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1 Introducéo

O crescimento populacional e a urbanizagdo aumentam os desafios no saneamento,
exigindo alternativas aos tratamentos de efluentes (Camargo et al., 2024). Assim, as microalgas
surgem como uma solucdo, capazes de remover poluentes e gerar biomassa de valor agregado
para aplicagdes agroecoldgicas. Portanto, este estudo investiga a fermentacao de microalgas de
esgoto com Trichoderma koningiopsis a fim de produzir um composto enziméatico com

potencial biotecnologico.

2 Objetivos

Analisar a viabilidade da ampliacdo da fermentacdo com microalgas de esgoto e
Trichoderma koningiopsis para produzir um pool enzimatico com potencial ambiental e
agricola, além estudar a escala fermentativa e avaliar a acdo do composto contra patégenos

agricolas futuramente.

3 Metodologia

As microalgas foram cultivadas em um reservatorio contendo 50 L de efluente
previamente tratado com 5 L de indculo composto por microalgas provenientes de aguas
residuais sanitarias da ETE Candeia/Bauru-SP. Os géneros de microalgas identificados foram
cianobactérias, em especial Aphanotece sp. e Aphanocapsa sp. O microrganismo flngico
empregado foi o Trichoderma koningiopsis (identificado no GenBank sob o cédigo MK860714),
isolado da planta invasora Digitaria ciliares. Esse fungo demonstrou potencial para a sintese
de enzimas em investigacdes anteriores (Camargo et al., 2024).

A fermentacao submersa em escala reduzida foi conduzida em frascos Erlenmeyer com

volume operacional de 100 mL. O meio de cultivo foi preparado com 6,66 g de biomassa
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microalgal seca, para suplementar um meio fermentativo sintético ja otimizado para a produgédo
enzimatica. Os frascos foram inoculados com 10° esporos do fungo Trichoderma koningiopsis
por mL de meio fermentativo e mantidos sob agitacdo a 120 rpm, a uma temperatura de 28 °C,
durante 72 horas. Apds o periodo, os extratos foram filtrados por prensagem em tecido sintético.
O residuo soélido retido foi esterilizado e descartado, enquanto o filtrado foi submetido a
centrifugacdo a 2000 rpm, a 4 °C, por 10 minutos. O sobrenadante obtido ap6s a centrifugacao
foi empregado para a quantificacdo da atividade enzimatica. O processo em larga escala foi
realizado em um biorreator de bancada Airlift, modelo Bio-Tec-Pro-11 (Tecnal, Brasil), com
volume atil de 3,0 L. A condi¢do testada contou com 5,53g de biomassa de microalgas, 400 mL
de antiespumante e uma aeracdo de 8 LPM, sendo todo o teste realizado a 28 °C por 72 horas,
e 0 pH manteve-se em 8,3 até o final do processo.

A fermentacdo ocorreu com volume final de 2,0 L. O antiespumante AFP 320 da
FAXON Quimica foi utilizado nos testes. O oxigénio dissolvido foi monitorado, visando manté-
lo em pelo menos 75%. O biorreator foi autoclavado a 120 °C por 30 min a 1 atm. Apoés a
esterilizagdo, ao contetdo foram inoculados com 10° esporos/mL de suspensdo de Trichoderma
koningiopsis. Durante os testes, amostras foram coletadas a cada 24 h para verificacdo
enzimatica. Na condicdo testada, a cada retirada de amostra, 0 mesmo volume de biomassa
microalgal diluido em &gua destilada foi adicionada para avaliar como 0 processo se
comportaria com a reintroducdo do substrato ao longo do tempo. As amostras coletadas e o
extrato final foram filtrados em tecido sintético, o sélido retido foi esterilizado e descartado, e
o permeado liquido foi centrifugado a 2000 rpm, 4 °C por 30 min. O sobrenadante da
centrifugacgdo foi utilizado para as etapas subsequentes. Para analisar a presenca de um pool
enzimatico, foram escolhidas as enzimas peroxidase, lacase, amilase, celulase e lipase. Os
ensaios enzimaticos foram feitos em triplicata, contendo um controle reacional, sem a presenca
de extrato. Foram utilizadas as seguintes metodologias para as atividades enzimaticas:
Peroxidase: Devaiah e Shetty (2009), Khan e Robinson (1994). Lacase: Hou et al. (2004).
Amilase: Fuwa (1954), Pongsawadi e Yagisawa (1987). Lipase: Treichel et al. (2016). Celulase:
Ghose (1987). 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), sendo
adotado o software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

4 Resultados e Discussao
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4.1 Avaliacdo da produgéo enzimética em pequena escala
O ensaio controle ja apresentava enzimas, conforme evidenciado na Tabela 1, pois as
microalgas atuam como organismos primarios e acumular compostos biodisponiveis. Apds 72
horas, observou-se um aumento na atividade enzimatica, com destaque para a enzima
Peroxidase. Estudos indicam que o fungo empregado possui capacidade de producdo dessa
enzima e secreta enzimas hidroliticas e metabolitos secundarios (Reichert Junior et al., 2019).
Tabela 1. Resultados da atividade enzimatica apos 72 horas de fermentacdo em pequena

escala. A amostra controle ndo foi inoculada, refletindo apenas as enzimas presentes no meio.

Atividade Enzimatica Controle (U/mlL.) Fermentado (U/mL)
Amilase 14,73 18,90
Celulase 0,67 1,40

Lipase 0,00 0,00
Lacase 0,02 0,07
Peroxidase 67,16 194,00

*Os valores referem-se ao final do processo fermentativo e ndo apresentaram oscilagdes significativas
(p < 0,05).

A enzima lacase teve um valor baixo pois requer a presenca de substratos
contendo indutores quimicos, como compostos aromaticos e fenolicos. Ainda, a enzima lipase
ndo foi identificada devido a fatores como a disponibilidade de nutrientes no meio ou a fase de
crescimento da microalga. A presenca da enzima amilase ja no ensaio controle pode estar
associada a capacidade das microalgas de degradar carboidratos, como o amido. Apé6s a
fermentagdo, essa enzima aumentou, o que pode ser atribuido & a¢do do fungo no processo.

4.2 Avaliacao da producéo enzimética em larga escala

E comum, em fermentac®es com a utilizacao de biorreator airlift, a formacéo de espuma
no meio. Segundo estudos anteriores, a formacdo de espuma caracteriza um indicio de maior
atividade metabolica de Trichoderma koningiopsis (Camargo et al. 2024).

Tabela 2. Resultados da producdo enzimética presente na fermentacdo realizada no
biorreator Airlift sob a condicéo testada.
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Atividade Enzimitica Fermentado(U/mL)
Amilase 1.5
Celulase 118,7

Lipase 167.0
Lacase 0.9
Peroxidase 2.3

*QOs valores referem-se ao final do processo fermentativo e ndo apresentaram oscila¢des significativas (p
<0,05).

Sobre 0 processo, observou-se que o volume de antiespumante utilizado foi excessivo,
podendo este ter causado estresse ao fungo, que produziu lipases e celulases em maiores
guantidades, como pode ser observado na Tabela 2. A enzima lipase aparece de forma mais
significativa, atingindo valores de 167 U/mL. No caso da celulase testada, a microalga
possivelmente ja continha conteldo de enzima, isso pode ser confirmado pela presenca da
enzima no tempo zero, e conforme o tempo de fermentacao passou, o fungo foi capaz de usar a
microalga e produzir mais celulase (Korsa et al. 2023). Outras enzimas como lacase, peroxidase
e amilase apresentaram quantidades menores. Geralmente a diminui¢do na producdo enzimatica
pode estar relacionada a formacdo de metabdlitos inibidores, os quais sdo produzidos em
resposta as condi¢cGes ambientais. A baixa atividade da enzima lacase também foi observada em
outro estudo (Camargo et al., 2024), provavelmente porque a presenca de indutores metalicos
é necessaria para sua produgdo. Em relagdo a amilase manter baixa atividade durante a
fermentacdo, sabe-se que 0 processo de conversdo de microalgas em glicose necessita da
enzima a-amilase na etapa inicial e depois é seguida por uma enzima glucoamilase para
produzir glicose. Portanto, seria necessario um processo de pré-tratamento para liberar o amido

no meio.

5 Concluséo

O estudo demonstrou que a biomassa de microalgas tem multiplas aplicacdes,
servindo como substrato eficiente para o fungo Trichoderma koningiopsis produzir
enzimas de interesse industrial e biotecnoldgico. Os resultados comprovam a viabilidade
dessa abordagem fermentativa para gerar bioprodutos de alto valor agregado a partir de
efluentes tratados.
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