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1 INTRODUCAO

No cenario de produgdo enzimatica por meio de subprodutos, as cepas microbianas surgem
como parte imprescindivel do processo, ja que a obtencdo de enzimas por fermentagdo ocorre
através da atuacdo de microrganismos (principalmente fungos e bactérias) nestes substratos que
secretam enzimas com diferentes afinidades e de interesse biotecnolégico. Duas aplicacdes em que
recentemente o papel das enzimas tem sido alvo de exploragdo é com relagdo a produgdo de
bioherbicidas e de aplicagdes no tratamento bioldgico de efluentes da industria té€xtil (BORDIN et
al., 2018; KLANOVICZ et al., 2020).

Os bioherbicidas sdo definidos como produtos de origem natural para o controle de plantas
daninhas que podem ser organismos vivos, relacionados especificamente a microrganismos ou 0s
metabolitos que sdo formados ao longo de seu desenvolvimento. O uso desses microrganismos na
agricultura pode retardar o desenvolvimento de ervas daninhas agindo como uma forma de
biocontrole e reduzindo os riscos ambientais (RADHAKRISHNAN; ALQARAWI; ABD ALLAH,
2018). Bordin et al. (2018), usando meio de cultivo sintético, observaram resultados satisfatorios no
controle biolégico de Euphorbia heterophylla que foi associado a presenca de enzimas secretadas
pelo fungo Trichoderma koningiopsis, como celulases e peroxidases.

A acdo da enzima peroxidase também pode estar relacionada ao tratamento bioldgico de
efluentes industriais. Na literatura, diversos estudos trazem a abordagem dessas enzimas em
processos de tratamento de efluentes de industria téxtil, entretanto, a maioria desses estudos utiliza
enzimas comerciais que limita a aplicagdo em virtude dos altos custos envolvidos.

Nesse sentido, a busca por métodos mais baratos, eficazes e sustentaveis em processos
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bioldgicos no tratamento de efluentes téxteis, € um grande esfor¢o de pesquisa, devido a crescente
preocupacao ambiental e de saude que os elementos toxicos presentes nesse material ocasionam

quando langados em corpos receptores.

2 OBJETIVOS
Avaliar o potencial da utilizagdo de biomassa de microalgas como matéria-prima em
processo fermentativo submerso, visando a producdo de enzimas com potencial para tratamento

bioldgico de efluentes téxteis e na aplicagdo dos biocompostos em areas de interesse ambiental.

3 METODOLOGIA

A linhagem de microalga utilizada corresponde a espécie Chlorella spp. A biomassa foi
cedida pela Embrapa Suinos e Aves (Concordia, SC), sendo resultante do processo de
ficorremediagdo da 4gua residudria da suinocultura, apds o tratamento anaerobio (UASB). O
microrganismo utilizado para a produgdo dos extratos enzimaticos corresponde a espécie
Trichoderma koningiopsis, obtido no banco de microrganismos do Laboratorio de Agroecologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim, RS.

Testes preliminares foram realizados com a biomassa microalgal em trés diferentes
condigdes: 1) biomassa bruta (com 89% de umidade); 2) biomassa liofilizada (condigdes: 72 h, -50
°C e pressao de vacuo); 3) biomassa bruta e liofilizada pré-tratada com sonda de ultrassom (80% de
poténcia, 10 min e 3 pulsos). O meio fermentativo foi preparado em erlenmeyers com volume
efetivo de 150 mL, e esterilizado em autoclave por 20 min a 121 °C e 1 atm. Os meios foram
inoculados com 10° esporos/mL do microrganismo e incubados em agitador orbital sob condi¢des
de 120 rpm, 28 °C durante 72 h (BORDIN et al., 2018). Ao final da fermentagdo foi analisada a
presenca das enzimas lipase, celulase, amilase e peroxidase no extrato bruto apos separacao da
biomassa resultante. Todas as amostras foram realizadas em triplicatas.

Os extratos fermentados foram avaliados quanto sua acdo bioherbicida frente a quatro
plantas daninhas resistentes aos herbicidas comerciais: Bidens pilosa (picao preto), Conyza
bonariensis (buva), Urochloa plantaginea (papud) e Euphorbia heterophylla (leiteiro). As plantas
daninhas foram cultivadas em casa de vegetacdo com controle de temperatura (24 °C) e sem
controle de luminosidade. As aplicagdes foram coordenadas por pesquisadores do laboratorio de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS. Os extratos também
foram avaliados quanto a capacidade de descolorizagao dos compostos recalcitrantes presentes em
efluentes sintéticos de industria téxtil. Os testes avaliaram a especificidade da enzima frente ao
tratamento de diferentes tipos de corantes utilizados na industria téxtil: vermelho (455 nm), azul

(595 nm), amarelo (414 nm) e marrom (530 nm). A reacdo enzimatica foi conduzida em agitador



orbital por 5 horas a 160 RPM e 25 °C. Posteriormente, a descolorizagdo foi analisada usando
espectrofotometro com os respectivos comprimentos onda para cada corante mencionados acima. A
quantidade de corante removida foi determinada por meio da Equagdo 1 expressa a seguir.

ABS — ABS
Descolorizagdo (%) = INZI;;, ANAL X 100
INICIAL

(Equagao 1)
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do da biomassa microalgal apos o processo de ficorremediagdo do digestato
resultante da producao de biogas apresentou os seguintes resultados: 56,1% de proteinas, 34,7% de
carboidratos, 1,7% de lipidios e 7,8% de minerais.

A partir dos ensaios iniciais de fermentagdo verificou-se que houve uma grande producdo de
peroxidases com a utilizagdo de biomassa liofilizada e que o pré-tratamento ultrassonico nao foi
determinante para a produgdo dessa enzima (Tabela 1). O ensaio L4 foi o maior produtor de
peroxidase e amilase (16.200,00 e 6,98 U/mL, respectivamente). O ensaio L3 apresentou a maior
producdo de celulase e biomassa. A alta produgdo de biomassa pode estar ligada a maior existéncia
de substrato e aos maiores rendimentos de celulase. Também houve producdes de amilase somente
quando se detectou a presenca de peroxidase com lipase (ensaio F3) e peroxidase com celulase
(ensaio L4) sugerindo que possivelmente existe um sinergismo entre essas enzimas na dissolugao de
membranas e na quebra dos polissacarideos presentes na parede celular da microalga tornando
acessivel carboidratos como o amido para o crescimento fungico que estd presente
intracelularmente

As melhores condigdes obtidas das respostas enzimaticas (ensaio F4 e L4) foram
selecionadas para avaliar o potencial bioherbicida (Tabela 2). A porcentagem dos efeitos fitotoxicos

foi relacionada com o ensaio controle ao qual utilizou-se somente dgua destilada.



Tabela 1 — Atividade enzimatica e producdo de biomassa ap6s fermentagdo utilizando 7.
koningiopsis com biomassa microalgal fresca e liofilizada sob diferentes condicdes.

Biomassa fresca Biomassa liofilizada Meio
Condicdes sintético™
F1 F2 F3 F4 L1 L2 L3 L4

'g Peroxidase 0,00 0,00 660,67 | 766,67 2966,70 133,30 15400,00 16200,00 41,00
£c

§ 3 Celulase 0,50 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 3,99 5,99 10,62
= =

- g Amilase 0,00 0,00 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00 6,98 17,25

E Lipase 0,00 0,00 0,75 1.57 0,00 0,00 0,00 0,00 3,22

Biomassa (g/L) 2,26 2,09 4,78 4,75 11,44 13,21 14,31 14,05 1.85

*Resultados de produgdo enzimatica utilizando meios sintéticos para crescimento de 7. koningiopsis que representaram
melhor efeito bioherbicida em H. heterophylla (BORDIN et al., 2018).

F1 e L1: 7,5% (m/v) de microalga + 10° esporos/mL T. koningiopsis; F2 e L2: 7,5% (m/v) de microalga pré-tratada com
sonda de ultrassom + 10° esporos/mL 7. koningiopsis; F3 e L3: 10% (m/v) de microalga pré-tratada com sonda de
ultrassom + 10°esporos/mL T. koningiopsis; F4 e L4: 10% (m/v) de microalga + 10° esporos/mL T. koningiopsis

Tabela 2 - Analise de fitotoxicidade em plantas daninhas ap6s o 7° e 15° dia da aplicacdo dos
biocompostos F4 ¢ L4.

Respostas aos danos foliares em (%)
Espécies Biocomposto F4 Biocomposto L4
7°dia 15°dia 7°dia 15°dia
Bidens pilosa Nd 1 5 5
C. bonariensis 70 100 80 10
E. heterophylila 2 3 30 20
U. plantaginea Nd Nd 5 5

Biocomposto F4: Obtido da fermentagdo com a microalga fresca. Biocomposto L4: Obtido da fermentagdo com a micro-
alga liofilizada. Nd: Efeito ndo detectado.

A partir dos resultados de aplicagdo desse estudo, verificou-se um efeito seletivo dos
biocompostos F4 e L4 sobre a erva daninha C. bonariensis pela presenca de maiores efeitos
fitotoxicos. Os efeitos fitotoxicos apds o 15° dia em C. bonariensis foram maiores com a utilizagao
do biocomposto produzido a partir da biomassa fresca (F4) na fermentacdo do que em relagdao ao
uso da biomassa liofilizada (L4). A diminuicao do efeito fitotoxico ap6s o 15° dia com a aplicagao
do biocomposto L4 pode evidenciar a forte resisténcia dessa erva daninha. Além de possibilitar uma
reducdo de custos com o processo de secagem da microalga por liofilizagcdo, esses resultados
mostram-se interessantes por terem apresentado um controle satisfatorio de uma espécie
considerada altamente resistente aos herbicidas convencionais.

Os corantes escolhidos foram avaliados com a utilizacdo do extrato enzimatico bruto,
denominado F4 proveniente dos ensaios iniciais de fermentacdo. Em 5 mL de extrato enzimatico

houve uma descolorizagdo de 2,75%, 54,42% e 3,19% para os corantes vermelho, marrom e



amarelo, respectivamente. Nao foi identificada descolorizagdo para o corante azul. J4 em 10 mL,
houve descolorizacdes de 3,3%, 45,46%, 4,2% e 22,37% para os corantes vermelho, marrom,
amarelo e azul, respectivamente. Os resultados evidenciam que a enzima peroxidase presente no
extrato apresentou especificidade para a descolorizagdo do corante marrom, com 54,42% e 45,46%
de descolorizagdo no meio com 5 mL e 10 mL de extrato enzimatico, respectivamente. Este
resultado mostra-se promissor, comparado aos trabalhos na literatura que utilizaram peroxidases

ndo comerciais para a descolorizagdo de corantes.

5 CONCLUSAO

O processo fermentativo utilizando 7. koningiopsis ¢ biomassa de microalgas recuperada do
polimento de efluentes da suinocultura mostrou-se promissor para obtengao de biocompostos com
diferentes funcionalidades. Na anélise da producdo enzimatica, destacou-se a grande producdo de
peroxidases. Essas enzimas representam uma promissora alternativa no cenario ambiental para

tratamento de uma diversidade de efluentes industriais com grande risco para o meio ambiente.
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