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RESUMO

Tese de Doutorado Programa de Pés-Graduagao em Engenharia
Agricola Universidade Federal de Santa Maria

FORMULACAOE AVALIAQ}\O DE UM BIOHERBICIDA A
PARTIR DE FERMENTACAO SUBMERSA DO FUNGO
Diaporthe sp.

AUTOR: THIAGO CASTRO DE ALMEIDA
ORIENTADOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 15 de marco de 2019.

A busca por novas ferramentas que auxiliem no manejo de plantas daninhas pode
ser através de biomoléculas em bioherbicidas produzidos por microrganismos,
capazes de controlar as plantas daninhas com baixa toxicidade ao meio ambiente.
As biomoléculas sdo metabdlitos liberados durante o crescimento microbiano na
fermentacdo, sendo assim, encontradas em baixa concentracdo e de facil
degradagao. Neste sentido, o trabalho teve como por objetivo estudar a formulagéo
em spray drying de um bioherbicida produzido em fermentagdo submersa do fungo
Diaporthe sp. Assim, primeiro realizou se o estudo para otimizar a fermentagdo em
biorreator de tanque agitado continuamente (STR) através de um planejamento
delineamento composto central rotacional DCCR para as variaveis agitagdo (rpm) e
aeragao (vvm), avaliando o controle de cada tratamento sobre a germinagéo e a
inibicdo de crescimento de sementes de pepino. O tratamento 1 com as variaveis
47,5 rpm 1,9 vwm obteve os melhores resultados. Para avaliacdo da formulacao
solida em spray drying foi estudado a influéncia da vazao de alimentagéo (L.h'") e
vazdo de ar (L.min"") do ingrediente inerte (surfactante + agente adsorvante). Onde
através de um DCCR para as variaveis vazao de alimento e de ar, obteve se que o
tratamento 7 (0,2 L/h e 2,5 L/min) apresentou o maior rendimento para realizagao da
formulacdo. A eficiéncia da formulagdo em spray drying foi avaliada através de um
delineamento inteiramente casualizado DIC com os fatores tipo de formulacao
(liquida e sdlida), presenga de adjuvante (com ou sem) e porcentagem do caldo
fermentado (5, 25 e 100 % v/v) sobre a planta teste alface (Lactuca sativa), através
de um tri fatorial 2 x 2 x 3, mais um testemunha sem aplicacdo. Onde avaliou se a
porcentagem de fitotoxicidade (%), massa seca (g) e atividade das enzimas guaiacol
peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD). Avaliagcdo de porcentagem de
fitotoxicidade (%) sobre a planta teste alface (Lactuca sativa) entre os fatores
estudados mostrou que no melhor resultado foi com a utilizagdo da formulagdo em
spray drying (sélida), com adjuvante e 100 v/v% de caldo fermentado. O tratamento
de maior porcentagem de fitotoxicidade (%) apresentou alta atividade das enzimas
antioxidantes SOD e POD. Neste sentido, observou se que as biomoléculas
promoveram estresse oxidativo nas plantas, e quando utilizado o caldo fermentado
na maior concentragdo de biomoléculas 100 v/v%, as plantas ndo conseguiram



evitar através das enzimas antioxidantes SOD e POD a degradacéo e lesdes da
planta teste alface. O resultado demonstrou que a técnica para formulacao sélida em
spray drying foi viavel sem degradar as biomoléculas com agao herbicida e que no
fungo Diaporthe sp produziu biomoléculas com agéo.

Palavras-Chave: Diaporthe sp, bioherbicida, enzimas antioxidantes, Spray drying.



ABSTRACT

Doctoral Thesis Agricultural Engineering Post Graduation Program
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FORMULATION AND EVALUATION OF A BIOHERBICIDE FROM
FUNGUS SUBMERSE FERMENTATION Diaporthe sp.
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The search for new tools that help in the management of weeds can be through
biomolecules in bioherbicides produced by microorganisms, capable of controlling
weeds with low toxicity to the environment. Biomolecules are metabolites released
during microbial growth in fermentation, being thus found in low concentration and
easy degradation. In this sense, the objective of this work was to study the spray
drying formulation of a bioherbicide produced in submerged fermentation of the
fungus Diaporthe sp. Thus, the study of the variables agitation (rpm) and aeration
(vvm) in the fermentation in a bioreactor continuously stirred tank (STR) was carried
out through a planning design of the central rotational compound DCCR for the
variables agitation (rpm) and aeration (vvm), evaluating the control of each treatment
on germination and growth inhibition of cucumber seeds. Treatment 1 with the
variables 47.5 rpm 1.9 vvm obtained better results. In the evaluation of the solid
formulation in spray drying the influence of the feed rate (L.h-") and air flow (L.min"")
of the inert ingredient was studied. In the evaluation of the solid formulation in spray
drying the influence of the feed rate (L.h-") and air flow (L.min"") of the inert ingredient
was studied. Where through a DCCR for the variables food flow and air flow,
treatment 7 (0.2 L.h"'and 2.5 L.min"") showed the highest yield for the formulation.
The efficiency of the spray drying formulation was evaluated through a completely
randomized DIC design with the type factors (liquid and solid), presence of adjuvant
(with or without) and percentage of the fermentative broth (5, 25 and 100% v/v) on
the test plant lettuce (Lactuca sativa), through a tri factorial 2 x 2 x 3, plus one control
without application. The percentage of phytotoxicity (%), dry mass (g) and activity of
the enzymes guaiacol peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD) were
evaluated. The percentage of phytotoxicity (%) on the test plant lettuce (Lactuca
sativa) among the studied factors showed that the best result was with the use of the
spray formulation (solid), with adjuvant and 100 v/v% fermented broth. The treatment
of higher percentage of phytotoxicity (%) showed high activity of the antioxidant
enzymes SOD and POD. In this sense, it was observed that the biomolecules
promoted oxidative stress in the plants, and when the fermented broth was used in
the highest concentration of 100 v/v% biomolecules, the plants could not avoid
through the antioxidant enzymes SOD and POD the degradation and lesions of the



test plant lettuce. The results demonstrated that the technique for solid spray drying
formulation was viable without degrading biomolecules with herbicidal action and that
the fungus Diaporthe sp produced biomolecules with action.

Keywords: Diaporthe sp, bioherbicide, antioxidant enzymes, spray drying.
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1. INTRODUGCAO

O método de controle de plantas daninhas mais utilizado nas ultimas décadas
€ 0 método quimico, ou seja, com o uso de herbicidas. Seu papel de protagonista
esta ligado a praticidade de aplicagdo dos herbicidas e eficiéncia comprovada
quando aplicado em condi¢des adequadas (CHRISTOFFOLETI et al., 2008). Porém,
0 uso indiscriminado tem implicado em diversos aspectos negativos, como: a
reducdo da qualidade do solo e da agua, efeitos prejudiciais sobre organismos nao
alvos e plantas daninhas resistentes (CARVALHO, 2013; OLIVEIRA JR. et al,
2011).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € a capacidade natural que
alguns bidtipos de uma determinada populagédo possuem de sobreviver mesmo apos
serem submetidos a aplicacdo de um determinado herbicida, sendo esta aplicagao
letal para os demais bidtipos desta mesma populagdo (CHRISTOFFOLETI &
LOPEZ-OVEJERO, 2008). Atualmente, existem mais de 449 casos de plantas
daninhas resistentes, sendo no Brasil relatada a existéncia de 19 casos de espécies
de plantas daninhas resistentes a diferentes mecanismos de acdo (HRAC-BR,
2015). Apenas para o herbicida glifosato se tém o conhecimento 32 casos de
espécies de planta daninhas que apresentem resisténcia a este ingrediente ativo
(HEAP, 2015).

A busca por métodos alternativos que possam auxiliar em conjunto dos
métodos quimicos o manejo de plantas daninhas € de suma importadncia para o
futuro do controle de plantas daninhas. Dentre estes métodos alternativos esta a
busca e utilizagdo de produtos naturais, ou seja, a utilizacdo de metabdlitos
secundarios de extratos vegetais (FAVARETTO et al., 2011) ou de microrganismos
(DUKE et al., 2000; EVIDENTE et al, 2009) que possam servir como herbicidas
naturais para aplicacdo ou para descoberta de novas moléculas com potencial
herbicida.

Alguns autores definem o metabolismo primario como universal, uniforme,
conservativo e indispensavel, enquanto que o metabolismo secundario é singular,

diverso, adaptativo, dispensavel para o crescimento e desenvolvimento do
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organismo, porém indispensavel para a sua sobrevivéncia (HARTMANN et al.,
1996). Os metabdlitos primarios estdo envolvidos na produgdo de biomassa e
geracao de energia e estao presentes em todas as células vivas, enquanto que os
metabdlitos secundarios sdo produzidos por poucas espécies. Os metabdlitos
secundarios servem para aumentar a capacidade de sobrevivéncia dos organismos
produtores — “por acdo de receptores especificos que competem com estes
organismos”. (WILLIAMS et al., 1989).

As pesquisas com estas biomoléculas, metabdlitos secundarios, como fonte
de herbicidas naturais além de eventuais vantagens ambientais, tém como principal
atrativo a possibilidade de descoberta de novos mecanismos/sitios de acdo de
herbicidas, importante, pois nas ultimas duas décadas houve uma escassez de
classes quimicas de herbicidas verdadeiramente inovadoras (DUKE et al., 2000). Os
microrganismos se destacam pela producdo de um vasto numero de metabdlitos
secundarios bioativos através de processos fermentados ou por derivagdo de seus
compostos, que ainda sao descobertos gragas a grande variedade de linhagens de
microrganismos existentes e que ainda nédo foram estudadas (DONADIO et al.,
2002).

As fitotoxinas sao produtos do metabolismo secundario de fitopatdogenos
(fungos ou bactérias) capazes de causar danos nos tecidos vegetais e sao
responsaveis pelo aparecimento e desenvolvimento de doencas em plantas, néo
sendo toxinas produzidas por plantas. Alguns microrganismos nao patogénicos
(actinomicetos) também podem produzir fitotoxinas, porém sado mais raramente
encontradas (BECKIE et al.,, 1993). A maioria das fitotoxinas com potencial para
aplicagao herbicida s&o produzidas por microrganismos, onde, possuem vantagens
significativas frente aos herbicidas sintéticos, tais como: tempo de meia vida
relativamente curto, sdo mais facilmente biodegradaveis, deixam menos residuos
téxicos no meio ambiente podendo, muitas vezes, ser utilizadas como modelo para o
desenvolvimento de novos herbicidas menos agressivos. Pode-se afirmar que a
probabilidade de contaminagdo de alimentos, do solo e da agua é menos provavel
de ocorrer com os herbicidas naturais do que com os sintéticos (SAXENA et al.,
2001).



16

O principal desafio na produgdo de produtos com biomoléculas € o de
manter sua estabilidade em solugdo aquosa, pois tem se uma variedade de
inconvenientes como a possibilidade de contaminag&o por outros microrganismos e
degradagdes quimicas e fisicas durante as etapas de transporte, armazenamento e
aplicagdo. Sendo assim, formulagdes concentradas e desidratadas apresentam
vantagens em relagao as formulagdes aquosas, proporcionando aumento da vida util
e praticidade no manuseio (COSTA-SILVA, 2010, LIAO et al., 2003). A técnica de
secagem por atomizagédo, conhecida como spray drying, pode ser uma alternativa
viavel de desidratacdo de produtos que sdo termosensiveis. A utilizacdo desta
operacao vem sendo amplamente utilizada em diversas aplicagdes, tais como na
industria de alimentos, para producdo de proteina de leite, ovos, sucos, café
instantaneo, sopas e aromas em po, por exemplo, e na industria farmacéutica, na
producdo de antibidticos, enzimas, vitaminas e suspensdes solidas, dentre varias
outras aplicagbes (ESTEVES, 2006; RIELLY e STAPLEY, 2007).

Neste sentido, o presente trabalho busca avaliar a utilizacdo da técnica
spray drying na formulagédo de bioherbicida a base de biomoléculas produzidas pelo

fungo Diaporthe sp, em fermentagcéo submersa por biorreator STR.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo estudar a utilizagdo da técnica spray
drying para formulagdo de um bioherbicida a base de biomoléculas produzidas pelo

fungo Diaporthe sp. por fermentagdo submersa em biorreator STR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar os parametros de agitagao e aeragao na fermentacdo submersa
no biorreator STR.

» Avaliar o ingrediente inerte (agente adsorvente + surfactante) no
processo de formulagao sélida em spray drying nos parametros de
vazdo de alimentagao (L.h"") e vazao de ar (L.min™").

= Avaliar a eficiéncia da formulacao liquida e sdlida para o bioherbicida a
base de biomoléculas através dos resultados obtidos de porcentagem
de fitotoxicidade (0-100%) e massa seca (g) sobre a planta teste
alface (Lactuca sativa).

= Avaliar a influéncia do bioherbicida a base de biomoléculas na
atividade enzimatica das enzimas antioxidantes SOD POD sobre a

planta teste alface (Lactuca sativa).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 HERBICIDAS PRODUZIDOS POR BIOMOLECULAS DE MICRORGANISMOS

Os microrganismos produzem diversas biomoléculas com diferentes
caracteristicas estruturais e biologicas, que em certos casos podem causar
patogenicidade em plantas hospedeiras, destruindo a sua estrutura e causando
lesdes necroticas ou clordticas. Neste sentido, as biomoléculas podem ser uma fonte
promissora para a producdo de novos herbicidas naturais ou na descoberta de
novas moléculas para serem sintetizadas (DUKE et al., 2000; HOAGLAND, 2001;
DAYAN & DUKE et al., 2014).

A utilizacdo de herbicidas a base de metabdlitos biossintetizados por
microrganismos podem apresentar um menor impacto ao meio ambiente, pois, de
modo geral sdo mais biodegradaveis. A grande maioria destes compostos possuem
estruturas nao-halogenadas, o que os torna menos téxicos quando comparados a
algumas classes de herbicidas sintéticos (SAXENA et al., 2001). Outra vantagem, os
herbicidas naturais a partir das biomoléculas (metabdlitos secundarios) quando
comparados aos bioherbicidas (organismos vivos) apresentam algumas vantagens
importantes como logistica de estocagem, aplicagédo, formulagdo e tempo de meia
vida (GREAVES, 1996).

Diversos géneros de fungos como os Aspergillus, Alternaria, Diaporthe,
Drechslera, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Strachybotrys, Myrothecium, Phoma e
Diplodia sado exemplos de espécies patogénicas produtoras de metabdlitos
secundarios estudados com potencial herbicida por serem fitotdxicos para
determinadas plantas (Tabela 1). A colaboragdo entre pesquisadores de diversas
areas vem fornecendo mais respostas e ajudando no progresso das pesquisas
ligadas a herbicidas naturais, pois, as pesquisas em conjunto vém favorecendo a

elucidagao de estruturas quimicas, sintese das mesmas e modos de acéo, buscando
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estabelecer novas estratégias para o controle de plantas daninhas (EVIDENTE et
al., 2002; BRUM et al., 2016).

As biomoléculas sao consideradas ha muito tempo como 6timo potencial para
descoberta de novos agroquimicos ou ainda no uso de pesticidas naturais, por
exemplo, herbicidas naturais. YAN et al. (2018) buscou o desenvolvimento de
compostos que interrompem a via biossintética dos aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAA), pois a mesma desempenha fungbes de "manutengao" em
plantas e fungos, mas é inexistente em animais. Assim, pode ser uma abordagem
eficiente para eliminar o crescimento das plantas sem efeitos colaterais em animais.
Entre as enzimas envolvidas nessa via, a Di-hidroxiacido desidratase (DHAD) é
essencial e altamente conservada em uma ampla gama de espécies de plantas,
portanto, poderia servir como um alvo desejado para novos herbicidas. Os autores
rastrearam diversas biomoléculas produzidas por fungos, onde descobriram no
fungo Aspergillus terréus a producéo do acido aspartico. O mesmo € um inibidor da
DHAD provou ser efetivo quando utilizado como herbicida natural.

Os estudos atuais estdo focados em microrganismos patégenos de plantas,
como fungos e bactérias, por produzirem uma variedade de fitotoxinas potentes e
muitas vezes especificas para certas plantas, provocando lesdes, inibindo
crescimento e em alguns casos levando a morte as plantas alvo (DUKE et al., 2000;
STRANGE 2007; EVIDENTE et al, 2013; CIMMINO et al.,, 2014). Porém,
microrganismos n&o patogénicos produzem também metabdlitos fitotdoxicos com
potencial herbicida, e grande parte dos estudos com esses organismos tem sido
feitos com microrganismos de solo, principalmente os actinomicetos (Tabela 1).

Durante trabalhos de levantamento de fungos fitopatogénicos (VAREJAO et
al., 2013), foi encontrado na espécie Alternaria euphorbiicola um potencial agente
herbicida para o controle de Euphorbia heterophylla. O fracionamento do caldo
fitrado guiado por bioensaois demonstrou por fragdo cromatografica uma
constituigdo majoritariamente de acidos graxos de cadeia longa, sugerindo assim
sua participacado de acidos graxos no processo infeccioso na associagcdo A.
euphorbiicola x E. heterophylla. Alternaria sonchi € um fungo patogénico isolado a
partir da planta daninha Sonchus arvensis, e verificado por alguns autores o seu

potencial como agente de controle biolégico desta planta daninha (GANNIBAL et al.,
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2006). Diferentes metabdlitos fitotoxicos estdo presentes nos caldos fermentados, e
entre estes, estdo os denominados alternethanoxins A e B. Estes metabdlitos
fitotoxicos foram testados em folha de Sonchus arvensis, mostrando-se fitotdxicos e
com potencial herbicida natural (EVIDENTE et al., 2009).

Embora a maioria dos fitopatdgenos estudados como herbicidas naturais a
base de biomoléculas tenham sido fungos, existem também pesquisas utilizando
fitopatdbgenos bacterianos. Por exemplo, as rizobactérias, como a Pseudomonas
fluorescens, mostraram ter agdo supressora contra certas gramineas. Uma
formulacdo granular contendo células de P. fluorescens foi avaliada como um
bioherbicida aplicado ao solo para o controle do fungo verde (Setaria viridis L.)
(CALDWELL et al., 2012). Biomoléculas, metabdlitos secundarios, de certas cepas
de P. fluorescens (GURUSIDDAIAH et al., 1994) e Pseudomonas syringae (GEALY
et al.,1996) inibiram a germinacdo e o crescimento inicial das raizes da graminea
Bromus tectorum. Cepas bacterianas de varias Xanthomonas spp. também foram
avaliados como bioherbicidas Xanthomonas campestris € um bioherbicida ou
herbicida natural bacteriano que foi registrado para controlar gramineas anuais em
gramados (HOAGLAND et al., 2007). O isolamento e caracterizagdo de uma
fitotoxina de Xanthomonas campestris pv. retroflexus identificou alguns compostos
moleculares, incluindo acidos organicos e ciclo- (prolina-fenilalanina) que agiria
como herbicida sobre sementes de caruru-gigante (Amaranthus reflexus) (MINGZHI
et al.,, 2007). Quando as plantulas foram tratadas com metabdlitos fitotdxicos,
detectou se uma respiragdo excessiva e consequentemente um excessivo da
energia interna. Ao mesmo tempo, no interior da membrana da mitocéndria o ATP
nao pode ser sintetizado, resultando em murcha das plantas.

Atividade herbicida dos compostos metabdlitos pelo grupo Streptomyces /
Actinomyces entrou no centro das atengdes com a descoberta de Bialafos, isolado a
partir de Streptomyces hygroscopicus e S. viridochromogenes, e comercializado no
Japao como primeiro herbicida de origem microbiana introduzido no mercado,
denominado Herbiace®. O Bialafos €& constituido pela fosfinotricina (PPT), um
aminoacido analogo ao acido L-glutamico, ligado a dois grupos L-alanil. Em plantas,

Bialafos é convertida em fosfinotricina, atuando como um pro-herbicida, onde o
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mecanismo aqui é para ser metabolizado a fosfinotricina na planta e, em seguida
fosfinotricina inibe a glutamina sintese (GS) (DUKE et al., 2000, HOAGLAND, 2001),
e é amplamente utilizado para controlar plantas daninhas de folhas largas ou
também gramineas perenes (LI et al.,, 2003). Baseado nas estruturas dessa

fitotoxina natural, a industria Hoechst AG desenvolveu o herbicida sintético,

comercializado com o nome de glufosinato. Pois esse herbicida € um potente
inibidor da enzima glutamina sintase (GS), responsavel pela assimilacdo de amoénia.
Além disso, o Biolafos como citado anteriormente € metabolizado produzindo as

Fosfinotricinas, que apresentam atividade de inibicdo da GS. A partir das

Fosfinotricinas foi desenvolvido Roundup®, herbicida sintético largamente
empregado.
Tabela 1- Algumas biomoléculas com agao herbicida.

Fonte microbiana Biomoléculas Plantas controladas Autores

Fungos

Alternaria alternata

Tentoxina

Datura inoxia

BLAND et al. 1993 e
EDWARDS et al. 1988

Gramineas e plantas

2 Alternaria alternata Acido tenuazénico daninhas de folhas BRZON2K0A1\I;IK etal
largas
Alternaria alternata f. sp. ) . . ABBAS et al, 1993
3 . ALL-Toxina Lepidium sativum ’ ’
Lycopersici 1995.
4 Alternaria sonchi Alternethanoxins A e B Sonchus arvensis EVIDEZI\(‘)BE etal.,
5 Alternaria alternata f. sp. Maculosin-2 Canada cardo BOBYLEV et al.,
Maculosa (Cirsium arvense) 2000.
6 Alternaria euphorbiicola CEEES GErES ¢ CReEk Euphorbia heterophylla. VARED G Elel,
longa 2013.
7 Alternaria zinniae Zinniol Lactuca sativa
8 Cercospora kikuchii Cercosporin ~ —memmeeeee SAXENA et al., 2001.
Aeschynomene,
9 Colletotrl?h.um Ferricina Amaranthus ret.roﬂexus OHRA et al., 1995.
gloeosporioides e Desmodium
tortuosum
10 Drechslera avenae Pyrenophorin Avena sterilis ALIFARIS et al., 2006
Avena sterilis, A. fatua,
1 Drechslera avenae macrodiolide A. sativa, Triticum KASTANIAS et al.,
(Eidam) Scharif pyrenophorol aestivum e Hordeum 2000, 2005.
vulgare
' . Urtica dlt?/ca, Eyphorb/a EVIDENTE et al.,
12 Drechslera siccans Drazepinone helioscopia e
" 2005.
Mercurialis annua
13 Fusarium sp. Acido fusarico Datura stramonium ABBAS et al., 1999.
14 Paecilomyces variotii Cornexistina Gramineas e plantas NAKAJIMA, 1991.
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SANK 21086 daninhas de folhas
largas
N Hellanthus. annuus L. e GRAUPNER et al.,
15 Phoma macrostoma Macrocidina corda-de-viola Ipomoea 2003

hederifolia L.

16 Phoma exigua Ascosonchine IR 'e CIMMINO et al., 2009.
Sonchus arvensis

EVIDENTE et al.,

17 Phyllosticta cirsii Phyllostoxin Cirsium arvense 2008
Bactérias
Pseudomonas syringae . STEWARD, 1971,
18 pv.tabaci Tabotoxina DUKE et al., 2000.
Pseudomonas 2- (hydroxymethyl) Amaranthus hybridus OLUWASEUN et al.,
aeruginosa phenol 2018
Pseudomonas seringa Glycine wightii e
19 , g Phaseolotoxin Macrophillium MOORE et al., 1984.
pv. phaseolicola
atropurpureum
20 Xanthomonas campestris aC|dos.organ|.cos e.c:|c|o- Amaranthus reflexus MINGZHI et al., 2007.
pv. Retroflexus (prolina-fenilalanina)
Actinomicetos
21 Streptomy f:es Polyethrin A Lepidium sativum NAKAJIMA et al.,
hygroscopicus 1991.
22 S. hygroscopicus var. Geldanamycin Lepidium sativum HEISY et al., 1986.
geldanus
. - Echinochloa crusgalli e MUNAKATA et al.,
23 Streptomyces sp.. Anisomicina Digitaria spp 1973: LYDON, 1987.
Gramineas e plantas
24 S. suganonensis Herbicidins A/B daninhas de folhas LYDON, 1988.
largas

3.2 Diaphorte sp.

O género Diaporthe sp. vém sendo estudado e descrito por diversos
pesquisadores como um género de fungo com alto potencial biotecnolégico
(UDAYANGA et al.,, 2011). Pois ja foi descrito como produtor de enzimas e
metabdlitos secundarios (DAI et al., 2005) com potencial antibidtico (LIN et al.,
2005); fungicida (WU et al., 2008); anticancerigeno (KUMARAN, 2009); assim como
no controle biolégico de ervas daninhas (ASH et al., 2010; BASTOS, 2016; PES,
2015; SOUZA, 2015).

O género Diaporthe, anamorfo Phomopsis pertence ao filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotin, classe Sordariomycetes, subclasse Sordariomycetidae, ordem
Diaporthales, familia Valsaceae. Algumas espécies do género Diaporthe sao
micoherbicidas potenciais para controlar plantas daninhas invasivas e destrutivas,
devido ao seu modo de vida hemibiotréfico a necrotréfico, extensiva esporulagao e
persisténcia no ambiente (ROSSKOPF et al., 2000).
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Varias plantas do género Amaranthus sao plantas daninhas em sistemas de
cultivo em todo o mundo, e podem reduzir a produgdo de algodéo e outras culturas
por competicdo. Além de apresentar rapido crescimento e abundante producéo de
sementes, alguns bidtipos de Amaranthus desenvolveram resisténcia a um numero
de familias de herbicidas e o controle biolégico tem sido uma alternativa. Phomopsis
amaranthicola pode infectar e matar Amaranthus spp. e, portanto, tem sido utilizado
como um agente bioherbicida. Esta espécie foi patenteada (Patente dos EUA n ° s
5510316 e 5393728) para o controle de Amaranthus spp. (ROSSKOPF; YANDOC,
2005; MORAN, 2007).

Através da bioprospecgao de diversos fungos fitopatogenicos de diferentes
plantas daninhas, SOUZA (2015) selecionou um fungo com maior potencial
herbicida, identificando o mesmo como um fungo do género Diaporthe sp. Em
fermentacdo submersa, este isolado apresentou efeito herbicida sobre Cucumis
sativus, causando manchas, amarelecimento e crestamento nas folhas. O mesmo
isolado foi estudado por PES (2015), avaliando o efeito herbicida do produto obtido
por fermentagdo submersa de Diaporthe sp. sobre sementes de soja, pepino, trigo,
arroz e azevém em pré-emergéncia encontrou inibicado de 100% na germinacao
destas sementes, demostrando assim, o potencial de uso como herbicida dos
metabdlitos produzidos por este microrganismo, quando obtido por fermentagao

submersa.

3.3 FORMULAGAO E ESTABILIZAGAO DE BIOMOLECULAS

As formulagdes dos produtos fitossanitarios em geral apresentam o
ingrediente ativo e os ingredientes inertes. Dentre os ingredientes inertes temos os
chamados adjuvantes, que podem em certos casos fazer parte das formulagdes, ou
em outros casos utilizados em mistura de calda. KISSMANN, (1998) definiu de
maneira mais complexa os adjuvantes, como sendo qualquer substancia ou
composto sem propriedade fitossanitaria, exceto a agua, que é acrescido em
conjunto a calda com produto fitossanitario para facilitar a aplicagdo, aumentar a

eficiéncia ou diminuir os riscos. Outra definicdo importante citada por diversos
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autores seria a importancia desta classe em melhorar a performance dos produtos
devido a alteragcao das propriedades fisico quimica.

Diversos sédo os fatores que os adjuvantes interferem no resultado das
aplicagbes dos produtos fitossanitarios, por exemplo, no momento da mistura no
tanque (compatibilidade e estabilidade da mistura, a qualidade da agua, o pH, a
formacgao de espuma, a disperséo e a agitagédo), na hora da aplicagéo (forma do jato
e a abertura das pontas de pulverizacio, calibragcdo, pressao, volume perdido por
evaporagao, vento e velocidade de deslocamento), na deposig¢do do produto sobre o
alvo (espalhamento das gotas, chuvas, orvalho, umidade, emissao de raios U.V. e
superficie do alvo), na retencdo (velocidade, angulo e tamanho da gota, superficie
das folhas, arquitetura da planta, tenséo superficial e viscosidade), na penetragcéo
(idade e densidade das folhas, composicdo e estrutura da planta, propriedades
fisico-quimicas e solubilidade das gotas e condigbes ambientais) e na translocagéao
(espécie da planta, estadio de crescimento, fisiologia e fitotoxicidade) (GREEN,
2001).

Existem diferentes tipos de formulacdes para os produtos fitossanitarios,
como: formulagbes liquidas (suspensdo concentrada (SC), concentrado
emulsionavel (CE) e concentrado soluvel ou solugdo homogénea (CS ou SL)) e
formulagbes solidas (p6 molhavel (WP) e gréanulos dispersiveis (WG)). Cada

formulagao tem suas caracteristicas especificas (Tabela 2):

Quadro 1 — Formulagdes de agroquimicos.

Estado Tipo Sigla Descrigao resumida

Fisico

Concentrado . . . . i
] . CSou SL O Ingrediente ativo (IA) é dissolvido em agua ou
Soltvel ou solugdo . o i
em solvente organico miscivel em agua.

homogénea
O IA é dissolvido em um solvente organico apolar.
Concentrado - . »
o CE A formulagdo contém aditivos que garantem a
emulsionavel L
® emulsificagdo do produto no momento da
©
2 aplicagao.
g
hr O |A é praticamente insoltvel no solvente utilizado
. como diluente. No processo de formulagéo, o IA é
Suspensao L ) .
SC moido j& disperso no diluente. O produto é
concentrada

estabilizado pela agdo de agentes dispersantes,
umectantes, espessantes, anticongelantes e

biocidas.
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EO A formulagdo é composta de duas fases, uma fase
- aquosa e outra organica, estabilizadas em uma
Emulsédo e ) -
EW Unica fase pela agdo de agentes emulsificantes.
Estas podem ser de dois tipos: diluente agua (EW)
e diluente orgéanico (EO).
A formulagdo contém particulas soélidas e liquidas
Suspo-emulséo . . . -
SE em suspensdo no meio diluente. E estabilizada
pela agao de aditivos.
Pos Soluveis SP O IA é soluvel em agua.
P&s molhaveis WP O IA é insoluvel em agua. Aditivos garantem a
" umectagao do produto no momento da aplicagéo.
©
° R Formulagédo granulada com altos teores de
e} Granulos . . . .
2 ) ) ingrediente ativo. Contem agentes dispersantes
dispersiveis WG .
que garantem a dispersdo no momento da
aplicagéo do produto.

Um dos grandes desafios na producdo de biomoléculas € manter sua
estabilidade em solugdo aquosa, pois ocorrem uma variedade de inconvenientes
como a possibilidade de contaminagao por microrganismos e degradagdes quimicas
e fisicas durante as etapas de transporte, armazenamento e aplicacdo. Neste
sentido, formulagbes desidratadas apresentam vantagens em relagdo aos extratos
enzimaticos aquosos, proporcionando aumento da vida util e praticidade no
manuseio (COSTA-SILVA, 2010; LIAO et al. 2003). E muito importante que a técnica
de secagem selecionada seja capaz de preservar as biomoléculas durante o
processo. Dentre as técnicas de secagem mais utilizadas para biomoléculas
(enzimas, proteinas e metabdlitos em geral), estdo a secagem convectiva, a

liofilizagdo, o spray drying, o leito fluidizado, dentre outros (MARQUES, 2008).

3.3.1 SPRAY DRYING

Diversas técnicas de secagem com a capacidade de remover uma grande
quantidade de agua de produtos séo conhecidas, incluindo secadores em bandeja,
tunel, tambor, fluidizagcao e spray drying (CAGLAYAN; CALISKAN, 2017). O uso da
secagem por spray drying € conhecida ha muitos anos, e € utilizada em diversos
produtos tais como: pigmentos naturais, probioticos, vitaminas, farmacos em geral,

pesticidas e inseticidas, aditivos naturais, aromas e produtos alimenticios, como
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leite, café, sopas e chas (CHEN et al., 2015; JOYE e MCCLEMENTS, 2014; SINGH
e DIXIT, 2014).

A utilizagdo do spray drying vem sendo muito comum em processos que
envolvem microencapsulagdo devido a sua facilidade de operagao, boa relagéo
custo beneficio, reduzir o custo de armazenamento e transporte, além de obter um
produto com propriedades especificas como, por exemplo, solubilidade instantanea
(MURUGESAN e ORSAT, 2012, CALISKAN e DIRIM, 2013; COUTO et al., 2012;
GHARSALLAOUI et al.,, 2007; MISHRA et al., 2014; SINGH e DIXIT, 2014). O
processo de secagem por aspersdo consiste de trés etapas fundamentais. Na
primeira fase, o fluido & disperso como goticulas, produzindo uma grande area
superficial. Na segunda, ocorre contato destas com uma corrente de ar aquecido,
havendo transferéncia de calor. Na terceira etapa acontece a evaporagdo do
solvente e a formacao da particula sélida (SHAW, 1997; RANKELL et al., 2001).

Alguns fatores sdo determinantes na eficiéncia do processo de secagem por
spray drying, como, temperatura de entrada, vazao de ar, vazao de alimentagao, tipo
de produto, tipo de material adsorvente, entre outros. Sdo utilizados como agentes
adsorventes neste processo: amido, ciclodextrinas, didxido de silicio coloidal, fosfato
tricalcico, gelatina, goma arabica, lactose, maltodextrina entre outros
(VASCONCELOS et al., 2005; SILVA JUNIOR et al., 2006). O diéxido de silicio
coloidal, que apresenta elevada superficie especifica e alto poder sorvente, tem sido
amplamente empregado, apresentando excelentes resultados na obtencdo de
produtos secos por aspersado a partir de solugdes extrativas de diferentes espécies
vegetais (DE CAMPOS, 1996; DE SOUZA, 1997).

O principal desafio na producédo de biomoléculas produzidas em meio aquoso
€ o de manter sua estabilidade, pois tem se uma variedade de inconvenientes como
a possibilidade de contaminagdo por microrganismos e degradagdes quimicas e
fisicas durante as etapas de transporte, armazenamento e aplicacao (COSTA
SILVA, 2010). Sendo assim, formulagdes enzimaticas desidratadas com a técnica de
spray drying apresentam vantagens em relagdo aos extratos enzimaticos aquosos,
proporcionando aumento da vida util e praticidade no manuseio (LIAO et al. 2003).
JESUS, et al. (2013) observou grande viabilidade da formulagdo de amilase

produzida por Bacillus sp por spray drying. A secagem por pulverizacdo tem sido
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amplamente utilizada para muitas enzimas industriais, como, a alfa-amilase de
Aspergillus oryzae, a alkaline protease de Bacillus subtilis recombinante (BGSC-
1A751) e a protease alcalina de Bacillus licheniformis RP11 (KAMOUN A, et al.
2008).

3.4 ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE PLANTAS EM ESTRESSE
OXIDATIVO

Os sistemas bioldgicos, incluindo os vegetais, por sofrer diversos estresse
oxidativos resultando na superproducado das espécies reativas do metabolismo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radicais superoxido (O2), radicais
hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (102)
(SCANDALIOS,1993; SMIRNOFF, 1993; FOYER et al., 1994; THEROND et al.,
2000). Os fatores ambientais capazes de produzir estresse oxidativo, podem se
classificar em abidticos: alta irradiagao, seca, hiperoxia, hipoxia, abndxia, deficiéncia
mineral, baixas e altas temperaturas; biéticos: infestagao bacteriana, fungica ou viral;
e xenobidticos: herbicidas, fungicidas, contaminantes atmosféricos (SO2, NO, NOz,
0z6nio) e metais pesados. Estes ultimos sdo de caracteristicas antropogénicas
(CARRILLO; VALLE, 2005).

Quando as plantas sofrem algum estresse, abidtico ou bidtico, os principais
pontos de producdo das EROs sado os cloroplastos e as mitocondrias, pois séo
organelas com alta atividade de oxidagdo metabdlica ou com intenso fluxo de
elétrons. O sistema enzimatico desempenha um papel importante na defesa da
planta contra o estresse oxidativo, onde uma variedade de enzimas oxidativas irdo
decompor as espécies reativas de oxigénio EROs. Dentre as enzimas oxidativas
temos superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APDO), guaiacol
peroxidase (POD) glutationa redutase (GSH), peroxiredoxina (Prx), catalase (CAT),
polifenol oxidase (PPO), entre outras (MITTLER, 2002). Altera¢des nos niveis destas
enzimas oxidativas nas plantas tém sido relatadas entre a primeira resposta das
plantas ao ataque de insetos, aplicagcdo de herbicida, estresse hidrico entre outros
(RANI & PRATYUSHA, 2013; SIGH et al., 2013). Em condigdes fisiolégicas 6timas, a
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producdo e a degradacdo de EROs existem em equilibrio devido a diversos
mecanismos de detoxificac&o celular (ALSCHER et al., 1997).

A degradacgao de <O2- é catalisada pela SOD, entretanto H202 é degradado
pela CAT e peroxidases (POXs). CAT e SOD sao dismutases e ndo requerem
cofatores enzimaticos tanto que também n&o estdo associadas a consumo
energético. As peroxidases sao redutases que necessitam de algum cofator doador
de elétrons como ascorbato ou glutationa. Estes cofatores podem ser regenerados
posteriormente por NADPH produzido em outras vias metabdlicas (CHAUDIERE;
FERRARI-ILIOU, 1999).

Dentre as enzimas antioxidantes, a superdxido dismutase (SOD) é
considerada umas das principais do sistema, visto que elimina radicais superdxido
(O2-), o qual é o primeiro a ser produzido pela adicdo de um elétron ao oxigénio
molecular (Oz2), caracterizando o burst oxidativo (FERREIRA E ABREU, 2007;
AYDIN et al., 2013). SOD sao isoenzimas classificadas como metaloproteinas que
catalisam a dismutacéo de radicais superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio
(GILL e TUTEJA, 2010).

As peroxidases estdo presentes em todos os compartimentos celulares e
catalisam a transferéncia de elétrons ao H202 usando diferentes substratos
reduzidos como doadores. As POXs de plantas aumentam em resposta a varios
estresses bidticos e abidticos, participam no catabolismo de auxinas e em processos
de sintese de parede celular como a oxidagédo de fendis, suberizacéo e lignificagéo
em plantas hospedeiras durante a reacdo de defesa contra patéogenos (SYROS et
al., 2004). O aumento de peroxidases tem sido correlacionado com mecanismos de
resisttncia em um grande numero de interagbes plantas-microrganismos
(MOHAMMADI; KAZEMI, 2002).

Determinados herbicidas causam estresse oxidativo (PEIXOTO et al., 2006;
SONG et al.,, 2007) como produto da sua agado, a fim de controlar plantas
indesejadas por meio do acumulo de EROs que levam a peroxidagao celular e ao
dano molecular (YIN et al., 2008; CHEN et al., 2009). WU et al. (2009) avaliando a
atividade enzimatica causada pelo herbicida fluroxypyr sobre plantas de arroz
observou um aumento da atividade das enzimas SOD e POD. A maior atividade das

enzimas antioxidantes esta relacionada ao estresse oxidativo causado pelo herbicida
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na cultura do arroz, afetando no crescimento/desenvolvimento da cultura.
NOHATTO et al. (2016) estudando o comportamento fisiolégico de defesa de plantas
submetidas a aplicagdo de herbicidas bentazona, penoxsulam e cialofope-butilico.
Assim, observou que Bentazona e penoxsulam aumentaram o nivel de H20:2,
peroxidacao lipidica e atividade da SOD, indicando condigdo de estresse oxidativo
nas plantas de arroz. O herbicida cialofope-butilico ndo alterou a atividade

antioxidante, sinalizando menor capacidade de causar estresse a cultura.
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4.1. MICRORGANIMOS E PRE INOCULO

Foi utilizado o fungo Diaporthe sp., isolado a partir de amostras infectadas da
planta Solanum americanum Mill. coletadas no bioma Pampa em trabalho de
SOUZA (2015) (Figura 1).

Figura 1- Placa de meio BDA com o microrganismo Diaporthe sp.

Para o pré inéculo foi utilizado dois discos de 15 mm de Diaporthe sp., onde
foram adicionados ao erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de
fermentagao previamente autoclavado a 121+£1°C durante 30 minutos. O meio de
fermentagdo constituido: 10 g.L-! de glicose, 10 g.L-' de peptona, 7,5 g.L" de extrato
de levedura, 2,0 g.L-! de sulfato de aménio ((NH4) 2S04), 1,0 g.L" de sulfato ferroso
(FeS04.7H20), 1,0 g.L-! de sulfato de manganés (MnS0O4.H20) e 0,5 g.L-! de sulfato
de magnésio (MgS0Oa4). Os erlenmeyers foram mantidos em agitador orbital a 120

rom por 7 dias, a uma temperatura de 28°C.

4.2. OTIMIZAGCAO DA FERMENTAGAO EM BIORREATOR STR

A fermentagédo submersa foi realizada em um biorreator em batelada do tipo
STR com volume util de 4,5 L. O meio utilizado sera constituido: 33% (v/v) de agua
de maceragao de milho (AMM) 18 g. L -! de sacarore, 2 g.L" de sulfato de aménio
(NH4)2S04, 0,5 g.L' de sulfato de magnésio (MgS04.7H20), 1 g.L-! de sulfato
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ferroso (FeS04.7H20) e 1 g.L-! de sulfato de manganés (MnSQ04.7H20) seguindo a
metodologia proposta por SOUZA (2015).

O indculo foi retirado da estufa bacterioldgica apds 7 dias, onde foi macerado
0os micélios. Parametros utilizados na fermentacao biorreator STR: temperatura de
28 °C, pH de 5,8 e tempo de fermentacéo de 5 dias. Para o ajuste do pH, solug¢des
de acido acético de 2 M e hidroxido de sédio 2 M foram acopladas as bombas
peristalticas do processador do aparelho. Ja para a reducao de espuma foi utilizado
o produto Agrotox AG229. Ao final do cultivo, a biomassa foi separada do caldo
fermentado por processo de filtragdo com uma peneira de polietileno.

Os parametros de aeragédo (vvm) e agitagcao (rpm) foram otimizados através

de um delineamento composto rotacional (DCCR) 22.

Tabela 2: Delineamento composto central rotacional (DCCR) para duas variaveis

independentes.
-1,41 -1 0 1 1,41
Rotagao (rpm) 30,0 47,5 90,0 132,5 150,0
Aeragao (vvm) 1,0 1,9 4,0 6,1 7,0

Para investigagao preliminar da produgédo in vitro das biomoléculas com
potencial herbicida produzidos pelo fungo Diaporthe sp, os tratamentos dos 11
ensaios do planejamento DCCR foram submetidos a ensaios de testes de inibicao
de germinacéao (transformado em % controle) e inibicdo de crescimento (Macias et
al., 2000). Foram realizados os ensaios bioldégicos com plantulas e sementes de
Cucumis sativus L. var. wisconsin (pepino) por ser uma espécie sensivel aos
herbicidas sintéticos e de uso frequente em bioensaios. As sementes dessas

espécies possuem germinacao rapida, uniforme e nao apresentam dorméncia.
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4.2.1. BIOENSAIO GERMINAGAO

Na avaliagao de inibicdo de germinagc&do das sementes para cada tratamento
foram dispostas 50 sementes de Pepino entre duas folhas de papel Germitest
esterilizadas, com trés repetigbes, num total de 150 sementes de pepino. Foi
utilizado um total de 35 ml de solugédo para cada tratamento. Os tratamentos foram
realizados durante 7 dias em BOD a 28°C, para depois ser realizada a contagem

das sementes. As sementes foram separadas em ndo germinadas e germinadas.

4.2.2. BIOENSAIO INIBIGAO DE CRESCIMENTO

A analise inibigdo de crescimento das plantulas foi realizada com as sementes
ja pré-germinadas de pepino por 72 horas, nas mesmas condigdes dos testes de
germinagao (Macias et al., 2000). Apds as 72 horas foi medida o comprimento de
cada plantula (comprimento de radicula e hipocétilo) com o auxilio de um
paquimetro e aplicado os 11 ensaios. Assim, 94 horas apos aplicacdo dos ensaios
foi medido os seus comprimentos das plantulas novamente. Para cada ensaio
utilizou se 5 sementes de pepino em cada caixa gerbox, realizando triplicata. Para o

calculo da inibigao foi relacionado a medida da testemunha absoluta.

ensaio xi
Up inib cresc = ((cﬂmp.—) X 100)

testemunha

(1)
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Figura 2: Biorreator STR.

As analises estatisticas nesta etapa foram realizadas utilizando o software
Statistica® 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA), considerando-se um nivel de

significancia de 90%.

4.3. FORMULAGAO E ESTABILIZAGAO

4.3.1. FORMULAGAO SOLIDA

Para realizagdo das formulagbes solidas foi utilizado um equipamento Spray
Drying modelo LM MSDi 1.0. O parametro fixado foi a temperatura de entrada de ar
em 125 °C. Os parametros avaliados para otimizacdo da formulagdo com dioxido de
silicio + o biosurfactante AgRho® FKC 1500 como ingrediente inerte foi a vazao de
alimentacao (L/h) e a vazdo do ar (L/min) através de um delineamento composto
rotacional (DCCR) 22. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Statistica® 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA), considerando-se um nivel de

significaAncia de 90%.
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Tabela 3: Delineamento composto central rotacional (DCCR) para duas variaveis

independentes.
-1,41 -1 0 1 1,41
Vazao de ar (I/min) 1,0 1,4 2,5 3,6 4,0
Vazao de alimentagao (I/h) 0,2 0,5 1,1 1,7 2,0

Para avaliagdo do rendimento % do ingrediente inerte foram adicionados 30g
de dioxido de silicio + 3 ml do biosurfactante em 300 ml de calda (297 ml de agua
destilada + 3 ml do biosurfactante), onde posteriormente cada formulagao foi pesada
em balanca de precisao.

Para a avaliagdo da influéncia do ingrediente ativo na formulagdo em spray

drying junto ao ingrediente foram realizados os seguintes tratamentos:

Tabela 4: Tratamentos para avaliagdo do rendimento % da formulagao spray drying

junto ao ingrediente ativo.

Ensaio Tratamento

1 LI

2 [.I +0,5% IA**

3 l.I +25,0 % IA

4 l.I +100,0% IA
*|.I = Ingrediente inerte

*I.A = Ingrediente ativo

O calculo do rendimento percentual foi feito com base no teor de sdlidos

presente na formulacéo inicial (30 g) e no pd seco obtido apds a secagem.

UoRend = (massa de saida/massa de entrada) x 10C
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Figura 3- Spray Dryer Modelo LM MSDi 1.0

Legenda: 1 — Chave geral; 2 — Controle de aquecimento; 3 — Controle de bombeamento de liquido; 4
— Caémara de secagem; 5 — Separador de p6 seco; 6 — Indicador de temperatura; 7 — Frasco coletor

de produto seco; 8 — Rotadmetro; 9 — Controlador da vazao do soprador.

4.3.2. FORMULAGAO LiQUIDA

As formulagbes liquidas foram realizadas através do misturador turrax. As
formulagbes eram misturadas durante 30 minutos até perfeita homogeneidade das

misturas.



4.4. AVALIACOES DAS FORMULAGOES

Figura 4 - Agitador mecanico turrax.
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Para avaliagao da influéncia das formulacbes sobre a €ficiéncia do herbicida

natural a base de biomoléculas foi montado um experimento trifatorial 2 x 2 x 3.

Onde os parametros estudados foram: formulagéo (liquida e sdlida), adjuvante (sem

e com) e caldo fermentado (5 viv%, 25 vIv% e 100 v/v%) mais uma testemunha

absoluta sem aplicacdo. O adjuvante utilizado foi o Ag-RHO FKC 1500 na dose de

1,0% v/v.

Quadro 2: Proporgao utilizada para realizacdo das formulacgdes liquidas e sdélidas em
volume de 1000 ml (1 L).

Caldo fermentado

Massa seca do

Total de solidos

Tratamento Surfactante (g) caldo fermentado Silicio (g)
(mi) . (@)
(gL
1 50 0 0,62 -
2 250 0 3,10 -
3 1000 0 12,40 -
4 50 10 0,62 -
5 250 10 3,10 -
6 1000 10 12,40 -
7 50 0 0,62 99,38 100
8 250 0 3,10 96,90 100
9 1000 0 12,40 85,60 100
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10

50

10

0,62

89,38

100

11

250

10

3,10

86,90

100

12

1000

10

12,40

75,60

100

Para aplicagao das formulagdes em sdlido utilizou se a proporgao de 100 g da
formulagéao sdlido para 1000 ml de volume de calda.

Para a aplicacdo dos tratamentos utilizou-se um pulverizador costal
pressurizado a COz2, dotado de uma barra com quatro pontas do modelo Teejet DG
11002 com pressdo de 2,8 bar e espagcamento entre pontas de 0,5 metros. A
velocidade de deslocamento foi de 1 m s e o volume de calda utilizado foi 150 L ha-
1. Os tratamentos foram aplicados no momento em que as plantas se encontravam

no estadio de duas a trés folhas.

4.41. AVALIACAO DE MASSA SECA (g) E PORCENTAGEM DE
FITOTOXICIDADE (%).

As avaliagdes de massa seca (g) e porcentagem de fitoxicidade (%) foram
realizadas 7 dias ap6s a aplicacdo (7 DAA) dos tratamentos, pois um dos
tratamentos apresentou 100% neste momento. A avaliagdo de porcentagem de
fitoxicidade % aos 7 DAA foi realizada visualmente através da porcentagem de
danos, utilizando uma escala de 0 - 100% (zero significa auséncia de danos
causados pelo herbicida e 100 morte total das plantas) adaptada de FRANS and
CROWLEY, 1986) (Tabela 5).

Para a avaliacdo da massa seca, as plantulas foram cortadas rentes ao
substrato, acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa a 60°C até
atingirem massa constante. Posterior, cada repeticdo foi pesada em balanga

analitica.
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Tabela 5: Método de avaliagdo de fitotoxicidade em plantas (FRANS and
CROWLEY, 1986).

Fitotoxicidade Categorias % de controle
Sem injuria. Sem efeito 0,0
Ligeira descoloragéo ou atrofia. Baixo efeito 10,0
Alguma descoloragao ou atrofia. 20,0
Lesao mais pronunciada, mas n&ao duradoura. 30,0
Lesao moderada, geralmente com Moderado efeito 40,0
recuperacgao.

Lesao mais duradoura, recuperagao duvidosa. 50,0
Lesao duradoura sem recuperacao. 60,0
Lesao pesada, reducao do suporte. Severo efeito 70,0
Proxima destruicao de safra. 80,0
Raramente algumas plantas permanecem. 90,0
Destruicdo completa da cultura. Total efeito 100,0

4.4.2. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES.

Avaliagdo da atividade enzimas antioxidantes foram realizadas a partir das
amostras de parte aérea das plantas de alface coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. As mesmas foram armazenadas em ultrafreezer -
80°C até o momento das analises. Para as analises, as amostras (0,5 g para cada
tratamento e repeticdo) foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
em 3,0 mL de tampéo fosfato de sddio (pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e
2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). Apés o homogeneizado foi centrifugado a
13.000 x gpor 20 min. a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a determinagao da
atividade das enzimas (ZHU et al., 2004).

Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD): A atividade da SOD foi

determinada de acordo com o método espectrofotométrico, descrito por
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Giannopolitis; Ries (1977). A mistura de reagao continha tampé&o fosfato de potassio
50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, riboflavina 2 yM, nitrobluetetrazolio (NBT) 75 uM,
EDTA 0,1 mM, e 100 uL de extrato enzimatico. A produgdo fotoquimica da
formazana azul a partir do NBT foi monitorada pelo incremento da absorbancia a
560 nm. A reacao foi realizada em tubos de ensaio a 25°C, dentro de uma camara
de reacgao sob iluminagdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Como controle,
tubos com a mistura de reagdao foram mantidos no escuro. A reagao teve inicio
ligando-se a luz e apdés 15 minutos de iluminagdo, a reacao foi paralisada,
desligando-se a luz. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
que inibe a fotorredu¢do do NBT em 50% (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). No
ensaio, a riboflavina fotoquimicamente excitada € reduzida pela metionina em
semiquinona, que doa um elétron ao oxigénio, formando o radical superéxido que
por sua vez converte NBT em formazana azul. A superéxido dismutase catalisa a
reacdo: 202" + 2H*— O2 + H20:.

Atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD): A atividade da enzima POD foi
determinada segundo Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A
mistura de reagao continha 1,0 mL de tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 6,5),
1,0 mL de guaiacol (15 mM) e 1,0 mL de H202 (3 mM). Apds homogeneizagao, foi
adicionado 50 pyL do extrato da planta a esta solucdo. A atividade da enzima foi
medida através da oxidagdo do guaicol a tetraguaiacol através do aumento na
absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em unidade de enzima por
mg de proteina (U mg™' proteina). Para o calculo, foi utilizado o coeficiente de

extincao molar de 26,6 mM-' cm-'.

4.4.3. ESTATISTICA.

Procedeu-se a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Scott-Knott para
agrupamento das médias, em 5% de probabilidade de erro (p <0,05), utilizando-se o

programa estatistico Sisvar® 5.3 (Ferreira, 2011).



41

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. AVALIAGAO DA FERMENTAGCAO SUBMERSA PARA PRODUCAO DAS
BIOMOLECULAS COM AGCAO HERBICIDA

A utilizagdo do planejamento experimental visou determinar as melhores
condi¢bes da fermentagdo submersa em biorreator STR do fungo Diaporthe sp para
producao de biomoléculas com agao herbicida, através da avaliagdo do controle de
germinacao (%) e a inibigdo de crescimento (%) do caldo fermentado sobre a cultura
teste pepino (Cucumis sativus), e seus resultados podem ser visualizados na Tabela
6.

Pela tabela 6 podemos observar que o controle de germinacéo (%) variou de
94,56 % até 40,31 %, e a inibicao de 88,52 % até 22,52 %, evidenciando que as
variaveis influenciaram na otimizagéo da fermentagao submersa em biorreator STR.
Em ambas as avalicdbes o ensaio 1 (47,5 rpm e 1,9 vvm) apresentou melhor
resultado e o ensaio 4 (132,5 rpm e 6,1 vvm) o pior resultado das variaveis controle
de germinagdo % e inibicdo de crescimento % (figura 5). O uso de teste de

germinacgao e de inibicdo de crescimento sdo bastante comuns na avaliagéo de
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Figura 5: Comparagédo entre a testemunha absoluta, ensaio 1 e ensaio 4, mais
momento de desenvolvimento das sementes PRE aplicacao.

Tabela 6: Matriz experimental para avaliar a influéncia na fermentagdo do fungo

Diaporthe sp em biorreator STR, apds sete dias de fermentagao.

Agitacao Aeragao Controle de Inibigao de
Ensaio (rpm) (vvm) germinagcao crescimento
(%) (%)

1 47,5 (-1) 1,9 (-1) 94,56 88,52
2 132,5 (1) 1,9 (-1) 45,66 45,03
3 47,5 (-1) 6,1 (1) 64,38 56,23
4 132,5 (1) 6,1 (1) 40,31 22,52
5 90 (0) 1,0 (-1,41) 65,85 51,98
6 90 (0) 7,0 (1,41) 57,62 43,83
7 30,0 (-1,41) 4,0 (0) 89,08 80,98
8 150 (1,41) 4,0 (0) 40,91 25,96
9 90 (0) 4,0 (0) 46,27 53,03
10 90 (0) 4,0 (0) 59,97 51,08
11 90 (0) 4,0 (0) 52,98 42,456

Os dados da tabela 6 foram usados para calcular os efeitos das variaveis
independentes (agitagdo e aeragao) no valor final do controle de germinagao % e da
inibicdo de crescimento % (variaveis dependentes), onde os dados estdo
apresentados na figura 6 e figura 7 sob a forma de grafico de Pareto. Pode-se
observar que ambas as variaveis independentes estudadas influenciaram
significativamente nas variaveis dependentes. Porém, a varidvel independente
agitacao (rpm) apresentou maior influéncia sobre os resultados finais.

Dentro de um intervalo de confianga de 90% podemos visualizar pelas figuras
6 e 7 que o aumento da agitagdo (rpm) e da aeragdo (vvm) acabam diminuindo o
controle de germinagédo (%) e da inibicdo de crescimento (%), dentro dos niveis

estudados. SOUZA et al. (2015) em trabalho que otimizou a fermentagao variando a
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agitacdo (40 a 60 rpm) e aeragcdo (1 a 3 vvm), observou que a medida que
aumentava a velocidade de agitacédo a producao de biomassa do fungo Diaphorte sp
apresentava reducdo. A fisiologia dos fungos é fortemente influenciada pelas
condicbes de agitacdo empregadas. A agitacdo dependendo das condigbes de
fermentacao, cria forgas de cisalhamento que podem ter uma variedade de efeitos
em microrganismos filamentosos. Estes podem incluir ruptura da parede celular,
alteragdes morfoldgicas e / ou fisioldgicas e variagao na sintese da taxa do produto,
concentragdes de biomassa e taxas de crescimento global (PAPAGIANNI, 2004;
TINOCO-VALENCIA et al., 2014).

Agitacdo (L) Aﬁggg?éggy 8,38

Aeracéo (L) 2,80

Agitacdo (Q) /

210

1Lby2L 2:,09
Aeracido (Q) 1,51 ‘

D=L5I

Figura 6: Grafico de Pareto mostrando os efeitos de termos lineares, quadraticos e
de interacdo das variaveis independentes sobre a DCCR para o controle de

germinagao (%).
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Agitacéo (L) / 65,98
Aeracio (L) / //// -2,99--

Agitacdo (Q) / 0,88

1Lby2L 0.62.

//
Aeracao (Q) 0,03

p=,05
Figura 7: Gréafico de Pareto mostrando os efeitos de termos lineares, quadraticos e
de interacdo das variaveis independentes sobre a DCCR para a inibicado de

crescimento (%).
5.2 AVALIACAO DA FORMULAGAO SOLIDA POR SPRAY DRYING

A avaliagao do ingrediente inerte (diéxido de silicio + biosurfactante) para as
formulagbes em spray drying foi realizada com o estudo das variaveis da vazéo de
alimentacao (L/h) e da vazao do ar (L/min). Conforme a tabela 7, pode se observar
que os resultados de rendimento % variaram de 19,23 % a 9,22 %, respectivamente
nos ensaios 7 (0,2 L/h e 2,5 L/min) e 2 (1,7 L/h e 1,4 L/min). Estes resultados
mostraram influéncia das variaveis estudadas. Porém, o ensaio 1 (0,5 L/h e 1,4
L/min) apresentou resultado semelhante estatisticamente ao ensaio 7 (0,2 L/h e 2,5
L/min), quando comparado as médias pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade erro.
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Assim, para verificar os efeitos da vazao de alimentagéo (L/h) e vazéo do ar
(L/min) no rendimento % da formulacdo com o ingrediente inerte, foi realizada a

ANOVA com 90% de nivel de confianga, podendo ser verificado na Figura 8.

Tabela 7 - Matriz experimental para avaliar a influéncia do agente adsorvente no
rendimento da formulag&o em spray drying.

Vazao de
Vazao do ar
Run alimentagao Rendimento (%)
(L/min)
(L/h)
1 0,5 (-1) 1,4 (-1) 16,61 a*
2 1,7 (1) 1,4 (-1) 9,22 b
3 0,5 (-1) 3,6 (1) 11,70 b
4 1,7 (1) 3,6 (1) 11,39 b
5 1,1 (0) 1,0 (-1,41) 10,23 b
6 1,1 (0) 4,0 (1,41) 9,33b
7 0,2 (-1,41) 2,5(0) 19,23 a
8 2,0 (1,41) 2,5 (0) 10,46 b
9 1,1 (0) 2,5 (0) 13,59 b
10 1,1 (0) 2,5 (0) 11,02 b
11 1,1 (0) 2,5 (0) 12,28 b

" Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade erro.

A vazao de alimentagdo (L/h) apresentou efeito significativo p<0,1 no
rendimento % da formulagdo com o ingrediente inerte, mostrando que a medida que
aumentava a velocidade da vazao de alimentacdo (L/h), menor o rendimento %. O
aumento dos valores de V proporciona a maior velocidade de escoamento do fluido
no equipamento, o que reduz o tempo de contato entre o produto e o ar de secagem,
tornando o processo de transferéncia de calor e massa menos eficiente, o que
resulta em menor evaporagdo de agua do produto e consequentemente, pés com
maiores umidades (TONON et al., 2008).
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Avaliando a figura 8 podemos observar um fator importante de interagao das
variaveis independentes, com efeito significativo p<0,1. Neste sentido, verifica se
que os efeitos ocorrem no rendimento % com a alteracdo das duas variaveis
independentes. Pois a interagao significativa apresentada na figura 8 expressa que,
mesmo que a variavel vazdo de alimentac&do (L/h) tenha maior influéncia sobre o
rendimento %, as duas variaveis independentes (vazdo de alimentagédo e vazao de
ar) estao relacionadas entre si.

O ajuste da vazao de alimentagdo é realizado com a finalidade de que o
liquido presente nas goticulas evapore antes que estas entrem em contato com as
paredes da camara de secagem. Velocidades de alimentagédo excessivas conduzem
a diminuicido da temperatura de saida e ao acumulo do material sobre as paredes da
camara (RANKELL et al., 2001).

Vazio de alimentacéo (L) / =7y
1LDY2L /// 313

Vazéo do ar (Q)

% 2,69

Vazéo de alimentacéo (Q) 264

_
Vazio do ar (L) /

-1,26

p=,05
Figura 8: Grafico de Pareto mostrando os efeitos de termos lineares, quadraticos e

de interagao das variaveis independentes sobre a DCCR para o rendimento (%).
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Para verificar melhor a influéncia das variaveis de processo na producéo
sélida, os dados da Tabela 7 foram utilizados para gerar um modelo quadratico (Eq.
1), que apresentou alto coeficiente de determinagdo (R2 = 0,9342) e foi validado
pela analise de variancia (ANOVA) (F calculado foi 2,8 vezes maior que o valor
critico F encontrado em uma tabela em p <0,05).

RS =1230— 252X VAl + 1.26 X VAI? —0.50 X VAr — 1.29 X VAr? + 1.77 x VAl x
VAr
3)

onde RS é o rendimento sdlido (% em peso), VAl e VAr sao os valores
codificados para vazao de alimentagcdo e ar. O modelo validado foi utilizado para
representar o grafico de contorno apresentado na figura 9. O aumento do fluxo de
alimentagao apresentou um efeito negativo mais pronunciado no rendimento sélido
que o aumento do fluxo de ar. Isto pode ser constatado analisando os coeficientes
lineares da Eq. 1 para ambas as variaveis. Para vazao de alimentacao, o coeficiente
era de -2,52, enquanto para vazao de ar era de -0,50. O maximo rendimento sélido
foi obtido para valores baixos de fluxo de ar e alimentagao. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de que, a alta vazdo de alimentacdo, o tempo de permanéncia
nao foi suficiente para obter uma secagem satisfatdria dos soélidos. Por outro lado,
em altas vazdes de ar, pode ocorrer o arrasto de particulas sélidas, diminuindo o
rendimento. Com base nestes resultados, a condi¢cdo operacional 6tima para obter a
féormula sdlida de bioherbicida foi definida como sendo fluxo de alimentagao de 0,2
L.h"" e vazdo de ar de 1,4 L.min"'. Da Fig. 9, neste ponto é possivel obter um

rendimento sélido maximo apds a secagem, isto €, em torno de 20% em peso.
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V. Ar (L.Min™)

M > 24
B <24
B <20
[ <16
. [1<12
-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0= :2

V. Al (L.h7)

Figura 9: Influéncia dos fluxos de alimentagdo e ar no rendimento solido apés o

processo de secagem.

Tabela 8 - Rendimento % da formulagéo spray drying nos tratamentos junto ao

ingrediente ativo.

Ensaio Tratamento Rendimento (%)
1 Il 17,09 a*
2 [.I +0,5% IA 17,67 a
3 [.I +25,0 % IA 14,79 a
4 [.I +100,0% IA 10,28 b

" Médias n3o seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade erro.
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A adicdo do ingrediente ativo (caldo fermentado com as biomoléculas) junto
ao ingrediente inerte (dioxido de silicio + biosurfactante) foi estudado para observar
sua influéncia no rendimento da formulagdo em spray drying. Pode se observar
através da tabela 8 que a adigdo no nivel de 100 % do caldo fermentado diminuiu
significativamente o rendimento da formulagdo. Este resultado deve se,
provavelmente, pela composicdo do meio de fermentagdo com significativa

concentragao de ingredientes que aumentam a viscosidade e adesividade.

5.3 AVALIAGAO DA EFICIENCIA DAS FORMULAGOES.

5.3.1 AVALIAGAO DA MASSA SECA (MS) E DE FITOTOXICIDADE %

Através da tabela 9 podemos observar uma diferenca estatistica entre os
tratamentos quando avaliado os resultados de massa seca (MS) e fitotoxicidade %,
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.

Os resultados obtidos para fitotoxicidade % demonstraram que ha um efeito
herbicida no caldo fermentado obtido a partir da fermentacdo em submerso
utilizando o fungo Diaporthe sp. A tabela 9 apresenta os dados referentes a
porcentagem de fitotoxicidade % causado nas folhas de alface (Lactuca sativa),
onde variaram entre 0,0 até 96,7 %, respectivamente, testemunha absoluta e o
tratamento “sélida, com, 100 %”. BASTOS, 2017, utilizando como cultura teste
Pepino (Cucumis sativus) obteve em um dos seus tratamentos com o caldo
fermentado do fungo Diaporthe sp resultado de mais de 80% das folhas destruidas.

Ao avaliar os resultados de MS (g) entre os tratamentos notou se que os
resultados variaram de 0,101 até 0,167 g, respectivamente, testemunha absoluta e o
tratamento “sélida, com, 100 %”. Observa se que o resultado de menor quantidade

de massa seca (g) foi o que apresentou o melhor controle.
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Tabela 9: Avaliagdo de matéria seca (g) e porcentagem de controle com relagdo aos

fatores estudados (Santa Maria — RS).

Caldo
Formulagao  Adjuvante fermentado MS (g) Controle %
(%)
5 0,161 a* 0,0c
Sem 25 0,144 b 1,7c
100 0,126 ¢ 6,7c
Liquida 5 0,135¢ 50c
Com 25 0,126 c 13,3 ¢c
100 0,112 ¢ 40,0b
5 0,144 b 3,3c
Sem 25 0,125 ¢ 20,0b
100 0,119¢c 40,0b
Sdlida 5 0,138 c 11,7 c
Com 25 0,123 ¢ 250b
100 0,101 c 96,7 a
Testemunha absoluta 0,167 a 0,0c

" Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade erro.

Pela tabela 10 verificou-se que n&do houve interagao entre os fatores tipo de

formulacdo, presenca de adjuvante e porcentagem de caldo fermentado para a

variavel resposta MS (g), quando avaliado aos 7 DAA. Porém, os fatores isolados

presengca de adjuvante e porcentagem de caldo fermentado apresentaram

resultados significativos para a variavel resposta MS (g).
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Tabela 10: Médias do acumulo de massa seca da planta, aos 7 DAA. Santa

Maria/RS, 2019.

Caldo fermentado (%)

Formulagao Adjuvante 5 25 100
Sem 0,161aAa 0,144aAa 0,126aAaq
Liquida
Com 0,135aAa 0,126aAa 0,112aAaq
Sem 0,144aAa 0,125aAa 0,119aAaq
Sélida
Com 0,138aBa 0,23aBa 0,01aAaqa
Teste FFormuIagéo (F) ns
Teste FAdjuvante (Ad) b
Teste Fcaldo fermentado (CF) *
Teste F da interagao F x Ad ns
Teste F da interagao F x CF ns
Teste F da interagao Ad x CF ns
Teste F da interacao F x Ad x CF ns
CV (%) 12,04

Médias n&do seguidas pelas mesmas letras, minusculas fator presenca de adjuvante dentro do mesmo caldo
fermentacdo % e tipo de formulagéo, maiusculas fator caldo fermentado % dentro do mesmo tipo de formulagéo
e presenga de adjuvante, e, gregas fator tipo de formulagdo dentro do mesma presenga de adjuvante e caldo

fermentado %, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade (**).

Avaliando se os resultados da tabela 11 com a variavel resposta porcentagem
de fitotoxicidade % pode se observar uma interacido entre os fatores estudados tipo
de formulagao, presenca de adjuvante e porcentagem de caldo fermentado, quando
comparados ao teste de Scott Knott em 5% de probabilidade de erro.

Os tratamentos com o fator porcentagem de caldo fermentatado de 5 %
apresentou diferengca estatistica apenas na formulagdo sodlida com adjuvante.
Mesmo sendo valores bem baixos de controle % podemos destacar que a
formulagédo sodlida (em spray drying) conseguiu possivelmente concentrar as
biomoléculas, e em conjunto o adjuvante possibilitou melhorias no momento de
aplicagdo. Ao aumentar a concentragdo do caldo fermentado para 25 % notou se
que nos tratamentos obteve se resultado diferente

“formulacdo liquida”

estatisticamente com a utilizagdo de adjuvantes. Pode se também observar uma
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influéncia significativa da formulagdo solida, quando comparado com os tratamentos
em formulagao liquida. Pois ao compararmos os tratamentos “liquida, sem, 25%” vs
“solida, sem, 25% e os tratamentos “liquida, com, 25%” vs “sdlida, com, 25%”,
evidéncia se um aumento significativo na porcentagem de controle nas formulagdes
solidas.

Para os tratamentos utilizando a concentracdo de 100 % do caldo fermentado,
ao compararmos os tratamentos “liquida, sem, 100%” vs “sélida, sem, 100% e os
tratamentos “liquida, com, 100%” vs “sdlida, com, 100%”, pode se avaliar uma
influéncia significativa da formulagdo solida (Figura 10). Este comportamento
semelhante aos tratamentos com 25 % de caldo fermentado, pode ser explicado
pelas baixissimas concentragdes de biomoléculas (metabdlitos) dos fungos
produzidas em meio aquoso de cultura, uma vez que o metabdlito produzido se
encontra diluido em um grande volume reacional (VAREJAO, 2013). Neste sentido,
podemos inferir que a formulagéo realizada com spray drying conseguiu concentrar
as biomoléculas sem que mesmas fossem degradas no processo de secagem.
Diversos trabalhos estudando a formulagdo a seco com spray drying para produtos
biolégicos vem sendo realizados, e apresentando resultados bastante relevantes
(MENG et al., 2014; OANCEA et al., 2016).

Outra influéncia significativa nos tratamentos com a porcentagem de 100 %
de caldo fermentado foi a presenga de adjuvante, onde verifica se tanto nos
tratamentos em formulagao liquida quanto nos tratamentos com formulacédo sodlida
que a presenga de adjuvante acarretou em resultados superiores estatisticamente
(figura 11). A utilizagdo de alface (Lactuca sativa) como planta teste pode ter
influenciado, pois as folhas de alface sao totalmente lisas sem pilosidades. Neste
sentido, a utilizagdo do adjuvante proporcionou maior adesividade e melhor
distribuicdo das biomoléculas na superficie das folhas, aumentando o poder de agao
herbicida sobre as plantas (HOAGLAND et al.,, 2007; PIYABOON et al., 2016).
Diversos autores ja realizaram trabalhos evidenciando o aumento da eficiéncia dos
caldos fermentados com as biomoléculas através da utilizacdo de diferentes
adjuvantes (ALMEIDA, 2014; BASTOS, 2017; BRUM, 2016 TODERO, 2017; PES,
2015). Os autores BASTOS, 2017 e PES, 2015 estudaram a influéncia de

adjuvantes em bioherbicidas formulados com metabdlitos do fungo Diaporthe sp,
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onde ambos observaram o aumento de eficiéncia dos bioherbicidas com a utilizagao
de adjuvantes.

Nos resultados de fitotoxicidade %, quando comparados entre as
concentragdes de caldo fermentado, podemos avaliar que conforme aumenta a
concentragédo do caldo fermentado maior € a fitotoxicidade %. Este comportamento
comprova que o fungo Diaporthe sp tém a capacidade de produzir biomoléculas com
fitotoxinas que apresentam atividade herbicida, ou seja, com habilidade de controlar
determinadas plantas. PES, 2015 realizou a aplicagdao do caldo fermentado de
Diaporthe sp. como bioherbicida em pds-emergéncia de duas plantas daninhas
(Echinochloa sp., Conyza sp.), observando resultados de supressao de crescimento

em ambas as espécies conforme aumentou se as doses utilizadas nos tratamentos.

Tabela 11: Médias do controle dos tratamentos, aos 7 dias apos a aplicagdo. Santa
Maria/RS, 2019.

Caldo fermentado (%)

Formulagao Adjuvante 5 25 100
Sem 0,0aAa 1,7aAaq 6,7aAa
Liquida
Com 50aAaqa 13,3bBa 40,0bCa
Sem 3,3aAa 20,0aBf 40,0aCp
Sdlida
Com 11,7bAa 250aBp 96,7bCp
Teste Fromulagso (F) o
Teste FAdjuvante (Ad) **
Teste Fcaldo fermentado (C F) b
Teste F da interagao F x Ad **
Teste F da interagao F x CF >
Teste F da interagao Ad x CF *
Teste F da interagdo F x Ad x CF >
CV (%) 24,14

Médias seguidas pela mesmas letras ndo diferem estatisticamente%, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de
probabilidade. As letras minusculas avaliam o fator presenga de adjuvante dentro do mesmo caldo fermentagao
% e tipo de formulagdo, letras mailsculas avaliam o fator caldo fermentado (v/v%) dentro do mesmo tipo de
formulacdo e presenca de adjuvante, e, as letras gregas o fator tipo de formulacdo dentro do mesma presenca

de adjuvante e caldo fermentado (v/v%) (**).
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Figura 10: Comparacao tratamento 3 (liquida, sem, 100%) vs tratamento 9 (sdlida,
sem, 100%) e tratamento 6 (liquida, com, 100 %) vs tratamento 12 (sdlida, com,
100%).

sem, 100%) e tratamento 12 (sdlida, com, 100%), aos 7 DAA. Esquerdo: Lesao de

necrose causado pelo herbicida natural.
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5.3.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Pode se observar diferenca estatistica nos resultados da atividade da enzima
guaiacol peroxidase (POD) e superdxido dismutase (SOD), avaliados aos 2 dias
apos a aplicagédo (DAA) dos tratamentos sobre a planta teste alface (tabela 12). Para
a enzima POD nota se que houve diferenca estatistica dos resultados da formulagéo
sélida com a testemunha, exceto o tratamento “sdélida, sem, 5%”, quando
comparados ao teste de Scott Knott com 5% de probabilidade de erro.

Ao avaliarmos os resultados de atividade da enzima SOD nota se que o
tratamento “sélida, com, 100%” apresentou diferenga estatistica com todos os
demais tratamentos avaliados. Quando comparamos a atividade da enzima SOD do
tratamento “sdlida, com, 100%” com a testemunha, verifica se que houve um
aumento de 91,78 % desta atividade. Diversos trabalhos vém demonstrando a
relacdo do aumento da atividade da enzima SOD com aumento de determinados
estresses que pode sofrer a planta, causado por fatores bidticos ou abidticos.
EHSANI-MOGHADDAM et al. (2006) caracterizaram o envolvimento de SOD durante
infeccdo do fungo Mycosphaerella fragariae em trés cultivares de morango e
observaram que o nivel da concentragado desta enzima antioxidante no segundo dia
apos a inoculagao foi elevado em todas as plantas atacadas pelo fitopatégeno em
comparagao com os respectivos controles. Os autores observaram que as mais altas
concentracbes de SOD foram nos materiais resistentes, o poderia ser explicada
como uma estratégia da planta para restringir o desenvolvimento do fungo pela agéo
desta enzima antioxidante.

Mesmo alguns herbicidas seletivos a determinada cultura pode desencadear
a producgao de espécies reativas de oxigénio e causar estresse oxidativo. Porém, as
plantas resistentes equilibram as ROS e o sistema de enzimas antioxidante para que
nao ocorra a morte da cultura. Neste sentido, em determinado estudo foi observado
que os herbicidas oxyfluorfen e oxadiazon resultaram em maior atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD). Mesmo seletivos e registrados para controle de
plantas daninhas na cultura do arroz, os herbicidas podem causar fitotoxicidade,

reduzindo a estatura e alteram o metabolismo das plantas, gerando espécies



56

reativas de oxigénio, as quais ativam o sistema de defesa enzimatico (LANGARO et
al., 2017).

Tabela 12: Avaliagcdo de POD e SOD com relagdo aos fatores estudados (Santa
Maria — RS).

Caldo
Formulagdao  Adjuvante fermentado POD SOD
(%)
5 7,5b 2249b
Sem 25 6,2b 266,3 b
100 9,3b 256,0 b
Liquida 5 10,1b 2448 b
Com 25 7,2Db 2244 b
100 74Db 2443 Db
5 10,7 b 2429b
Sem 25 16,8 a 2139b
100 13,7 a 267,3b
Sélida 5 15,1 a 190,1b
Com 25 20,0 a 2543 b
100 15,8 a 386,7 a
Testemunha absoluta 58b 1946 b

" Médias n3o seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade erro.

Pela tabela 13 verificou-se que n&o houve interagao entre os fatores tipo de
formulacdo, presenca de adjuvante e porcentagem de caldo fermentado para a
atividade da enzima SOD, quando avaliado aos 2 DAA. Porém, o fator isolado
porcentagem de caldo fermentado apresentou resultado significativo para a variavel

resposta atividade da enzima SOD. Ao observarmos os resultados do tratamento
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“sélida, com, 100 %” podemos inferir que o mesmo apresentou diferenca estatistica
quando comparado com o tratamento “solida, sem, 100%”".

Ao compararmos os tratamentos “sélida, com, 5 %”, “solida, com, 25 % e
“solida, com, 100 %” observa se que o aumento da concentragdo das biomoléculas
aumenta a atividade de defesa da planta teste alface. Esta elevada atividade da
enzima SOD pode explicar o 6timo controle realizado pelo tratamento “sélida, com,
100 %”, evidenciando a acgao herbicida das biomoléculas produzidas pelo fungo
Diaporthe sp. De FREITAS-SILVA et al. (2017) estudando os efeitos do herbicida
glifosato sobre a planta teste Arabidopsis thaliana observou que o tratamento do

herbicida promoveu aumento da atividade de SOD.

Tabela 13:; Valores médios do efeito dos tratamentos sobre a enzima SOD, aos 2

dias apds a aplicagao. Santa Maria/RS, 2019.

Caldo fermentado (%)

Formulacao Adjuvante 5 25 100
Sem 2249aAa 266,3aAa 256,0aAa
Liquida
Com 2448aAa 2244 aAa 2443 aAa
Sem 2429aAa 2139aAa 267,3aAa
Sdlida
Com 386,7aAa 386,7aAa 386,7b B
Teste Fromulagso (F) ns
Teste Fadjuvante (Ad) ns
Teste Fcaldo fermentado (C F) b
Teste F da interacao F x Ad ns
Teste F da interagao F x CF ns
Teste F da interagdo Ad x CF ns
Teste F da interagdo F x Ad x CF ns
CV (%) 19,78

Médias ndo seguidas pelas mesmas letras, minusculas fator presenga de adjuvante dentro do mesmo caldo
fermentacdo % e tipo de formulagdo, maiusculas fator caldo fermentado % dentro do mesmo tipo de formulagéo
e presenga de adjuvante, e, gregas fator tipo de formulagdo dentro do mesma presenga de adjuvante e caldo

fermentado %, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade (**).
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Os resultados da tabela 14 com a variavel resposta atividade da enzima POD
demonstram uma interagdo significativa entre os fatores estudados tipo de
formulacédo e porcentagem de caldo fermentado, quando comparados ao teste de
Scott Knott em 5% de probabilidade de erro. Os fatores isolados tipo de formulacao,
presenga de adjuvante e porcentagem de caldo fermentado apresentaram
resultados significativos. Comparando os resultados dos tratamentos “liquida” com
tratamentos “soélida” destaca se uma diferenca estatistica. E dentro dos tratamentos
“solida” tanto “sem ou com” adjuvante observamos que as concentragdes 25 % e
100 % aumentaram a atividade da enzima POD. LAXM. S et al. (2018) estudando o
efeito de herbicidas sobre a planta daninha Portulaca oleracea concluiu que o 2,4-D
as 48 horas apo6s sua aplicacdo causaram um aumento na atividade da enzima
POD. Definindo que o aumento da atividade enzimatica era inducdo do sistema
antioxidante sob o estresse do herbicida.

Outro estudo avaliando a atividade enzimatica em cultivares de soja
convencionais e transgénicas sob aplicagcao do herbicida glifosato observou que a
variedade convencional induziu o aumento da atividade da enzima POD, entretanto
concluiu que a quantidade de POD na variedade transgénica ja era alta e nao
necessita de ser induzida. Diante dos resultados, os autores inferiram que a
atividade da enzima POD poderia ser utilizada como marcador bioquimico para
distinguir entre variedades convencionais e transgénicas (MOLDES, 2006). Estudo
realizado para discutir a influéncia das espécies reativas de oxigénio (ROS) sobre a
acao do herbicida Glufosinato, observou que o acumulo de amébnia € uma
consequéncia fisiolégica da inibicdo da GS, ndo sendo a causa da fitotoxicidade,
estabelecendo que as (ROS) podem ser a principal responsavel pela rapida morte
celular induzida pelo glufosinato (TAKANO etal., 2019).
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Tabela 14: Valores médios do efeito dos tratamentos sobre a enzima POD, aos 2
dias apos a aplicagao. Santa Maria/RS, 2019.

Caldo fermentado (%)

Formulagao Adjuvante 5 25 100
Sem 6,9aAaqa 6,2aAaqa 70aAa
Liquida
Com 8,8aAa 76aAaqa 8,2aAaqa
Sem 9,8aA 15,8a B 14,6 aBp
Sélida
Com 126 bAB 16,0aBp 16,6 bB B
Teste FFormuIagéo (F) >
Teste FAdjuvante (Ad) b
Teste Fcaldo fermentado (CF) *
Teste F da interagcao F x Ad ns
Teste F da interagao F x CF **
Teste F da interagao Ad x CF ns
Teste F da interagcao F x Ad x CF ns
CV (%) 10,18

Médias n&do seguidas pelas mesmas letras, minusculas fator presenca de adjuvante dentro do mesmo caldo
fermentacdo % e tipo de formulagéo, maiusculas fator caldo fermentado % dentro do mesmo tipo de formulagéo
e presenga de adjuvante, e, gregas fator tipo de formulagdo dentro do mesma presenga de adjuvante e caldo

fermentado %, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade (**).

O bioherbicida produzido através das biomoléculas do fungo Diaphorte sp
apresentaram maior atividade herbicida quando utilizado a formulagao sélida (spray
drying), com a presencga do adjuvante e utilizando 100% v/v do caldo fermentado.
Mostrando assim que o aumento na concentracdo das biomoléculas proporcionou
maior agao herbicida e que adjuvante auxilio na tecnologia de aplicagdo. Pode se
inferir também que a utilizagdo da técnica de secagem por spray drying foi eficiente
para aumentar a concentragcéo das biomoléculas sem degradar durante o processo.

Os resultados encontrados para atividade das enzimas antioxidantes
corroboraram com o resultado de fitotoxicidade %, evidenciando que o bioherbicida
formulado com as biomoléculas proporcionou um estresse oxidativo na planta teste

alface. Neste sentido, pode se observar que em pequenas concentracdes das
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biomoléculas, a planta através das enzimas POD e SOD pode eliminar e combater
as biomoléculas com agao herbicida. Porém, quando utilizou se altas concentragoes
das biomoléculas (100 % v/v) nas formulagbées em conjunto da formulacdo spray
drying e do adjuvante, a agao herbicida prevaleceu sobre alta atividade das enzimas
antioxidantes, ocorrendo degradagdo da membrana e lesbes sobre as folhas da

planta teste.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foram testadas formulagbes sdlidas e liquidas contendo
biomoléculas com atividade herbicida. A formulagdo sdélida apresentou a maior
fitotoxicidade na planta teste (96,7%) e a fitotoxicidade foi diretamente relacionada a
concentragdo de caldo fermentativo na férmula. O uso de adjuvante melhorou a
eficiéncia do bioherbicida. A matéria seca dos tratamentos foi menor que o controle
e isso foi correlacionado com o aumento do estresse oxidativo, uma vez que a
atividade das enzimas antioxidantes, como SOD e POD, aumentou no tratamento
com alto nivel de fitotoxicidade. A tecnologia de spray drying promete concentrar o
bioherbicida sem perda de compostos bioativos, uma vez que um dos maiores
desafios na produgédo de bioherbicidas € a baixa concentragdo de ingrediente ativo
no caldo fermentado.
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