos 14 dias da aplicagdo em Cucumis sativus.

Controle A T. koningiopsis - ,_j

Fonte: Elaboragdo propria (2021).

O extrato produzido por T. koningiopsis apresentou producao da enzima peroxidase em
concentracgdes significativas, essa enzima é uma das responsaveis por eliminar espécies reativas
de oxigénio (EROs), que sdo indicadoras de estresse na planta. Quando aplicado na planta esse
extrato rico em peroxidases aumenta a concentracdo de radicais de superdxido e perdxido de
hidrogénio, resultando em danos ao DNA e membranas celulares (RADHAKRISHNAN;
ALQARAWI; ABD ALLAH, 2018). Esse efeito pode ser visualizado na Figura 2, em que a
aplicacdo do extrato do Trichoderma koningiopsis atuou na inibi¢do do crescimento da planta,

causando necroses na superficie foliar.



Diversas espécies de Fusarium apresentam caracteristicas para o controle de plantas
invasoras, como F. equiseti, F. oxysporum, F. tumidum e F. ploriferatum. Esse género atua na
inducdo de doencas em plantas, mas principalmente na biossintese 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 JUNIOR et al., 2019).

Dentre os extratos produzidos por fermentacdo solida, os que foram obtidos pelos
fungos Fusarium denticulatum em consorcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp.
demonstraram maiores niveis de danos foliares, os quais podem ser classificados na escala mais
severa (80-100%), conforme recomendacdo da Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas
Daninhas (SBCPD). Na Figura 3 estdo apresentadas as folhas em que foram aplicados o
Controle B, referente ao meio de cultivo na fermentacao solida, extrato produzido por Fusarium

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

Figura 3 — Efeito fitotoxico dos extratos obtidos por fermentacdo solida dos fungos Fusarium
denticulatum em consércio com Mucor circinelloides e Fusarium sp. ap6s 14 dias da aplicagédo
em Cucumis sativus.

Controle B F. denticulatum + M. circinelloides

Fonte: Elaboragdo propria (2021).

No controle ndo foi observado nenhum dano foliar. Nas plantas em que foram aplicados
os extratos dos fungos Fusarium denticulatum em consércio com Mucor circinelloides e
Fusarium sp. ndo houve diferenga significativa entre os danos causados, possivelmente pela
presenca do género Fusarium sp. nos dois extratos. Estes extratos apresentaram uma producéo
enzimatica relevante das enzimas peroxidase, celulase e amilase. Esse fato pode ter relagdo com
os danos causados nas folhas. Dentre as enzimas presentes nos extratos, a celulase é

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



na degradacdo da celulose presente na parede celular de vegetais. J& as peroxidases e amilases
podem auxiliar na degradacdo de outras estruturas foliares (REICHERT JUNIOR et al., 2019).

Os sintomas causados por estes extratos ja foram identificados aos 7 dias apos a
aplicacdo em Cucumis sativus, diferentemente dos extratos produzidos por fermentacdo
submersa. Esses sintomas podem estar associados a caracteristicas especificas das enzimas
presentes nestes extratos frente aqueles obtidos por fermentagéo submersa (AITA et al., 2019).

O género Fusarium sp. € um dos mais estudados visando o biocontrole de plantas
invasoras, como gramineas e plantas daninhas (DANIEL et al., 2018; ALAMRI et al., 2019).
No entanto, ndo foi observado nenhum relato quanto a utilizagdo de Fusarium denticulatum na
sua forma isolada ou em consorcio microbiano para atuar como agente bioldgico em

bioherbicidas.

4.3.2 Combinacéo dos extratos

A avaliagdo preliminar da atividade bioherbicida dos extratos combinados também
ocorreu por meio da aplicacdo dos extratos em Cucumis sativus. Na Tabela 7 estédo dispostos
os valores em percentual de dano foliar observado, 7 e 14 dias ap0s as aplicac@es, conforme a
escala recomendada pela Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD). O
valor de pH dos extratos foi verificado e variou de 7,00 a 8,20, permanecendo préximo a

neutralidade.



Tabela 7 - Resultados da aplicagdo em Cucumis sativus dos extratos obtidos por meio da
combinacdo de extratos provenientes das fermentacdes submersa e sélida dos fungos
Trichoderma koningiopsis, Fusarium denticulatum em consorcio com Mucor circinelloides e
Fusarium sp.

Fitotoxicidade (%0)

Misturas
7 dias 14 dias
Controle nd Nd
1 nd 21,00 + 0,067
2 8,00 +0,01° 11,00 + 1,00
3 2,00 £ 0,05° 12,00 + 0,60°
4 2,00 +0,60° 18,00 £ 0,60?
5 4,00 £ 0,60° 7,00 + 0,60°
6 nd 98,00 + 3,00¢
Microalga bruta nd 20,00 £ 1,007

abcd|_etras minGsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Controle = grupo controle, o qual ndo recebeu nenhum tipo de tratamento.
nd: ndo detectado.

Dentre os extratos combinados, a maioria deles apresentou danos foliares leves
(misturas 1, 2, 3, 4 e 5). Nestes casos, possivelmente a combinacgdo dos extratos ndo foi benéfica
em relacdo a atividade bioherbicida. Além disso, essas combinacBes envolvem varidveis
bioldgicas (fungos, enzimas, microalga), que podem ter sofrido inibi¢cGes por conta das suas
interacdes.

O uso da microalga bruta, sem passar pela esterilizacdo em autoclave, apresentou
fitotoxicidade de 20,00 + 1,00 %, considerado dano foliar leve e que pode ser atribuido a
compostos biologicamente ativos com atividade téxica produzidos por microalgas e que sdo
indicados para o controle de plantas daninhas, como fendis, aleloquimicos, 6leos, entre outros
(COSTA et al., 2019). A aplicacdo da microalga bruta demonstra que, mesmo que a microalga
apresente nivel leve de fitotoxicidade, o potencial fitotoxico pode ser ampliado quando ela é
utilizada como substrato para producdo de bioherbicidas fungicos. Isto pode ser observado nas
atividades bioberbicidas dos extratos aplicados isoladamente (provenientes das fermentacGes
submersa e solida) e da mistura 6. Assim pode-se afirmar que a microalga isoladamente nédo
tem o mesmo potencial de controle bioldgico do que quando aplicada em consércio com 0s

fungos e metabdlitos produzidos por eles.



Por meio da aplicacdo da mistura 6, que se refere a combinacao dos extratos obtidos por
fermentagdo submersa do fungo Fusarium sp. e o extrato obtido por fermentacdo solida do
consorcio 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 aplicagdo dos extratos combinados

podem ser visualizados na Figura 4.

Figura 4 — Efeito fitotdxico dos extratos obtidos por meio da combinacdo de extratos
provenientes das fermentagcdes submersa e sélida dos fungos Trichoderma koningiopsis,
Fusarium denticulatum em consorcio com Mucor circinelloides e Fusarium sp.

e

<

Fonte: Elaboragéo propria (2021).

O efeito fitotoxico causado pela mistura 6 provavelmente tem relagdo com sua
composic¢do, que resultou em um extrato atuando de forma sinérgica. O coquetel enzimético
presente neste extrato € composto por amilase, celulase, lipase e peroxidase (Tabela 5), sendo
que a producéo destas enzimas néo atingiu as maiores atividades dentre os ensaios observados.
Os resultados sugerem que as enzimas formaram um pool enzimaético equilibrado, o que
também foi favoravel para outros componentes bioldgicos envolvidos neste processo, que dessa

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



situacdo de equilibrio entre as enzimas ndo € observada nas outras misturas, como a mistura 5
por exemplo, em que h& uma alta producdo de peroxidase, baixa concentracdo de amilases e
celulases e ndo foi detectada a presenca de lipases. Quando aplicado em Cucumis sativus, a
mistura 5 ndo apresentou caracteristicas para se tornar um potencial bioherbicida, atingindo
uma fitotoxicidade de 7,00 + 0,60 %. O efeito observado apds aplicacdo da mistura 6, pode ter
relacdo com alguns metabdlitos produzidos por espécies de Fusarium sp., que sdo denominados
toxinas emergentes ou Fusariotoxinas, como a moniliformina e a beauvericina. A
moniliformina é um sal que apresenta efeito citotoxico, ja a beauvericina é um inibidor e induz
a fragmentacio de DNA (JAJIC et al., 2019; CALONI et al., 2020). Estas toxinas podem ter
relagdo com os efeitos observados em Cucumis sativus.

Com as combinacdes dos extratos produzidos por processos fermentativos distintos é
possivel perceber que as possibilidades de uso e obtencdo de um bioherbicida sdo amplas e que
seus efeitos e especificidades serdo dependentes de sua fonte bioldgica. Deste mesmo modo, 0s
diferentes mecanismos de ac¢ao envolvidos desde o processo de obtencao dos extratos permitem
gue a planta alvo seja infectada mais rapidamente e por diferentes vias metabdlicas
(CORDEAU et al., 2016). Essas podem ter sido as explicacBes para que 0s extratos combinados
apresentem efeitos fitotdxicos distintos aos extratos aplicados individualmente.

Os fungos do género Fusarium demonstraram potencial biotecnol6gico tanto para a
producdo enzimatica como para atividade bioherbicida. Geralmente a producdo enzimatica de
Fusarium sp. é relacionada com a sua patogenicidade, pois esse fungo favorece a producéo de
diversas enzimas hidroliticas e oxidativas, capazes de degradar a parede celular de plantas. A
presenca dessas enzimas pode ativar mecanismos de defesa contra 0 aumento dos niveis de
EROs, resultando em inducdo de doencas e destruicdo dos tecidos de plantas (SAREMI,
ROSTAMI; SAREMI, 2018; DA ROSA-GARZON et al., 2019). Quando a planta esta sob uma
condicdo de estresse, seus niveis de prolina sdo desregulados. Esse aminoacido esta relacionado
a lignificagdo da parede celular e a capacidade de influenciar a atividade de peroxidases. A
prolina tem a funcdo de manter o fluxo de elétrons entre as membranas celulares, eliminando
muitas vezes radicais livres que causam fotoinibicdo. Neste caso, 0 aumento de atividade da
peroxidases nos tecidos das plantas levaria a uma intoxicagdo, causando morte celular
(ALAMRI et al., 2019).

Além disso, as enzimas produzidas, mesmo que em reduzidas concentracGes, podem
apresentar especificidade, atuando de forma complexa e sinérgica, enviando sinais de
resisténcia sistémica e induzindo as plantas a se defenderem com respostas de alteracoes

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



Deve-se levar em consideragédo o fato de que os fungos que demonstraram maior
potencial para atividade bioherbicida foram isolados de lagartas, e que suas caracteristicas como
produtores de enzimas e biocontroladores ainda estdo em etapas preliminares. Com base nos
resultados obtidos, é possivel considerar que os fungos isolados de lagarta sdo robustos,
eficientes e extremamente adaptéveis, visto que foram testados em meios de crescimento
alternativos, como a biomassa de microalgas. Além disso, deve-se destacar que ndo foram
encontrados estudos nessa mesma linha de pesquisa, combinando extratos obtidos por estes
microrganismos isolados e por diferentes processos fermentativos para fins de aplicacéo

bioherbicida.

4.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS
FERMENTADOS

Os compostos caracterizados e obtidos pelo processo de extracdo estdo descritos nos
Apéndices (A ao I). Cerca de 40 compostos foram identificados no controle da fermentagao
submersa e 26 no controle da fermentacao solida, ja para os extratos fangicos e para a mistura
6 os valores foram reduzidos entre 21 e 17 compostos identificados. Este fato pode estar
relacionado ao processo de fermentacdo, 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
organicos. A fracdo de acidos graxos presentes nos extratos como, por exemplo, acido
pentandico, acido hexandico, &cido octandico, acido linolénico, entre outros, quando aplicados
nas plantas de Cucumis sativus podem ter atuado na permeabilidade das trocas metabdlicas da
parede celular, resultando na destruicdo da membrana e até mesmo alterando processos de
fotossintese (ALAMSJAH et al., 2008). Acidos graxos podem apresentar efeitos fitotoxicos em
plantas daninhas, e por esse motivo sdo considerados compostos com propriedades alelopaticas,
definidas como a condic¢do na qual as plantas apresentam uma vantagem competitiva, e por
meio de metabolitos secundarios produzidos por microrganismos ou plantas influenciam de
forma a estimular ou regular o desenvolvimento de outras plantas ou organismos (WU et al.,
2006; LI; AMIST; BAI, 2019).

Ja os compostos organicos e volateis podem ser responsaveis por alguns efeitos
fitotoxicos em plantas e, neste sentido, tem-se apenas alguns indicativos de possiveis compostos
fitotoxicos, como eicosano (PARDO-MURAS et al., 2018) e 2-feniletil (NORSWORTHY;
MEEHAN, 2005). N&o se tem certeza da atuacao de cada um dos compostos identificados, visto

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



fitotoxinas presentes em cada extrato (KHANH et al., 2006; ULLOA-BENITEZ et al., 2016),
ja que novas moléculas de fungos podem apresentar diferentes mecanismos de acdo que até
mesmo podem ser desconhecidos até o momento (TRIOLET et al., 2019).

Dentre os compostos identificados, o acido linolénico € um composto que se aplicado
em concentracbes mais baixas podem estimular o crescimento de plantas. Isso é um ponto
positivo para um bioherbicida seletivo, se for possivel que a sua formulacdo reduza o
crescimento de plantas invasoras e estimule o desenvolvimento de culturas de interesse
agrondmico (MICHALAK; CHOJNACKA, 2015; TUBEILEH; SOUIKANE, 2020;
MICHELON et al., 2021). Neste cenario, englobariamos uma forma mais saudavel de producéo
se comparada as técnicas convencionais, utilizando um produto ao mesmo tempo

bioestimulante e bioregulador para plantas.

4.5 CONCENTRACAO DOS EXTRATOS FERMENTADOS

Para os testes de concentracdo utilizou-se apenas a mistura 6, devido ao seu potencial
bioherbicida quando aplicada em Cucumis sativus. A medida de atividade enzimatica da
mistura seca em estufa seguiu a mesma metodologia empregada nos testes anteriores, ja para a
mistura que foi liofilizada diluiu-se 1 g da amostra liofilizada em 100 mL de 4gua destilada. Na
Tabela 8 estdo apresentados os resultados dos testes de concentragao, na qual a mistura 6 refere-
se a mistura bruta, sem nenhum tratamento.

Tabela 8 - Resultados da producédo enzimatica de amilase, celulase, lacase, lipase e peroxidase,
obtidos por meio dos testes de concentragdo enzimatica para o extrato proveniente da mistura

6.
Atividade Enziméatica (U/mL)
Testes
Amilase FPase Lacase Lipase Peroxidase
Mistura 6 nd 0,21 % 0,022 nd 1,60 £0,17%° 30,37 + 0,02
(sem tratamento)

Liofilizagdo 445+002°  1507+0,02° 3885020 585+014° 50,95+0,02°
Secagem 40 °C 3,05+ 0,01° 0,96 + 0,01° nd nd 43,00 +0,01°
Secagem 60 °C 5,69 + 0,01° 1,33 + 0,20 nd nd 43,80 +0,01°
Secagem 80°C 3,69 + 0,20° 1,11 + 0,20°¢ nd nd 29,90 £ 0,02

Secagem 100°C 3,43 +0,20¢ 1,17 + 0,20%¢ nd 1,35+0,08"  39,05+0,05°

abcde | etras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

nd: ndo detectado.



Para todas as enzimas analisadas a técnica de liofilizacdo foi a mais promissora no
processo de concentracdo. Este fato pode estar relacionado ao processo de liofilizag&o ocorrer
em baixas temperaturas e pressdo, fazendo com que os cristais de gelo da amostra sublimem, o
que é benéfico para as enzimas que sao sensiveis 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 &gua é reduzida.
Além disso, as amostras liofilizadas poderiam ser mantidas e até mesmo transportadas em
temperatura ambiente, fatores também positivos para a comercializacdo de um produto
(GRZEGORCZYK et al., 2018).

Dentre as temperaturas de evaporagéo testadas para a mistura 6, a de 60 °C resultou em
maior atividade para as enzimas amilase, celulase e peroxidase (valores superiores se
comparados a mistura 6 bruta). Este resultado pode ser atribuido a uma ativacdo enzimatica na
qual a temperatura utilizada pode ter estabilizado estruturas conformacionais da enzima,
alterando até mesmo seus sitios ativos e resultando em uma concentragdo de enzimas ativas. A
temperatura também pode afetar as forcas de interac6es hidrofobicas no meio, e as enzimas séo
moléculas que dependem destas interacdes. Assim sendo, a atividade catalitica também sofre
transicOes conforme a temperatura aplicada. Deve-se levar em consideracdo que a adaptagéo
das enzimas a diferentes temperaturas também pode estar relacionada a sua origem, neste caso,
a adaptacdo microbiana e as condi¢cdes em que tais enzimas foram obtidas, conferindo-lhes
caracteristicas unicas de acdo (DANIEL et al., 2008; TODERO et al., 2020).

O efeito da temperatura na atividade enzimatica é dependente de estabilidade térmica
da enzima, da duracdo de exposicdo e da temperatura aplicada. Neste estudo, utilizando a
temperatura de 100 °C observa-se uma diminuicdo da atividade enzimatica se comparada com
a temperatura de 60 °C. Isto pode ser explicado pela inativacdo enzimatica, devido a alta
temperatura. Por outro lado, quando o extrato foi exposto a 100 °C detectou-se producédo
enzimatica, mesmo em alta temperatura, sendo assim, pode ter ocorrido apenas a inativacdo 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 diluida foi a que apresentou maior
toxidade, enquanto as amostras que foram fermentadas, liofilizadas ou evaporadas

demonstraram indices Mitéticos (IM) mais reduzidos. Na Tabela 9 estdo os resultados dos IM.



Tabela 9 — Resultado dos Indices Mitdticos (IM) em meristemas apicais de Allium cepa para

as amostras brutas e diluidas de microalgas, Mistura 6 e dos testes de concentra¢do enzimatica.

s Indice Mitético (IM) (%)
Controle 2,61 + 0,052
Microalga bruta* -
Microalga (1:32) 15,40 + 0,03"
Mistura 6* -
Mistura 6 (1:16) 7,00 + 0,02°
Liofilizada (1:16) 2,80 +0,19°
Secagem 40 °C 3,20 +0,01¢
Secagem 60 °C 2,22 £0,01°
Secagem 80 °C 5,69 + 0,20
Secagem 100 °C 5,43 + 0,20

abedef| etras minGsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

* Néo foi possivel visualizar as células. Por esse motivo as amostras foram diluidas para que pudessem ser
calculados os IM.

Os dados de citotoxidade indicaram que as amostras avaliadas apresentam uma baixa
toxicidade. E importante considerar que em nenhuma amostra observou-se a ocorréncia de
alteracbes cromossémicas, como formacdo de microndcleos ou danos ao material genético;
apenas foi observado uma maior frequéncia de divisdes celulares na amostra que foi exposta a
microalga diluida (DUSMAN et al., 2014; KLANOVICZ et al., 2020).

Considerando que as amostras avaliadas quanto a toxicidade poderao ser aplicadas como
bioherbicida é possivel que apresentem baixo potencial de contaminacéo do solo e de recursos
hidricos. Essa seria uma condicdo relevante para um bioherbicida, avaliando que se fossem
aplicados a campo estariam expostos a chuva e a irrigacao e sofreriam uma pequena diluicédo
até atingir o solo e recursos hidricos (CAMARGO et al., 2020). Assim, estes resultados

demonstram aspectos positivos frente a producédo de bioherbicida seguro ambientalmente.



5 CONCLUSAO

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
consideracdo o seu processo de obtencéo e reciclo.

Os fungos utilizados neste estudo destacam a relevancia de pesquisas na area de
bioprospeccdo de novas cepas microbianas com potencial biotecnoldgico. Os microrganismos
demonstraram caracteristicas pertinentes, como bons produtores de enzimas e facilidade em se
adaptar a diferentes condigdes fermentativas e substrato alternativo. Nenhum dos fungos se
sobressaiu dentre os testes realizados. No entanto, quando utilizados em consércio obteve-se
resultados mais promissores. A producdo enzimatica a partir das cepas fingicas em conjunto
com a biomassa de microalgas ofereceram as condi¢cdes adequadas para obter um coquetel
enzimatico para fins bioherbicidas.

Por meio dos testes preliminares realizados em Cucumis sativus, pode-se inferir que as
cepas microbianas sdo potenciais agentes de controle bioldgico. Estudos ainda precisam ser
delineados frente ao impacto da permanéncia destes bioherbicidas no solo e qual o periodo de
sobrevivéncia dos residuos da aplicagdo destes extratos no ambiente, além da adaptacdo destas
aplicacdes a campo.

Os testes de concentracdo demonstram-se promissores para o0 incremento da atividade
enzimatica, principalmente quando o extrato foi liofilizado, esta pode ser uma alternativa para
solucionar a questdo de bioherbicidas oferecerem atividade reduzida devido as baixas
concentragdes de fitotoxinas responsaveis por causar os efeitos toxicos nas plantas alvo.

Com a caracterizacdo dos extratos foi possivel obter informacdes significativas sobre os
extratos fermentados, identificar alguns compostos e associar seus provaveis efeitos de
fitotoxidade para melhor compreender os mecanismos de acdo envolvidos na atividade
bioherbicida final.

Por fim, alguns dos desafios envolvidos em tornar cepas selvagens bem-sucedidas em
um bioprocesso viavel foram superados. Resultados de baixa toxicidade dos extratos sugerem
que os bioherbicidas apresentam a possibilidade de aplicacdo em escala real em um futuro
proximo, isto porque o baixo potencial de contaminacdo em conjunto com as condicdes
benéficas ao controle de plantas daninhas fard com que o uso destes bioherbicidas apresente
viabilidade e seguranca alimentar e ambiental, além de oferecer a agricultores e cientistas

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



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

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

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

forma, seguem algumas sugestdes para trabalhos futuros:

Produtos microbianos tém sido utilizados hd anos na agricultura, mas recentemente
receberam mais atencdo devido aos impactos negativos do uso restrito de produtos
quimicos. Neste sentido, para que estes bioherbicidas possam ser comercializadas em
grande escala ¢ preciso estudar uma formulacdo que atenda as necessidades de
produtores, seja eficaz, versatil os requisitos de entrega e comercializagdo,
impulsionando o interesse pelo consumo de produtos bioldgicos. Para isso, industrias
ou startups precisardo investir em pesquisas de desenvolvimento de processos e
produtos bioldgicos, o que também exigird parcerias entre organizacdes publicas e
privadas.

Avaliar se a formulagdo do bioherbicida mantera sua eficacia mesmo armazenada em
condigdes adversas como, alta temperatura, umidade e exposi¢cdo a luz. Neste caso,
produtos desidratados sao mais baratos, faceis de transportar e tém menor probabilidade
de contaminacao.

Aspectos como a seletividade do bioherbicida, permanéncia no ambiente, local
(semente, folha ou raiz) e tempo de aplicagdo precisam ser avaliados, visto que os
produtos biologicos tém uma acdo mais lenta, muitas vezes controlando as plantas
invasoras pela supressdo e nao necessariamente causando a morte, isso pode abrir
brechas para danos a cultura. Por isso, pesquisadores e produtores precisam conhecer o
ciclo de vida da planta alvo, assim serd mais garantido que a aplicacdo do produto
ocorrera nas condig¢des € no tempo certo.

A formula¢do do bioherbicida deve levar em consideracdo a aplicagdo do produto, pois
precisa ser compativel com os equipamentos disponiveis no mercado e utilizados pelos

agricultores.
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APENDICE A - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO CONTROLE DA
FERMENTACAO SUBMERSA EM GC-MS.

Tabela 10 — Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado do controle da
fermentacdo submersa em GC-MS.

N°| RT Compound name Quality % of Molecular Mol

(Min.) (%) total Formula Wt
1 3.22 2,4,4-Trimethyl-1 80 0.24 C8H180 130

pentanol
2 | 3.37 2-Penten-1-ol 92 0.51 C8H180Si 158
3 | 349 Butanoic acid, 2-methyl 93 1.36 C8H1802Si 174
4 | 3.64 Butanoic acid, 3-methyl 96 1.66 C8H1802Si 174
5 | 401 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 C8H2202Si2 206
8 | 443 Pentanoic acid 94 0.34 C8H1802Si 174
9 5.73 Propane-1,2-diol 93 2.27 C9H2402Si2 220
10 | 5.85 cis-2-Hexen-1-ol 79 0.87 C9H200Si 172
11 | 594 Butane, 2,3-dihydroxy 97 2.74 C10H2602Si 234
12 | 6.22 1,3 Propanediol 95 1.14 C9H2402Si2 220
13 | 6.33 Propanoic acid, 2- 96 10.76 C9H2203Si2 234
hydroxy
14 | 6.50 Hexanoic acid 96 1.16 C9H2002Si 188
15| 10.30 2-phenylethyl 94 3.77 C11H180Si 194
16 | 10.76 | Pentanoic acid, 4-methyl- 78 0.29 C12H2803Si 276
2-hydroxy

17 | 1091 Diethylene glycol 88 0.26 C10H2603Si 250
18 | 11.27 Octanoic acid 90 0.44 C11H2402Si 216
19 | 11.38 3-Acetoxybutyric acid 78 1.28 C9H1804Si 218
20 | 11.66 | Dodecane, 4,6-dimethyl 92 0.26 C14H30 198
21| 11.86 Glycerol 95 3.17 C12H3203si 308
22 | 12.74 Nonanoic acid 86 2.43 C12H2602Si 230




23 | 13.18 Pyrimidine, 2,4- 94 3.73 C10H20N20 256
dihydroxy
24 | 14.69 Pyrimidine, 5-methyl- 93 2.03 C11H22N20 270
2,4-dihydroxy
25 | 16.66 Tetradecane 93 0.93 C14H30 198
26 | 17.62 Hexadecane 91 0.45 Cl6H34 226
27 | 17.76 | 1,3-Benzoxazol-2-amine 78 1.13 C13H22N20 278
28 | 17.82 Dodecanoic acid, 2,3- 73 0.32 C19H3406 358
bis(acetyloxy)propyl
ester
29 | 18.34 | 4-Hydroxyphenylethanol 87 0.47 C14H2602Si 282
30 | 20.11 3-hydroxy stearic acid 79 1.36 C24H5203Si 444
31 | 21.06 Heptadecane 92 0.69 C17H36 240
32 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 88 0.84 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
33 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 85 0.91 C17H2403 276
oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione
34 | 25.00 Eicosane 92 0.51 C20H42 282
35| 26.68 alpha.-Linolenic acid 88 3.79 C21H3802Si 350
36 | 27.10 Hexadecanoic acid 94 22.91 C19H4002Si 328
37 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 1.64 C21H4002Si 352
38 | 31.12 Octadecanoic acid 86 14.93 C21H4402Si 356
39 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 90 1.57 C25H5404Si 474
dihydroxy propyl ester
40 | 43.26 | Octadecanoic acid, 2,3- 91 1.96 C27H5804Si 502

dihydroxy propyl ester




APENDICE B - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Trichoderma
koningiopsis DA FERMENTACAO SUBMERSA EM GC-MS.

Tabela 11 - Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado do Trichoderma
koningiopsis da fermentagdo submersa em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol
(Min.) (%) total Formula Wt
1 417 Heptane, 2,2,4-trimethyl 86 0.81 C10H22 142
2 | 6.33 Propanoic acid, 2- 96 591 C9H2203Si2 234
hydroxy
3 | 16.66 Tetradecane 93 1.64 C14H30 198
4 | 21.06 Heptadecane 94 1.29 C17H36 240
5 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 90 3.13 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
6 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 89 2.20 C17H2403 276

oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione

7 | 25.00 Eicosane 93 111 C20H42 282
8 | 27.10 Hexadecanoic acid 88 41.65 C19H4002Si 328
9 | 29.67 | 3,7,11,15-tetramethyl-2- 87 1.14 C23H480Si 368
hexadecen-1-ol
10 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 1.54 C21H4002Si 352
11| 31.12 Octadecanoic acid 92 31.66 C21H4402Si 356
12 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 92 2.70 C25H5404Si 474
dihydroxy propy! ester
13 | 42.72 2-Monopalmitin 80 1.99 C25H5404Si2 474
14 | 43.26 | Octadecanoic acid, 2,3- 92 3.23 C27H5804Si 502

dihydroxy propyl ester




APENDICE C - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium sp.
DA FERMENTACAO SUBMERSA EM GC-MS.

Tabela 12 - Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado do Fusarium sp. da
fermentacdo submersa em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol

(Min.) (%) total Formula Wt
1| 4.01 Ethylamine 81 1.60 C8H23NSi2 189
2 | 4.17 | Heptane, 2,2,4-trimethyl 82 0.35 C10H22 142
3 | 430 Ethylene glycol 90 10.15 C8H2202Si2 206
4 | 6.22 1,3 Propanediol 89 0.42 C9H2402Si2 220
5| 633 Propanoic acid, 2- 95 6.16 C9H2203Si2 234

hydroxy
6 | 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 0.66 C9H1804Si 218
7 | 11.66 | Dodecane, 4,6-dimethyl 92 0.47 C14H30 198
8 | 11.86 Glycerol 95 3.30 C12H3203sSi 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 C13H22N20 278
12 | 21.06 Heptadecane 93 1.32 C17H36 240
13 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 91 2.19 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
14 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 79 1.04 C17H2403 276
oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione
15 | 25.00 Eicosane 91 0.94 C20H42 282
16 | 27.10 Hexadecanoic acid 95 35.36 C19H4002Si 328
17 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 2.35 C21H4002Si 352
18 | 31.12 Octadecanoic acid 93 22.60 C21H4402Si 356
19 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 91 2.79 C25H5404Si 474
dihydroxy propyl ester

20 | 42.72 2-Monopalmitin 83 1.18 C25H5404Si2 474




21

43.26

Octadecanoic acid, 2,3-
dihydroxy propyl ester

91

3.27

C27H5804Si

502




APENDICE D - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium
denticulatum EM CONSORCIO COM Mucor circinelloides DA FERMENTACAO
SUBMERSA EM GC-MS.

Tabela 13 - Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado do Fusarium
denticulatum em consorcio com Mucor cicinelloides da fermentacdo submersa em GC-MS.

N© RT Compound name Quality | % of Molecular Mol

(Min.) (%) total Formula Wt
1| 430 Ethylene glycol 86 36.98 C8H2202sSi2 206
2 | 633 Pmp‘:‘:;%ifoi‘;d' z 96 449 | CO9H2203Si2 | 234
3 | 11.38 3-Acetoxybutyric acid 76 1.13 C9H1804Si 218
4 | 11.66 | Dodecane, 4,6-dimethyl 93 0.49 C14H30 198
5 | 11.86 Glycerol 94 2.13 C12H3203si 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 C13H22N20 2178
9 | 21.06 Heptadecane 94 1.27 C17H36 240

1,2-Benzenedicarboxylic

10 | 23.88 | acid, bis(2-methylpropyl) 90 1.72 C16H2204 278

ester

7,9-Di-tert-butyl-1-
11 | 24.86 | oxaspiro(4,5)deca-6,9- 79 0.86 C17H2403 276
diene-2,8-dione

12 | 25.00 Eicosane 89 0.96 C20H42 282
13 | 27.10 Hexadecanoic acid 95 24.60 C19H4002Si 328
14 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 2.67 C21H4002Si 352
15| 31.12 Octadecanoic acid 93 12.74 C21H4402Si 356

Hexadecanoic acid, 2,3-

16| 39.92 dihydroxy propy! ester

91 2.61 C25H5404Si 474

Octadecanoic acid, 2,3-

17| 4326 dihydroxy propyl ester

92 3.56 C27H5804Si 502




APENDICE E - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO CONTROLE DA
FERMENTACAO SOLIDA EM GC-MS.

Tabela 14 - Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado do controle da
fermentacdo sélida em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol

(Min.) (%) total Formula Wt
1| 349 Butanoic acid, 2-methyl 92 0.85 C8H1802Si 174
2 | 3.64 Butanoic acid, 3-methyl 94 0.92 C8H1802Si 174
3| 430 Ethylene glycol 89 26.96 C8H2202sSi2 206
4 5.85 cis-2-Hexen-1-ol 80 2.05 C9H200Si 172
5 5.94 Butane, 2,3-dihydroxy 93 0.52 C10H2602Si 234
6 6.22 1,3 Propanediol 92 0.82 C9H2402Si2 220
7 6.33 Propanoic acid, 2- 95 4.71 C9H2203Si2 234

hydroxy
8 | 6.50 Hexanoic acid 93 0.55 C9H2002Si 188
9 7.38 2-ethyl-1-decanol 82 0.62 C15H340Si 258
10 | 10.30 2-phenylethyl 94 1.42 C11H180S:i 194
11| 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.45 C9H1804Si 218
12 | 11.86 Glycerol 94 2.54 C12H3203si 308
13 | 12.74 Nonanoic acid 85 1.77 C12H2602Si 230
14 | 13.18 Pyrimidine, 2,4- 94 3.64 C10H20N20 256
dihydroxy
15 | 14.69 Pyrimidine, 5-methyl- 91 1.54 C11H22N20 270
2,4-dihydroxy
16 | 16.66 Tetradecane 92 1.37 C14H30 198
17 | 17.76 | 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.35 C13H22N20 278
18 | 21.06 Heptadecane 94 1.17 C17H36 240
19 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 91 1.57 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester




20 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 82 1.07 C17H2403 276
oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione
21 | 25.00 Eicosane 91 0.80 C20H42 282
22 | 27.10 Hexadecanoic acid 95 20.22 C19H4002Si 328
23 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 3.47 C21H4002Si 352
24 | 31.12 Octadecanoic acid 91 12.18 C21H4402Si 356
25 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 90 3.36 C25H5404Si 474
dihydroxy propy! ester
26 | 43.26 Octadecanoic acid, 2,3- 91 3.08 C27H5804Si 502

dihydroxy propyl ester




APENDICE F - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Trichoderma
koningiopsis DA FERMENTACAO SOLIDA EM GC-MS.

Tabela 15 - Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado do Trichoderma
koningiopsis da fermentagdo sdlida em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol

(Min.) (%) total Formula Wt
1 | 4.10 | Heptane, 2,2,4-trimethyl 88 0.43 C10H22 142
2 | 4.30 Ethylene glycol 90 11.24 C8H2202Si2 206
3| 6.22 1,3 Propanediol 92 0.53 C9H2402Si2 220
4 | 6.33 Propanoic acid, 2- 95 4.71 C9H2203Si2 234

hydroxy
5 | 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.57 C9H1804Si 218
6 | 11.86 Glycerol 94 1.90 C12H3203Si 308
7 | 13.18 Pyrimidine, 2,4- 93 1.09 C10H20N20 256
dihydroxy
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 C13H22N20 278
11 | 21.06 Heptadecane 93 1.00 C17H36 240
12 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 91 1.27 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
13 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 85 1.45 C17H2403 276
oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione
14 | 25.00 Eicosane 91 0.69 C20H42 282
15 | 26.63 Alpha-linolenic acid 89 14.81 C21H3802Si 350
16 | 27.10 Hexadecanoic acid 93 40.46 C19H4002Si 328
17 | 30.58 9,12-octadecadienoic 85 6.08 C21H4002Si 352
acid (Z,2)

18 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 2.08 C21H4002Si 352
19 | 31.12 Octadecanoic acid 91 2.58 C21H4402Si 356




20 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 90 2.27 C25H5404Si 474
dihydroxy propyl ester
21 | 43.26 | Octadecanoic acid, 2,3- 92 2.41 C27H5804Si 502

dihydroxy propy! ester




APENDICE G - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium sp.
DA FERMENTAGCAO SOLIDA EM GC-MS.

Tabela 16 - Compostos identificados no extrato etanolico derivatizado do Fusarium sp. da
fermentacdo sélida em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol
(Min.) (%) total Formula Wt
1| 4.30 Ethylene glycol 90 09.16 C8H2202Si2 206
2 | 6.33 Propanoic acid, 2- 95 2.27 C9H2203Si2 234
hydroxy
3 | 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 0.93 C9H1804Si 218
4 | 11.86 Glycerol 94 1.84 C12H3203sSi 308
5| 13.18 Pyrimidine, 2,4- 94 1.74 C10H20N20 256
dihydroxy
6 | 14.69 Pyrimidine, 5-methyl- 93 1.24 C11H22N20 270
2,4-dihydroxy
7 | 16.66 Tetradecane 94 1.02 C14H30 198
8 | 17.76 | 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 1.28 C13H22N20 278
9 | 21.06 Heptadecane 93 0.75 C17H36 240
10 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 90 1.38 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
11 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 88 1.47 C17H2403 276

oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione

12 | 25.00 Eicosane 91 0.67 C20H42 282
13 | 26.63 Alpha-linolenic acid 90 16.54 C21H3802Si 350
14 | 27.10 Hexadecanoic acid 92 29.38 C19H4002Si 328
15| 30.58 9,12-octadecadienoic 92 12.90 C21H4002Si 352
acid (Z,2)
16 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 3.57 C21H4002Si 352
17 | 31.12 Octadecanoic acid 91 8.28 C21H4402Si 356
18 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 91 2.58 C25H5404Si 474

dihydroxy propy! ester
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APENDICE H - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DE Fusarium
denticulatum EM CONSORCIO COM Mucor circinelloides DA FERMENTACAO
SOLIDA EM GC-MS.

Tabela 17 - Compostos identificados no extrato etanolico derivatizado do Fusarium
denticulatum em consorcio com Mucor circinelloides da fermentacéo solida em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol

(Min.) (%) total Formula Wt
1| 430 Ethylene glycol 90 13.03 C8H2202Si2 206
2 | 6.22 1,3 Propanediol 95 1.32 C9H2402Si2 220
3 | 6.33 Propanoic acid, 2- 96 5.56 C9H2203Si2 234

hydroxy
4 | 10.91 Diethylene glycol 92 0.61 C10H2603Si2 250
5| 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.41 C9H1804Si 218
6 | 11.66 | Undecane,3,8-dimethyl 92 0.41 C13H28 184
7 | 11.86 Glycerol 93 2.03 C12H3203Si 308
8 | 13.18 Pyrimidine, 2,4- 94 2.59 C10H20N20 256
dihydroxy
9 | 14.69 Pyrimidine, 5-methyl- 93 1.88 C11H22N20 270
2,4-dihydroxy
10 | 16.66 Tetradecane 92 1.58 C14H30 198
11 | 17.76 | 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 2.10 C13H22N20 278
12 | 21.06 Heptadecane 93 1.32 C17H36 240
13 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 91 2.53 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester

14 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 80 1.10 C17H2403 276

oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione

15 | 25.00 Eicosane 91 0.86 C20H42 282
16 | 26.63 Alpha-linolenic acid 89 8.25 C21H3802Si 350
17 | 27.10 Hexadecanoic acid 93 29.24 C19H4002Si 328
18 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 3.92 C21H4002Si 352

19 | 31.12 Octadecanoic acid 91 10.78 C21H4402Si 356




20 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 91 4.25 C25H5404Si 474
dihydroxy propy! ester
21 | 43.26 | Octadecanoic acid, 2,3- 93 5.23 C27H5804Si 502

dihydroxy propy! ester




APENDICE | - COMPOSTOS IDENTIFICADOS NA MISTURA 6 (FERMENTACAO
SUBMERSA DO Fusarium sp. E FERMENTACAO SOLIDA DO Fusarium
denticulatum EM CONSORCIO COM Mucor circinelloides) EM GC-MS.

Tabela 18 - Compostos identificados no extrato etandlico derivatizado da mistura 6 da
fermentagdo submersa do Fusarium sp. e da fermentacdo sélida do Fusarium denticulatum em
consarcio com Mucor circinelloides em GC-MS.

N° | RT Compound name Quality | % of Molecular Mol
(Min.) (%) total Formula Wt
1| 4.30 Ethylene glycol 91 21.23 C8H2202Si2 206
2 | 6.22 1,3 Propanediol 94 1.07 C9H2402Si2 220
3| 6.33 Propanoic acid, 2- 96 4.49 C9H2203Si2 234
hydroxy
4 | 11.38 3-Acetoxybutyric acid 77 1.57 C9H1804Si 218
5 | 11.86 Glycerol 94 2.54 C12H3203sSi 308
6 | 13.18 Pyrimidine, 2,4- 92 1.69 C10H20N20 256
dihydroxy
7 | 14.69 Pyrimidine, 5-methyl- 92 1.06 C11H22N20 270
2,4-dihydroxy
8 | 16.66 Tetradecane 93 1.70 C14H30 198
9 | 17.76 | 1,3-Benzoxazol-2-amine 77 2.62 C13H22N20 278
10 | 21.06 Heptadecane 93 1.52 C17H36 240
11 | 23.88 | 1,2-Benzenedicarboxylic 89 1.51 C16H2204 278
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
12 | 24.86 7,9-Di-tert-butyl-1- 85 1.76 C17H2403 276
oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione
13 | 25.00 Eicosane 91 1.02 C20H42 282
14 | 27.10 Hexadecanoic acid 94 28.06 C19H4002Si 328
15 | 30.70 17-Octadecynoic acid 72 4.17 C21H4002Si 352
16 | 31.12 Octadecanoic acid 91 15.53 C21H4402Si 356
17 | 39.92 | Hexadecanoic acid, 2,3- 90 4.00 C25H5404Si 474
dihydroxy propyl ester
18 | 43.26 | Octadecanoic acid, 2,3- 91 4.46 C27H5804Si 502




dihydroxy propyl ester
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ANEXO F - PRODUCOES REFERENTES AO PERIODO DE MESTRADO
VINCULADAS AO TEMA DA DISSERTACAO (2019-2021)
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(96,00 = 3,00%), o que demonsim a smacio sinérgica na plants alve, provavelments palo poof
ermACO PIESENe Dests sXTALD AT COmpastn por amilasgs, calulasas, lipasss o paromidaves.
Por maie dou testes mealados am 7. sarver pode-w mfenr que as cepas meorobdamas sl
potencizis agentes de coxtroles biclégico de plantes invasors & gue os fingos em conjunto cony
a hicomsza de mucoalpas ofereceram condigles adequade: pam a obtencdo de wm pool
snrimatico de relevincia biotecnologica

Palyvras-chawe: conirols biokdgico; smeimas: cepas microbianas; biotecaologma: fermentagdo.
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ANEXO K - PRODUCOES REFERENTES AO PERIODO DE MESTRADO
VINCULADAS AO TEMA DA DISSERTACAO (2019-2021)

Resumos publicados em anais de congressos
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com potencial bioherbicida seletivo. In: VI Simpédsio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e Il Encontro
Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019, Erechim-RS. Anais do VI Simposio de Ciéncia
e Tecnologia Ambiental e 1l Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 112-
113.
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CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS UTILIZANDO FUNGOS COM POTENCIAL
BIOHEEBICIDA SELETIVOD

Sabrima Natalis Weirich”, Cleitom Ullewskd’, Aline Frumi Camarge’, Edzon Devenz
Janior', Framciele Borghelot', Gabriel M ajesld Barro', Fabio Bozsfin', Leon Oliveirs
Teles', Fibio Spira Seefansld’, Daiami Brandler’, Helen Treichel’, Alvemir Jozé Moz

‘eiverstilude Federal da Fromiein Surl, ol ooy em Agmomuoenia, coampur Erochim, RS,
Hniversdade Foderal da Froniers Sul, Gradescio en Frgmberis Andscelsl, compi Fredem, RS,
nivermdade Foderal da Frionlcm Sul, Pés-Gradus:io o Citncia ¢ Toenslogin Asbicslsl comma Frochim, RS,
M niversidade Faleral da Frosicin Sel, Profoos Adisto, compur Erechis, B8
® Ao pra correspondiecs. Sabrine Makids Weirich (weinic loabrizs@hotmal o)

As plamtrs daminkas o concsimades de difarentes formas 20 longo dos amos, de forma geral,
uma planta & considerada daninha se sutiver, dirsta. ou indiretinzents, prejudicande determinada
ativideds humara on seje. qos crescem onde nio sl desejadas o cansam prejuimes. As plaxtas
daminhas o wm grands smpecilho pare a producio agricola pois estes podem competir com a
caltera por mirienbes. agua, ke o supago, cansando gramdes perdss de produtivedads & eduglo
na quahidade dos prodetos, além de aumenter o5 cusios de produclo. A adogde do comtrole
quimico um avanco gerdl nas formas de mangje de plantas daninhes, poréom o wo
mcomete desses produtos permitn o sugimento de bictpes mesisteate o dversos mecamisoos
do agdo. Amalmente existems divemas espacies de plantas resistntes a harbicidas no mundo.
Esta fato & wma preocepacio pam a agmicultma pods menkem moranivme de agds move &
descobarto ha mads de 30 anos. Tendo ez 1ista a necassidade de comtrols de plextss daminhas o
a crescents demanda por nowes produtes devido & formes de msisténcia, a busca de novas
altarmativas de controle de daninkas vem e tormande findanseot]. Deaome alas destaca-se o
comtrole biclogice, qoe refare-ss 4 infroducdo de orgamisnes Mo ec05sdsema, com a intencio
dio comtrolar umy on maik sapécics indasajveis. Dere modas, bicherbicidas o prodetos que se
erigimam mteraleerds de crgantomos wivos on de sens metabaltios namrads qoe s3o nsados para
comtrolar populagies de plavias daninhes sem degradar o ambisnte. Destca-we que oF
bicherbicidus posrmem especificideds do alvo @ répids degradacdo ambisnml Dimte dos
problamas ambisntads aumdoes pelo wie xcesive de berbdcides smtdicos & 3 cescens
ocomancia de msivtincis des plantas aps mecamismos de agdo existemes, toma-se fondamental
a busca por novas altemativas pam o confrole de plants desinhas. Dest forma, chjstvon-ia
com &wte trabalho, obter isclades fimgicos de plantas infectadas, com potencis] binherbicida,
para 0 mansjo de plantes daninhe: em culthvos agrcoles ds verde. O soparimento fod conderido
oo Labomitric de Agreecclogia da Unhvenidide Federal da Frooteim 5ul sendo que forem
malivadas coletas sistematicas de plamtes daminhas infectadas, sxibindo simtomes tipicos de
enfarmidadas, am dmem do cultfvo de culteras ds verdo na regilo do Alts Urama Gatcho. As
amosiras forem lovads ao bborsiono cods fol malimde o molaments dos microrgamismen.
Apos a obtencdo de cultars poras, foi malizads @ furmentagdo sobmersa, sedo qus o prepars
do meio de cultora comtou cons adico de Glicoss, Extrato de levedura, Peptom, Sulfxo de
Amémio, Sulfato de Magmdsio, Sulfato Femose, Salfato de Meanpenés O microrgamismos
fomams imoculsdo: s meio @ posteriommeente colocados em agitador orbital, a 120 rpm o 28
*C por 72 boms. O axtraln foi fltade e adiciones-ss adjmamies, clee vegeal Anmof
Comrentrado Exmlsionaned (EC), na dose recomendada da 0,1% (100 mL 100 Etros de agna).
Aaplicagio do biocompeste foi realizde em crse de vesstacdo sobre as plantxs daninhas bova
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ANEXO L - PRODUCOES REFERENTES AO PERIODO DE MESTRADO
VINCULADAS AO TEMA DA DISSERTACAO (2019-2021)

Resumos publicados em anais de congressos
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Cleitom Ulkovzki”, Sabrina Naralia Weirich', Alime Frumi Camargo’, Fabio Spitza
Seefanclky, Fdron Devenr Janior®, Franciele Berghelor, Leon Oliveira Telex®, Cabriel
Majeskdi Barro®, Fabio Benafin®, Daiani Brandler”. Helen Treickel’, Altemir Jozé Mozsi'

Thsiveridade Fadoral di Fromicia Sul, Crasdusgo o Agnmomin, campur Frockim, FS,
Fmiversilade Faderal da Fronicn 5, Grdescin oo Exgenluris Al compe Exechim, 5,
W besrvoriduale Pl da Frimicine Sul, Pin-Chabuagio om Cigocis = Tomlugis Ambioial, campe Frodin, 5,
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0 crescimanin excesEno @ poalsmde das macrefites agnatices somado aos prejuizes canmdos
palas mommas nos mesarAborios wm instigade diverses pesqguisadores 2 buscar formas de
comirole destes plantas Atealmenis o8 métedos tadiciomas de conirels sdo o quimico,
mecimico & biolegice. Dentre sutes, a prindpal forma de controle etilizada & a mecimica, sodo
wm vista o4 problemas axbientyis cansades palo contmols quimico e o baixo dessovohimsenio
da técmica de comtrole biclogice. O controle tdolomicn, basicenzente, fax nso de orpemisomos
wivos para confolar ou redurir populagdes de espacies do plantas mdessjarais, sendo o wmo de
mcTo-nrgamismcs comn bicherbicidas wma das mads promissors. A prodncio ds harbicids por
mviCTorgRmines apmesents algemas tantegens sobre o barbicida sintético, pods s3o mormalmenis
bicdermadinceds, deixande menos residues tixicos no meic ambdentes. Dizxte da necessidade de
pesquisas sohre 2a ticzices de comtrole biclogice em marmedifas aquaticas, o prevents rabalbo
e como objsbvo o dessovobrimento de e bicherbicidy pam contols de macrofites
aquitica: infortamtes, a partir de um migorgemisess de banco de microrgEmitmos do
Laboratério de Agroecoloma ds Univenidsds Federal da Fronteira 5=l -cowpus Erechim
demopvinedo Gl As macofitas aquatices slo vegetais vistveis 2 olbe mm, cujas partes
fotossinteticaments atvas estic pamanentements, ou por diversos meses, ou parcialments
sLhmamas &m &rm docs ou salobma, ou ainda flutmnis na mewma abrangendo s chamades
matitas @ as de wnwo amplo, comoe o caso das anfibiss, sncomtradas na inrarface AguA-turma.
Pars smecnpdo foran nilivsdss s macrefites aquaticas Faohbormie crasapes, Proiur sinmtiotes
& Sahvimer herzogn multiplicadss sm mesrrattmos na Univenidsds Federal da Fromseirs Sal -
Erschim. O bicherbicidy foi proderido a partir de furmentagdo sobmersz amavés do wmo de
fmscos agitedes, contende 150 mL de meio de culinm contemdo Glicess, Exmate de Levedura,
Popionz, Sulfsin de Amdmio, Salfse Faroso, Sulfio de Magnéio @ Sulfso de Manganéz, a
fermantaclo foi realimada 2 temparaters da 26°C am agitsdor orbital a 120 rpee, permeanacamds
par 72 homas nessas condicdes. A apbicagdo do bicherbicida se dews na sepearficis das macrefites
com o auxilio da borifadomes pods o extrato fod utlizado o forea flrads, sendo a aplicacic
mﬁnﬂamcau de vegstagdo. A svaliaclo de Stointormicacio das plantes foi puamente vivnal
aos 7, 15 @ 21 dia apes a aplicagdo, dando-s& notes de imjurias de acorde com a Sodedade
Brasiledra dx Cidnciz dac Plants; Daninhas Além disso foram mealisdas as atividades
armaticas do sxtrate, wendo elas Peroxdass, Amilve, Lipase « Calulss. Diante dos testes o
fimge wfilirado para producdo de hickarbicida osionon wma porcentxgem wtiftoria de
danos pa macefita Famag sranoses acs 17 dias apos aplicacdo, reduxindo assim sem
OsCimento @ ConMeJuantemEnts su2 pacidsds de ccazionar damos no ambisnts que sl
maaridas. Fm mlbaglo & atividades enoimaticas presenies no extate, swado 2 qoe mais se
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ANEXO M — OUTRAS PRODUCOES REFERENTES AO PERIODO DE MESTRADO
(2019-2021)

Outras publicaces e atividades podem ser visualizadas no Curriculo Lattes:
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Publicacdo de livro com corpo editorial

Treichel, H.; Fongaro, G.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Stefanski, F.S.; Venturin, B (Org.) Utilising Biomass
in Biotechnology: A Circular Approach discussing the Pretreatment of Biomass, its Applications and Economic
Considerations. Green Energy and Technology. 1. ed. Springer International Publishing, 2020.
doi.org/10.1007/978-3-030-22853-8

Publicacdo de capitulo de livro com corpo editorial

Bonatto, C.; Venturin, B.; Mayer, D. A.; Bazoti, S.; Mulinari, J.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Muller, C.;
Fongaro, G.; Treichel, H. Introduction on Bioethanol. In: Helen Treichel; Sérgio Luiz Alves Junior; Gislaine
Fongaro; Caroline Muller. (Org.). Ethanol as a Green Alternative Fuel: Insight and Perspectives. 1ed. New York:
Nova Science Publishers, Inc., 2019, v.1, p.1-20.

Scapini, T.; Favaretto, D.C.; CAMARGO, A. F.; Czapela, F. F.; Bonatto, C.; Zanivan, J.; Dalastra, C.; Klanovicz,
N.; Souza, T.; Muller, C.; Fongaro, G.; Treichel, H. Bioethanol from Fruit Residues. In: Helen Treichel; Sérgio
Luiz Alves Junior; Gislaine Fongaro; Caroline Miller. (Org.). Ethanol as a Green Alternative Fuel: Insight and
Perspectives. 1ed. New York: Nova Science Publishers, Inc., 2019, v.1, p. 139-176.

Alves Junior, S.; Muller, C.; CAMARGO, A. F.; Bonatto, C.; Scapini, T.; Fongaro, G.; Treichel, H.
Bioprospecting Enzymes for 2G Ethanol through Metagenomics. In: Helen Treichel; Sérgio Luiz Alves Janior;
Gislaine Fongaro; Caroline Muller. (Org.). Ethanol as a Green Alternative Fuel: Insight and Perspectives. led.
New York: Nova Science Publishers, Inc., 2019, v.1, p. 177-198.

CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Stefanski, F. S.; Kubeneck, S.; Preczeski, K. P.; Bonatto, C.; Bordin, E. R;
Muller, C.; Fongaro, G.; Treichel, H. Reducing the Water Footprint of Bioethanol. In: Helen Treichel; Sérgio Luiz
Alves Jinior; Gislaine Fongaro; Caroline Miuller. (Org.). Ethanol as a Green Alternative Fuel: Insight and
Perspectives. 1ed. New York: Nova Science Publishers, Inc., 2019, v.1, p. 199-220.

Stefanski, F. S.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Dalastra, C.; Klanovicz, N.; Preczeski, K. P.; Czapela, F. F.;
Kubeneck, S.; Fongaro, G.; Treichel, H. Treatment and Uses of Biogas and Bioethanol Wastewater. In: Adriana
Magdalena (Org.). Wastewater Treatment: Processes, Uses and Importance. led. Nova York: Nova Science
Publishers, 2019, v. 1, p. 95-144.

Knoblauch, P. M.; Dalastra, C.; Stefanski, F. S.; Zanivan, J.; Klanovicz, N.; Kubeneck, S.; Rosa, G. A.; Reis, P.;
CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Lanna, M. C. S.; Rogovski, P.; Cadamuro, R. D.; Michelon, W.;
Viancelli, A.; Treichel, H.; Fongaro, G. Potencialidades brasileiras na integracao de reuso de agua e producao
bioenergética na visdo de economia circular. In: Jaqueline Fonseca Rodrigues. (Org.). Inovacdo, gestdo e
sustentabilidade 2. 1ed. Ponta Grossa, Parana: Atena, 2019, v. 2, p. 188-203.

Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Stefanski, F. S.; Klanovicz, N.; Pollon, R.; Zanivan, J.; Fongaro, G.; Treichel,
H. Enzyme-Mediated Enhanced Biogas Yield. In: Helen Treichel; Gislaine Fongaro. (Org.). Improving Biogas
Production. led. Suica: Springer International Publishing, 2019, v. 9, p. 45-68.

Rodriguez-Lazaro, D.; CAMARGO, A.F.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Spilki, F.R.; Lanna, M. C. S.; Hernandez, M.;
Fongaro, G. Digester Slurry Management: The “One Health” Perspective. In: Helen Treichel; Gislaine Fongaro.
(Org.). Improving Biogas Production. led. Suica: Springer International Publishing, 2019, v. 9, p. 243-256.



Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Bonatto, C.; Stefanski, F. S.; Dalastra, C.; Zanivan, J.; Viancelli, A.; Michelon,
W,; Fongaro, G.; Treichel, H. Sustainability of Biorefineries: Challenges Associated with Hydrolysis Methods for
Biomass Valorization. Clean Energy Production Technologies. 1ed.: Springer Singapore, 2020, v. 1, p. 255-272.

Bonatto, C.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Stefanski, F. S.; Alves Junior, S.; Muller, C.; Fongaro, G.; Treichel,
H. Biomass to bioenergy research: current and future trends for biofuels. In: Vijai Kumar Gupta; Helen Treichel;
Ramesh Chander Kuhad; Susana Rodriguez-Cout. (Org.). Recent Developments in Bioenergy Research. led.
United State: Elsevier B. V, 2020, v. 1, p. 1-18.

Colla, L. M.; Kreling, N. E.; Nazari, M. T.; Manfredini, P.; Machado, T. S.; Costa, J. A. V.; Scapini, T.;
CAMARGO, A. F.; Preczeski, K. P.; Stefanski, F. S.; Calvacante, B. D. M.; Fongaro, G.; Treichel, H. Use and
Applications of Aspergillus niger for the Development of Enzymes and Products of Biotechnological Interest. In:
Eva Baughan. (Org.). Aspergillus niger: Pathogenicity, Cultivation and Uses. 1ed. Nova York: Nova Science
Publishers, 2020, v.1, p. 123- 160.

Treichel, H.; Golunski, S.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Modlovski, T. A.; Venturin, B.; Bordin, E. R;;
Rossetto, V.; Mossi, A. J. Research and Production of Microbial Functional Sugars and Their Potential for
Industry. In: Gustavo Molina, Vijai Kumar Gupta, Brahma N. Singh, Nicholas Gathergood. (Org.). Bioprocessing
for Biomolecules Production. 1ed.: Wiley, 2020, v.1, p. 239-254.

Tépparo, D, C.; Rodriguez-L&zaro, D.; Hernandez, M.; CAMARGO, A. F.; Bonatto, C.; Maia, G.; Rogoviski, P.;
Dadamuro, R. D.; Soratto, T. A. T.; Scapini, T.; Stoco, P. H.; Wagner, G.; Kunz, A.; Michelon, W.; Viancelli, A.;
Treichel, H.; Fongaro, G. Wastewater Treatment for Bioenergy Purposes Using a Metaproteomic Approach. In:
Maulin P. Shah; Angana Sarkar; Sukhendu Mandal. (Org.). Wastewater Treatment. led.: Elsevier, 2021, v. 1, p.
253-278.

Publicacdo de artigo cientifico

Astolfi, V.; Astolfi, A. L.; Mazutti, M. A.; Rigo, E.; Luccio, M.; CAMARGO, A. F.; Dalastra, C.; Kubeneck, S.;
Fongaro, G.; Treichel, H. Cellulolytic enzymes production from agricultural residues for biofuels purpose on
circular economy approach. BIOPROCESS AND BIOSYSTEMS ENGINEERING, v. 42, p. 677-685, 2019.

Stefanski, F. S.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Zanivan, J.; Preczeski, K. P.; Fongaro, G.; Treichel, H. Low
power and short time under ultrasonic effect increase the inulinase activity. BRAZILIAN JOURNAL OF
DEVELOPMENT, v. 5, p. 2914-2927, 2019.

Paris Junior, O.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Venturin, B.; Dalastra, C.; Kubeneck, S.; Czapela, F. F;
Preczeski, K. P.; Stefanski, F. S.; Korf, E. P.; Valerio, A.; Luccio, M.; Mossi, A. J.; Fongaro, G.; Treichel, H.
Removal of chromium from wastewater by swine hair residues applied as a putative biofilter.
ENVIRONMENTAL SCIENCE AND POLLUTION RESEARCH, v. 26, p. 33014-33022, 2019.

Alves Junior, S.; Muller, C.; Bonatto, C.; Scapini, T., CAMARGO, A. F.; Fongaro, G.; Treichel, H.
Bioprospection of Enzymes and Microorganisms in Insects to Improve Second-Generation Ethanol Production.
INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY, v. 15, p. 336-349, 2019.

Klanovicz, N.; CAMARGO, A. F.; Stefanski, F. S.; Zanivan, J.; Scapini, T.; Pollon, R.; Warken, A.; Paliga, L.;
Preczeski, K. P.; Ribeiro, A. A. G. A.; Buffon, J. G.; Fongaro, G.; TreicheL, H. Advanced oxidation processes
applied for color removal of textile effluent using a home-made peroxidase from rice bran. BIOPROCESS AND
BIOSYSTEMS ENGINEERING, v. 43, p. 261-272, 2019.

Preczeski, K. P.; Dalastra, C.; Czapela, F. F.; Kubeneck, S.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Zanivan, J.; Bonatto,
C.; Stefanski, F. S.; Venturin, B.; Fongaro, G.; Treichel, H. Fusarium oxysporum and Aspergillus sp. as keratinase
producers using swine hair from agroindustrial residues. FRONTIERS IN BIOENGINEERING AND
BIOTECHNOLOGY, v. 8, p. 1-8, 2020.

Modkovski, T. A.; Scapini, T.; Dalastra, C.; Kubeneck, S.; CAMARGO, A. F.; Bordin, E. R..; Venturin, B.;
Jacques, R. J. S.; Andrade, N.; Belle, C.; Haminiuk, C. W. I.; Fongaro, G.; Treichel, H. Hexavalent chromium



removal based on biological treatment using filamentous fungi: sustainable biotechnology and environmentally
friendly. INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY, v. 16, p. 125-132, 2020.

Tapparo, D. C.; Rogovski, P.; Cadamuro, R. D.; Souza, D. S. M.; Bonatto, C.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.;
Stefanski, F. S.; AmaralL, A.; Kunz, A.; Hernandez, M.; Treichel, H.; Rodriguez-Lazaro, D.; Fongaro, G.
Nutritional, energy and sanitary aspects of swine manure and carcass co-digestion. FRONTIERS IN
BIOENGINEERING AND BIOTECHNOLOGY, v. 8, p. 1-13, 2020.

Soares, C. A.; Viancelli, A.; Michelon, W.; Shardelotto, M.; CAMARGO, A. F.; Vargas, G. D. L. P.; Fongaro,
G.; Treichel, H. Biogas yield prospection from swine manure and placenta in real-scale systems on circular
economy approach. BIOCATALYSIS AND AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY, v. 25, p. 101598, 2020.

Gaspareto, T. C.; Scapini, T.; Venturin, B.; Tapparo, D. C.; CAMARGO, A. F.; Luccio, M. D.; Valerio, A;;
Favretto, R.; Antes, F. G.; Steinmetz, R. L. R.; Treichel, H.; Kunz, A . Pre-treatment strategies for value addition
in poultry litter. FRONTIERS IN BIOENGINEERING AND BIOTECHNOLOGY, v. 8, p. 1-11, 2020.

Fongaro, G.; Maia, G. A.; Rogovski, P.; Cadamuro, R. D.; Lopes, J. C.; Moreira, R. S.; CAMARGO, A. F.;
Scapini, T.; Stefanski, F. S.; Bonatto, C.; Souza, D. S. M.; Stoco, P. H.; Duarte, R. T. D.; Da Cruz, A. C. C,;
Wagner, G.; Treichel, H. Extremophile Microbial Communities and Enzymes for Bioenergetic Application Based
on Multi-Omics Tools. CURRENT GENOMICS, v. 21, p. 1, 2020.

Viancelli, A.; Michelon, W.; Rogovski, P.; Cadamuro, R. D.; Souza, E. B.; Fongaro, G.; CAMARGO, A. F.;
Stefanski, F. S.; Venturin, B.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Preczeski, K. P.; Klanovicz, N.; Oliveira, D.; Treichel, H.
A review on alternative bioprocesses for removal of emerging contaminants. BIOPROCESS AND BIOSYSTEMS
ENGINEERING, v. 43, p. 2117-2129, 2020.

Czapela, F. F.; Kubeneck, S; Preczeski, K. P.; Dalastra, C.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Stefanski, F. S.; CAMARGO,
A. F.; Zanivan, J.; Mossi, A. J.; Fongaro, G.; Treichel, H. Reactional Ultrasonic Systems and Microwave
Irradiation for Pretreatment of Agro-Industrial Waste to Increase Enzymatic Activity. BIORESOURCE AND
BIOPROCESSING, v. 7, p. 1-13, 2020.

Klanovicz, N.; Warken, A.; Paliga, L.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Buffon, J. G.; Fongaro, G.; Teixeira, A.

C. S. C.; Treichel, H. One-step procedure for peroxidase concentration, dye separation, and color removal by
aqueous two-phase system. ENVIRONMENTAL SCIENCE AND POLLUTION RESEARCH, v. 1, p. 1, 2020.

Resumos publicados em anais de congressos

Bonatto, C.; Zanivan, J.; Dalastra, C.; Scapini, T.; CAMARGO, A.F.; Stefanski, F. S.; Bazoti, S.; Fongaro, G.;
Oliveira, D.; Treichel, H. Reducing the water footprint in ethanol production using wastewater from shrimp
production. In: |1 Congresso Internacional de Ambiente e Desenvolvimento, 2020, Lajeado. Anais do | Congresso
Internacional de Ambiente e Desenvolvimento, 2020.

Pomagerski, J. F.; Scapini, T.; CAMARGO, A. F.; Bonatto, C.; Dalastra, C.; Kubeneck, S.; Treichel, H.; Silveira,
S. M. Potencial de residuos de frutas como substrato na producdo de amilase pelo fungo Aspergillus niger. In:
VIl Simpdsio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental e 11l Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da
Fronteira Sul, 2020, Erechim-RS. Anais do VII Simposio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental e Il Encontro
Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2020.

Scapini, T.; Bonatto, C.; Dalastra, C.; Zanivan, J.; Bazoti, S.; CAMARGO, A.F.; Alves Junior, S.; Fongaro,
G.; Treichel, H. Producéo de etanol de segunda geracgao utilizando residuos de melancia como substrato. In: VI
Simposio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental e I11 Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira
Sul, 2020, Erechim-RS. Anais do VII Simposio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental e I11 Encontro Multidisciplinar
em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2020.

Scapini, T.; Bragagnolo, L.; CAMARGO, A.F.; Ulrich, A.; Zonin, V. J. Abordagem tedrico-pratica de modelos
de gestdo ambiental: uma comparagdo entre empresas publica e privada. In: VII Simposio em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental e 111 Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2020, Erechim-
RS. Anais do VII Simposio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental e 111 Encontro Multidisciplinar em Ciéncias
Ambientais da Fronteira Sul, 2020.


http://lattes.cnpq.br/9135334742696046
http://lattes.cnpq.br/9135334742696046
http://lattes.cnpq.br/9135334742696046

Ulrich, A.; Muller, C.; Lerin, L.; CAMARGO, A.F.; Diering, N. L.; Teles, L. O.; Devenz Junior, E.; Borghelot,
F.; Weirich, S.; Mossi, A. J. Avaliagdo da resisténcia de Trichoderma koningiopsis expostos a herbicidas sintéticos
comerciais. In: VI Simpésio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e Il Encontro Multidisciplinar em Ciéncias
Ambientais da Fronteira Sul, 2019, Erechim-RS. Anais do VI Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e Il
Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 13-14.

Calvacante, B. D. M.; Scapini, T.; Bonatto, C.; Zanivan, J.; CAMARGO, A. F.; Dalastra, C.; Souza, T.; Fongaro,
G.; Treichel, H.; Piero, R. M. Potencial de fungos isolados de frutas para producao de pectinase. In: VI Simposio
de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e Il Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019,
Erechim-RS. Anais do VI Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e |1 Encontro Multidisciplinar em Ciéncias
Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 26-26.

Stefanski, F. S.; CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Michelon, W.; Giacomel, D.; Doninelli, J. W.; Fongaro, G.;
Mossi, A. J.; Treichel, H. Andlise da producéo enzimatica de Trichoderma koningiopsis em escala piloto usando
biomassa de microalgas como substrato. In: VI Simposio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e 1l Encontro
Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019, Erechim-RS. Anais do VI Simposio de Ciéncia
e Tecnologia Ambiental e Il Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 55-55.

Klanovicz, N.; Warken, A.; Paliga, L., CAMARGO, A. F.; Scapini, T.; Buffon, J. G.; Fongaro, G.; Treichel, H.
Avaliacéo da estabilidade de enzimas oxirredutoras com potencial aplicacdo em rea¢des de interesse ambiental.
In: VI Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e 11 Encontro Multidisciplinar em Ciéncias Ambientais da
Fronteira Sul, 2019, Erechim-RS. VI Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental e Il Encontro Multidisciplinar
em Ciéncias Ambientais da Fronteira Sul, 2019. p. 103-103.

Klanovicz, N.; CAMARGO, A.F.; Warken, A.; Paliga, L.; Scapini, T.; Stefanski, F. S.; Zanivan, J.; Buffon, J. G.;
Fongaro, G.; Treichel, H. Valuation of non-commercial peroxidases by enzymatic concentration aiming
application in environmental interest reactions. In: Biopartitioning & Purification Conference 2019, 2019,
Guaruja, SP. Abstract Book - Biopartitioning & Purification Conference 2019, 2019.


http://lattes.cnpq.br/9135334742696046
http://lattes.cnpq.br/9135334742696046
http://lattes.cnpq.br/9135334742696046
http://lattes.cnpq.br/9135334742696046

