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RESUMO

CONTROLE DE PLANTAS DANINHQ\S COM BIOHERBICIDA PRODUZIDO POR
FERMENTACAO DE Diaporthe schini

AUTOR: THIARLES BRUN
ORIENTADOR: MARCIO ANTONIO MAZUTTI

O controle de plantas daninhas é fundamental para garantir a produtividade e qualidade da
producdo de alimentos. O controle quimico é o mais utilizado, porém a demanda por
alimentos mais saudaveis, a preocupacdo com o meio ambiente e a satde dos agricultores e
plantas resistentes, provocou aumento na busca por outros métodos de controle. Esse trabalho
tem como objetivo melhorar a eficiéncia de bioherbicidas produzidos por fermentagcdo em
estado solido e comparar esta técnica com a fermentacdo submersa utilizando o fungo
Diaporthe schini, além de estudar o uso do spray drying para a secagem. Primeiramente,
realizou-se fermentacdo em estado sélido determinando as melhores condi¢6es de cultivo do
fungo com acg&o herbicida em teste de absorgédo em folha destacada de Cucumis sativus. O
melhor resultado encontrado com acdo herbicida na fermentacdo em estado solido foi
comparado com a fermentacdo submersa, realizado através da caracterizacao fisico-quimica e
efeito bioherbicida. Além disso, estudou-se diferentes aditivos para a secagem em spray
drying e foram otimizados os pardmetros do equipamento. Todas as condigfes foram
avaliadas conforme o efeito bioherbicida em pds-emergéncia de Bidens pilosa, Amaranthus
viridis, Echinocloa crusgalli e Lollium multiflorum. A melhor condigéo de cultivo encontrada
para a fermentacdo em estado sélido foi de 40% de umidade e sem suplementacdo de dgua de
maceracdo de milho (AMM) e farelo de soja (FS), apresentando necrose em folhas de C.
sativus. O caldo de D. schini obtido por fermentacdo submersa foi mais eficaz do que a
fermentacdo em estado sélido para o controle de plantas daninhas, apresentando inibicdo do
crescimento das plantas daninhas e melhores caracteristicas fisico-quimicas. A secagem com
aditivo lactose e na condicdo do ponto central do planejamento experimental, com
temperatura do ar na entrada do spray drying de 100°C, vazio do ar de secagem 1,5 m*/min e
vazdo de alimentacdo de 0,22 L/min apresentou o maior efeito bioherbicida sobre plantas
daninhas. A fermentacdo submersa aliada a secagem por spray drying mostrou ser uma
importante ferramenta para a producdo de bioherbicida de D. schini, podendo fornecer
subsidios para novas pesquisas.

Palavras chave: Microrganismo, fermentacéo, bioherbicida, spray drying



ABSTRACT

CONTROLE DE PLANTAS DANINHQ\S COM BIOHERBICIDA PRODUZIDO POR
FERMENTACAO DE Diaporthe schini

AUTHOR: THIARLES BRUN
ADVISOR: MARCIO ANTONIO MAZUTTI

Weed control is essential to ensure the productivity and quality of food production. Chemical
control is the most used, but the demand for healthier food, concern for the environment and
the health of farmers, has increased the search for other control methods. This work aims to
improve the herbicidal effect of bioherbicides produced by solid state fermentation and to
compare this technique with submerged fermentation using the fungus Diaporthe schini, in
addition to studying the use of spray drying for microencapsulation. First, solid state
fermentation was carried out to determine the best conditions for cultivation of the fungus
with herbicidal action in an absorption test on detached leaf of Cucumis sativus. The best
result found with herbicidal action in solid state fermentation was compared with submerged
fermentation, carried out through physical-chemical characterization and bioherbicidal effect.
In addition, different adjuvants for spray drying microencapsulation were studied and the
equipment parameters were optimized. All conditions were evaluated according to the post-
emergence bioherbicidal effect of Bidens pilosa, Amaranthus viridis, Echinocloa crusgalli
and Lollium multiflorum. The best cultivation condition found for solid state fermentation was
40% moisture and without corn maceration water (AMM) and soybean meal (FS)
supplementation, presenting necrosis in C. sativus leaves. D. schini broth obtained by
submerged fermentation was more effective than solid state fermentation for weed control,
showing weed growth inhibition and better physicochemical characteristics.
Microencapsulation with lactose adjuvant and in the condition of the central point of spray
drying planning with an inlet temperature of 100°C, flow of drying air 1.5 m*/min and feed
flow of 0.22 L/min showed the greatest effect bioherbicide on weeds. Submerged
fermentation combined with microencapsulation by spray drying is an important tool for the
production of D. schini bioherbicide, and may provide subsidies for further research.

Keywords: Microorganism, fermentation, bioherbicide, spray drying
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1. INTRODUCAO

As plantas daninhas possuem crescimento rapido e se adaptam a diversos habitats,
interferindo no desenvolvimento de cultivos agricolas e prejudicando as funcbes do
ecossistema. Esta habilidade em competir por espaco, agua, luz e nutrientes, interfere
negativamente na produtividade das culturas e na qualidade do produto final (ADETUNJI et
al., 2019), além de disseminar-se facilmente do seu ambiente natural para diferentes regides
do mundo (ALVARADO-SERRANO et al., 2019).

Véarios métodos de controle de plantas daninhas séo utilizados, como fisico, cultural,
bioldgico e quimico. O controle quimico é o mais utilizado e eficaz, porém quando utilizado
de maneira indiscriminada resulta em riscos ao meio ambiente, pessoas e animais (KHALIQ
et al., 2013) e acarreta em um aumento da incidéncia de plantas daninhas resistentes a
herbicidas (BONNY, 2016).

Para minimizar os impactos negativos provocados pela aplicacdo de herbicidas
sintéticos, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas nas ultimas décadas visando a
descoberta de novos herbicidas seletivos, obtidos por meio de rotas biotecnoldgicas,
utilizando fungos (TRIOLET et al., 2019). Os fungos sdo 0s microrganismos mais abundantes
e desempenham papel fundamental e representam boa alternativa no controle de plantas
daninhas, devido ao seu potencial de producdo de fitotoxinas de interesse, podendo servir
como base para a producéo de novos herbicidas (CIMMINO et al., 2015).

Estudos mostram que a atividade herbicida de isolados fungicos esta diretamente
relacionada com a concentragdo da toxina presente em seu extrato bruto (ZHANG et al.,
2006), sendo a escolha da melhor técnica de producdo e das condic¢Ges de cultivo primordiais
para a producdo de metabdlitos com acdo bioherbicida. Um dos processos mais utilizados
para a producdo de metabolitos secundarios de fungos sdo os processos fermentativos. Estes
podem ser realizados por cultivos em meio sélido ou submerso (BRUN et al., 2016).

O uso da fermentagdo em estado solido (FES) proporciona acréscimo no rendimento
de produtos, devido a similaridade de suas condi¢des de cultivo quando comparados com seu
habitat natural (PANDEY, 2003). Existem ainda, metabolitos secundarios de fungos que séo
produzidos exclusivamente durante o crescimento em meio solido. Por isso a FES é
considerada uma alternativa viavel na producéo e descoberta de novos metabdlitos produzidos
por fungos (HOLKER and LENZ, 2005). A fermentacdo submersa (FS) é uma das técnicas
mais utilizadas na inddstria e caracteriza-se pela presenca de nutrientes dissolvidos no meio

liquido. Nesta técnica é possivel ter um maior controle do processo, como temperatura, pH,
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aeracdo e agitacdo do meio de cultura, garantindo assim, maior homogeneidade do processo
de producédo dos metabolitos secundarios (SINHA; SINHA, 2009).

Entre os fungos estudados, o género Diaporthe se destaca como potencial para a
producdo de metabdlitos secundarios com acdo herbicida quando produzido em meio
fermentativo controlado (BASTOS et al., 2017; de SOUZA et al., 2015; PES et al., 2016;
SOUZA et al., 2017). Em trabalho realizado por Souza et al. (2017) foram coletados 39
fungos fitopatogénicos de tecidos de plantas daninhas, os quais foram isolados em laboratério
para verificar a possivel producdo de metabolitos com acdo herbicida. Entre eles, destaca-se o
género Diaporthe, que foi selecionado devido ao efeito herbicida dos metabdlitos secundarios
produzidos por fermentacdo submersa nas plantas-alvo. As condi¢des de producdo de
metabolitos secundarios de Diaporthe schini usando FS em um biorreator com agitacéo
mecanica foram estudadas (SOUZA et al., 2015). FormulacGes contendo aditivos foram
usadas para melhorar a acdo herbicida de D. schini produzida por fermentagéo submersa (PES
et al., 2016). As condig¢des de producdo de metabdlitos com acdo herbicida de D. schini por
fermentacdo em estado sélido também foram estudadas, além do uso de formulagdes
(BASTOS et al., 2017).

Para obter bom resultados sobre a acdo bioherbicida é necessério os estudos das
condicGes de fermentagdo, aumento da concentracdo de metabdlitos produzidos por Diaporthe
sp. além de manter inalteradas as caracteristicas fisico-quimicas ao longo do tempo e
mantendo sua eficiéncia. Uma das possibilidades para aumentar a estabilidade fisico-quimica
e/ou microbiana dos produtos bioativos € remover o contetudo de agua e converté-los para po
(KHASHAYAR et al., 2020).
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma formulacéo sélida do bioherbicida

produzido de Diaporthe schini com agéo sobre planta daninhas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v"Avaliar diferentes substratos e suplementos para melhorar a acdo do bio-herbicida
sobre Cucumis sativus encontrada por Bastos et al. (2017) por FES de Diaporthe schini, sobre
Cucumis sativus;

v" Comparar o caldo produzido por FES com o caldo produzido por FS de D. schini, na
melhor condicao encontrada por Souza et al. (2017) sobre a fitotoxidade e alguns parametros
de crescimento de Bidens pilosa, Amaranthus retroflexus, Echinocloa crusgalli e Lollium
multiflorum;

v’ Caracterizacdo fisico-quimica do caldo produzido por FES e FS;

v' Comparar diferentes aditivos inertes para a secagem do bioherbicida produzido por FS
de D. schini sobre a fitotoxidade e parametros de crescimento de Bidens pilosa, Amaranthus
retroflexus, Echinocloa crusgalli e Lollium multiflorum;

v' Otimizar alguns parametros de operacdo spray drying para a Ssecagem e acdo
bioherbicida sobre a fitotoxidade e parametros de crescimento de Bidens pilosa, Amaranthus

retroflexus, Echinocloa crusgalli e Lollium multiflorum;



15

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 PLANTAS DANINHAS

A alta capacidade de interferéncia nos sistemas agricolas em geral é uma das
caracteristicas mais importantes de qualquer planta daninha (BAJWA et al., 2016). As plantas
daninhas podem causar impactos negativos em algumas atividades humanas, tanto na area
agricola, florestal, pecuaria, ornamental, nautica, producdo de energia, etc. A incidéncia de
plantas daninhas em areas cultivadas causa a reducdo da produtividade, devido a interferéncia
negativa causada no desenvolvimento da cultura de interesse. As perdas variam conforme a
espécie cultivada e podem, inclusive, inviabilizar a colheita (FONTES et al., 2003). O nivel
de incidéncia pode variar conforme o tipo de vegetacdo infestante (espécie, densidade e
distribuicdo), da cultura (cultivar, espacamento e densidade), do ambiente (solo, clima e
manejo) e do tempo de convivéncia da planta daninha com as plantas cultivadas (DUARTE et
al., 2002).

Muitas plantas cultivadas, também podem ser consideradas daninhas, quando crescem
de forma espontanea e interferem no crescimento da cultura de interesse, podendo ser
denominada de planta voluntaria. J& uma planta que cresce espontaneamente em meio a uma
cultura de interesse e que apresenta caracteristicas especiais que permitam sua sobrevivéncia
no ambiente é denominada de planta daninha verdadeira (SILVA et al., 2007). O milho ou o
trigo, em uma lavoura de soja, sdo plantas daninhas, denominadas comuns. J& a guanxuma, a
trapoeraba ou outras espécies quaisquer sdo chamadas de plantas daninhas verdadeiras
(ALMEIDA, 2014).

Estudos relatam que, as plantas daninhas podem reduzir em média até 34% a
produtividade das culturas. As plantas daninhas podem causar reducdes de produtividade em
algumas culturas de grande interesse agricola como: milho 40%, soja 37%, arroz 37%,
algodéo 36%, batata 30% e 23% de trigo (OERKE, 2006).

3.2 CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS

Desde o inicio da agricultura a capina manual, a mecanica e as aplicacfes de
herbicidas, tém sido as mais utilizadas como métodos de controle de plantas daninhas
(GRIEPENTROGE; DEDOUSIS, 2010; BERGIN, 2011; RUEDA-AYALA et al., 2011;

CHAUVEL et al., 2012). Mesmo com a contribuicdo desses métodos de controle para o
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aumento da produtividade das culturas, o controle de plantas daninhas na agricultura ainda
apresenta desafios. Na capina manual, o principal desafio esta na reducdo da disponibilidade
de mé&o-de-obra, aumento dos custos de trabalho, além da baixa eficiéncia no controle
(CARBALLIDO et al., 2013; GIANESSI, 2013; JABRAN et al., 2015). J& o controle
mecanico de plantas daninhas, requer o revolvimento do solo, danificando a estrutura e
reduzindo a fertilidade do mesmo (SMITH et al., 2011; JABRAN et al., 2015).

Os herbicidas quimicos sdo muito utilizados na agricultura, pois desempenham papel
importante na economia mundial. Estudos mostram que nos proximos anos a demanda global
por alimentos deve dobrar, devido ao crescimento da populacdo mundial, aumentando a
demanda da producdo de alimentos (FAO, 2050). Tal aumento deve ocorrer com mais
intensidade em paises em desenvolvimento e consequentemente 0S mais ricos em
biodiversidade do planeta (BAUDRON; GILLER, 2014).

O uso sucessivo e indiscriminado dos herbicidas quimicos aumenta o nimero de
espécies de plantas daninhas resistentes a determinados herbicidas (ANNETT et al., 2014;
HOPPIN, 2014; POWLES, 2008; STARLING et al., 2014). Além disso, 0 manejo de plantas
daninhas com herbicidas quimicos pode causar impactos ao meio ambiente e danos a saude
humana e animal. Mesmo com estes efeitos, 0 uso de agroquimicos aumentou mais de 40%
em relacdo a 2002 (FAO, 2018), porém calcula-se que a perda de rendimento j& alcance 30%
(POPP et al., 2013). Devido aos novos padrdes de toxicologia, alguns herbicidas mais antigos
ja foram banidos, devido a sua alta toxicidade (DUKE e DAYAN, 2018). Tais problemas
podem ser minimizados com a criacdo de praticas mais sustentaveis para o controle de plantas
daninhas (JABRAN et al., 2015).

3.3 CONTROLE BIOLOGICO DE PLANTAS DANINHAS

O controle bioldgico de plantas daninhas vem sendo explorado em todo o mundo,
sendo que a estratégia inundativa € a mais utilizada e considerada boa op¢do para o
gerenciamento sustentavel e econémico no manejo de plantas invasoras (MCFADYEN 1998;
ZACHARIADES et al., 2017). Existem até o0 momento, cerca de 468 espécies de agentes de
controle bioldgico estudados para o controle de diversas espécies de plantas invasoras, em
diferentes condicdes climaticas, sendo que até o momento foram estudadas 175 espécies de
plantas daninhas distribuidas em 48 familias diferentes, como Asteraceae (44 espécies),
Cactaceae (25 espécies) e Fabaceae (23 espécies) (WINSTON et al, 2014,
(SCHWARZLANDER et al., 2018). Alguns autores ainda relatam que, um agente de controle
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biolégico quando aplicado no campo, possui movimento limitado no solo, pois os
microrganismos estdo sujeito a adversidades ambientais (BAILEY; DERBY, 2001).

Os microrganismos podem produzir uma elevada gama de metabolitos secundarios,
principalmente os fungos e bactérias que habitam o solo, dada a complexidade dos
ecossistemas que estes microrganismos interagem e competem com outros organismos. E
provavel que a evolugdo dos metabdlitos secundéarios se deu a milhdes de anos, quando os
microrganismos utilizavam estes como sinais quimicos para se comunicarem, defender seu
habitat ou inibir o crescimento de competidores, sendo que, a maioria desses compostos séo
denominados de produtos naturais (BRAKHAGE, 2013).

A diversidade de sitios de acdo dos metabolitos secundarios dificulta a escolha de
métodos padrdo, para estabelecer o modo de acdo dos compostos encontrados na natureza
(ALMEIDA, 2014). Um dos métodos consiste em selecionar um composto especifico e testa-
lo em todos os sitios-alvos conhecidos para herbicidas, sendo que para herbicidas existem em
torno de 30 sitios-alvos identificados para toxinas (DUKE et al., 1997).

As fitotoxinas podem causar danos através de sua absorcdo na planta, seguido da
desestruturacdo da parede celular e consequente inducdo da formacéo de lesdes necréticas ou
halo clorético em folhas, talos ou frutos. A seletividade da toxina para as plantas daninhas é
variavel, de uma espécie para outra, sendo que a toxina considerada mais promissora para ser
utilizada como herbicida natural é aquela que apresenta a maior especificidade a uma
determinada espécie ou grupo (CHARUDATTAN, 1991).

Muitos trabalhos de pesquisa foram conduzidos sobre herbicidas de origem fungica,
no entanto sua aplicacdo em grande escala apresenta limitagfes, como requisitos ambientais,
baixo rendimento de producdo, dificuldade no desenvolvimento da formulacdo, além dos
requisitos rigorosos para o armazenamento (YANG et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios produzidos por fungos, quando utilizados em mistura com
herbicidas quimicos, podem exercer um efeito sinérgico no controle de plantas daninhas, além
de reduzir a dose do produto sintético (HOAGLAND, 1990; CAMARGO et al., 2019).
Alguns estudos foram realizados, com relagdo a mistura de bioherbicidas por meio da
aplicacdo inundativa de esporos de fitopatogenos (HOAGLAND, 1996). Desta forma, o
isolamento de patogenos de plantas, bem como o estudo dos agentes de controle e producéo
de metabdlitos secundarios sdo os principais caminhos para desenvolvimento de herbicidas de
origem microbiana (YANG et al., 2014).
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3.4 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Dentre os processos fermentativos existentes, podemos destacar a fermentacédo
submersa (FS) e fermentacdo em estado solido (FES), nos quais sdo amplamente utilizados,
principalmente em processos industriais. A principal diferenca entre eles est4 na quantidade
de 4gua livre presente no substrato (MITCHELL et al., 2002).

A FES pode ser definida como o crescimento de microrganismos sobre materiais
solidos, ocorrendo na auséncia ou quase auséncia de agua livre (PANDEY, 1992). Neste caso,
o material deve possuir umidade suficiente para permitir o crescimento e a atividade
metabdlica do microrganismo (THOMAS et al., 2013). Segundo Rahardjo et al. (2006), os
microrganismos podem crescer entre os fragmentos do substrato ou sobre a sua superficie,
consumindo o substrato e secretando metabdlitos e enzimas.

Algumas vantagens da FES em relacdo a FS sdo a obtencdo de um produto mais
concentrado depois da extracdo, menor quantidade de residuos liquidos gerados apos a
fermentacdo, além das condi¢c6es de cultivo que sdo mais semelhantes ao habitat natural dos
fungos, assim, sdo capazes de crescer e excretar maiores quantidades de enzimas
(CASTILHO et al., 2000). Na FES séo utilizados residuos agroindustriais, os quais sdo mais
baratos, demandam menor consumo de energia, baixa producdo de agua residual, além da alta
estabilidade dos produtos gerados (QUIROZ et al., 2015).

A FES se destaca, pois tem potencial econémico para o desenvolvimento de produtos
para a alimentacdo humana, animal, inddstrias farmacéutica e agricola (OOIJKAAS et al.,
2000). O controle do processo fermentativo pode ser uma ferramenta para obtencdo de
diversos produtos, tais como enzimas, biomassa microbiana, indculos, além de alimentos,
medicamentos, pigmentos, etc. (BIANCHI et al., 2011). A FES é utilizada em processos
industriais, onde utilizada residuos agroindustriais para a producdo de alguns produtos, tais
como enzimas, pigmentos, aromas, polissacarideos, bio-pesticidas, acidos organicos, etc.
(SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

Os substratos utilizados para a FES podem ser naturais ou sintéticos, e a escolha
depende do processo que se deseja realizar, da disponibilidade de matéria-prima ou do
produto final que se deseja obter. Geralmente, sdo utilizados produtos e/ou residuos da
agricultura e agroinddstrias, pois apresentam menor custo (BIANCHI et al., 2001). Dentre os
tipos de substratos utilizados, destaca-se a mandioca, a soja, batata doce, batata, residuos de

culturas como o farelo e palha de trigo e de arroz, casca de soja, milho e arroz, bagaco de cana
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e mandioca, residuos do processamento de frutas, espigas de milho, entre outros (PANDEY et
al., 2000).

Para ter sucesso no processo de fermentacdo, é necessario definir alguns pontos
basicos: 0 microrganismo, o meio de cultura, a forma de conducédo do processo fermentativo e
as etapas de recuperagdo do produto (SCHMIDELL, 2001). Fatores ambientais, como
temperatura, pH, disponibilidade de agua, niveis de oxigénio e concentra¢fes de nutrientes
podem ter efeitos significativos sobre o crescimento microbiano e a formacdo do produto
(RAIMBAULT, 1998). Em fermentacdes aerdbias, uma grande quantidade de calor é gerada,
podendo influenciar no crescimento do microrganismo (GERVAIS; MOLIN, 2003). Outro
item que deve ser observado é a qualidade do indculo, pois pode ser o fator determinante nos
resultados das fermentacbes (PAPAGIANNI; MOO-YOUNG, 2002).

O teor de umidade é um dos fatores mais importantes no processo fermentativo, sendo
que, niveis elevados diminuem a porosidade do substrato, reduzindo a transferéncia de
oxigénio, assim como a baixa umidade diminui a solubilidade do substrato sélido, dificulta a
difusdo de nutrientes e, portanto, reduz o crescimento de fungos, reduz o grau de inchaco e
produz maior tensdo de agua (MAHADIK et al., 2002; MOLAVERDI et al., 2013). Segundo
Gervais e Molin (2003), se a quantidade de agua no substrato for insuficiente, a ponto de néo
permitir uma boa difusdo de solutos e de gas, o metabolismo da célula microbiana diminui, ou
pode parar, devido a falta de substratos ou pela elevada concentracdo de metabdlitos
inibitdrios proximos das células.

A maior producdo de compostos pela FES em comparacdo com a FS, foi descrita em
alguns trabalhos. Um exemplo é a producédo de iturina, um lipopeptidio surfactante produzido
pela bactéria Bacillus subtilis, com atividade antibidtica e antifungica (MIZUMOTO et al.,
2006; OHNO, et al., 1995; OHNO, et al., 1993). A producdo de iturina em FES foi
aproximadamente dez vezes maior do que quando B. subtilis foi cultivado em meio liquido,
além de suprimir a ocorréncia de Rhizoctonia solani, agente causador de tombamento de
plantas de tomateiro (MIZUMOTO et al., 2006).

Na producdo de biopesticidas por FES, os esporos produzidos tendem a ser mais
estaveis e tolerantes do que os produzidos em FS (KRISHNA, 2005). Autores encontraram
80% de controle da broca do milho no campo com biopesticida produzido a partir do fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana, cultivado por FES, sendo esta eficiéncia semelhante
aos inseticidas quimicos (DESGRANGES et al., 1993). Sandhya et al. (2005) utilizando como

substrato o farelo de trigo contendo 1% de quitina coloidal, sendo que a quitina produzida
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alterou a morfologia das hifas do fungo Colletotrichum gloeosporioides, causando inchago e a
lise da parede de hifas.

Vérios microrganismos, incluindo bactérias e fungos sdo capazes de produzir diversos
compostos, sendo que a maioria sdo fabricados sinteticamente, tais como pigmentos,
carotenoides, vitaminas, biosurfactantes, entre outros e nestes casos a FES tem sido aplicada
com éxito. A oportunidade de produzir novos compostos bioativos por meio da manipulagédo
das condicGes de cultivo, desenvolvimento de processos de fermentacdo, juntamente com
processo de recuperacdo do produto torna-se um desafio na descoberta de novos bioprodutos
(KRISHNA, 2005).

3.5 FERMENTACAO SUBMERSA

Na FS os microrganismos sdo cultivados em meio liquido onde estdo os nutrientes que
garantem seu desenvolvimento. Na FS, devido a facilidade de homogeneiza¢do por causa da
agitacdo constante, cada parte do reator contém a mesma quantidade de microrganismos,
metabolitos e nutrientes e é possivel ter o controle da concentracdo de nutrientes desde o
inicio da fermentacdo (BILITEWSKI, 2005).

A FS possui a vantagem de ser mais rapida e poder ser executada em grande escala e
produzir grandes quantidades de biomassa de microrganismos de alta qualidade, em pequeno
espaco fisico (MASCARIN; JARONSKI, 2016). Na FS a propensdo a contaminagdo € menor
devido ao maior controle dos lotes. A FS tem sido preferida por ser facil de expandir e
controlar, sendo um processo bem estabelecido industrialmente com maior controle de fatores
ambientais, como temperatura e pH (SIROHI et al., 2019). Além disso, na FS os nutrientes
sdo absorvidos de maneira mais eficiente, a recuperacdo de metabodlitos é melhor, e nessa a
possibilidade de degradacdo do produto € menor (CASTRO, 2010).

Nos processos de FS em que o microrganismo cultivado é um fungo as condi¢Ges mais
utilizadas séo: tempo de fermentacéo de 5 a 12 dias; temperatura entre 24 e 35°C e agitacao
entre 50 e 150 rpm. Para fungos a agitacdo deve ser mais branda em comparagdo com as
bactérias, pois altas taxas de agitacdo acarretam em tensdes de cisalhamento no bioreator, que
prejudicam o crescimento micelial e consequentemente a biomassa final (KLAIC, 2014).
Como meio de cultivo podem ser utilizados tanto meios sintéticos como industriais
(SINGHANIA, 2010; ZHANG et al., 2012; BRUN et al., 2016).

O cultivo submerso de fungos é considerado um processo multicomponente, que

envolve o crescimento de estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo e no mesmo periodo
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a formacdo de produtos de interesse, que sdo influenciados pelos parametros operacionais
como: as caracteristicas do fungo, a composicdo e o pH do meio de cultivo, temperatura, as
forcas de cisalhamento, disponibilidade de nutrientes, presenca de indutores, agitacdo do meio
de cultivo, etc (SINGHANIA et al., 2010). Para o conhecimento dos parametros mais
adequados de cultivo, inicialmente deve-se proceder com a otimizagdo da forma de cultivo,
para tanto o processo € testado em frascos menores, para posteriormente se utilizar os
fermentadores de bancada, e assim depois que as variaveis estiverem bem estudadas, passar o
processo para a escala industrial (HOSOBUCH; YOSHIKAWA, 1999).

Os bioreatorres de bancada mais utilizados séo os agitadores mecanicos do tipo STR
(Stirred Tank Reactor), também chamados de reatores de mistura ou tanque agitado, estes séo
considerados modelos de referéncia e sdo cerca de 90% dos reatores utilizados
industrialmente. O reator STR € constituido por um tanque cilindrico, equipado com chicanas
ou aletas que impedem a livre circulagdo do fluido impedindo formacdo de movimentos

espirais durante a agitacdo do liquido (OJEDA, 2009).

3.6 Diaporthe sp.

O género Diaporthe, teleomorfo de Phomopsis pertence ao Filo Ascomycota, inclui
espécies fitopatogénicas de um grande nimero de hospedeiros lenhosos e herbaceos, sendo
mais frequentemente encontradas no seu estado anamorfico (Phomopsis). Algumas espécies
deste género podem causar prejuizos ao infectar plantas de interesse econémico, provocando
lesbes como cancros, podriddes, necroses, entre outras patologias, assim como podem viver
como endofitos, sem causar qualquer dano ao hospedeiro, podendo tornar-se patogénicos
guando o hospedeiro entrar em senescéncia ou em condi¢des de stress (GOMES et al., 2013;
SANTOS, 2008).

O género Diaporthe vem sendo relatado por pesquisadores, como um agente em
potencial para o desenvolvimento biotecnologico, sendo que ja existem descobertas
importantes, incluindo novos metabdlitos flangicos estruturalmente significativos e
fisiologicamente ativos (GOMES, 2012). Specian et al. (2012), observou atividade
antibacteriana do extrato bruto e fragcdes de metabdlitos secundarios de Diaporthe helianthi.
Prada et al. (2009), relata atividade antifungica de Diaporthe sp. sobre Phytophthora
insfestans. Santos et al. (2016), também encontraram efeito antifingico de Diaporthe
endophytica e Diaporthe terebinthifolii isolados de plantas medicinais para o controle de

Phyllosticta citricarpa em citrus.
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As especies pertencentes ao género Diaporthe tem uma diversidade muito grande de
hospedeiros a nivel mundial (CHEPKIRUI; STADLER, 2017). Phomopsis é o estado
assexual de Diaporthe, sendo que este é relatado como um dos géneros fungicos encontrados
com maior frequéncia em varios hospedeiros vegetais (MURALI et al., 2006; BOTELLA,
DIEZ, 2011). Este género foi investigado para o desenvolvimento de produtos naturais como
uma variedade de metabdlitos de baixo peso molecular, com potencial para ser utilizado como
antibacteriano, anticancer, antifangico, antimalarico, antiviral, citotdxico e herbicida
(GOMES et al., 2013).

Quando se fala em controle de plantas daninhas, Ash et al. (2010) relatam que o0s
fungos do género Diaporthe possuem potencial herbicida, controlando plantas daninhas da
familia Asteraceae. Ja Briscoe (2014) avaliou o fungo Diaporthe eres isolado de folhas de
Hedera helix e encontrou dois compostos fitotdxicos, com controle sobre sementes de
Agrostis stolonifera.

Souza et al. (2017) realizaram a bioprospeccdo de diversos fungos fitopatogénicos
isolados de diferentes plantas daninhas, destas foi selecionado um isolado que apresentou
maior potencial herbicida sobre plantas testes, cultivados em pequena escala em Shaker, no
qual foi identificado como Diaporthe schini. Este apresentou maior efeito herbicida sobre
Cucumis sativus, causando manchas, amarelecimento e crestamento nas folhas.
Posteriormente foi realizado a otimizacdo da producdo de bioherbicidas de D. schini em
bioreator de fermentacdo submersa (SOUZA et al., 2015). Foi avaliado o efeito herbicida do
produto obtido por fermentacdo submersa de D. schini sobre sementes de soja, pepino, trigo,
arroz e azevém em pré-emergéncia, obtendo inibicdo de 100% na germinacdo destas,
demonstrando assim, o potencial de uso como herbicida dos metabdlitos produzidos por este
microrganismo, quando obtido por fermentacdo submersa (PES et al., 2016). Foram
otimizadas as condicdes de cultivo deste mesmo isolado em pequena escala, para a producéo
de bioherbicida por fermentacdo em estado sélido, além do uso de formulacGes, apresentando
efeito herbicida em C. sativus quando aplicados em pds-emergéncia, como descoloragéo,

amarelecimento ou necrose (BASTOS et al., 2017).
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3.7 SPRAY DRYING

Uma das possibilidades para aumentar a estabilidade fisico-quimica e microbiana dos
transportadores com carga bioativa é remover o conteudo de agua e converté-los para po
(SARABANDI et al., 2020). A secagem do material pode ser realizado por congelacéo
(STARK et al., 2010) e pulverizacdo (JAFARI et al., 2008) que sdo os métodos mais comuns
de producéo de po e consequente aumento da estabilidade dos sistemas de entrega. Contudo, 0
processo de liofilizacdo possui alto custo e o processo leva um longo tempo de processamento
das amostras, dessa forma o uso do método de secagem por pulverizacdo é considerado mais
econdmico, flexivel e de alta velocidade podendo assim ser considerado uma alternativa
adequada e eficiente (SARABANDI et al., 2019).

Na secagem por spray drying, a mistura homogeneizada de agente encapsulante,
chamado também de material de parede e agente encapsulado (material do nucleo) sdo
convertidos em pd. O material de parede envolve o agente encapsulado com pulverizacdo e
alto calor, sendo o calor responsavel por volatilizar rapidamente o solvente (SUN,
CAMERON, & BAI, 2019). Geralmente o agente encapsulado se trata de uma substancia
liquida, essa € alimentada por meio de um bico e € pulverizada na cdmara de secagem e 0
contato dela com o solvente de secagem quente, resulta no fechamento da substancia ativa no
nacleo da microcapsula (HOYOS-LEYVA et al., 2019).

O estresse térmico e a desidratacdo durante o processo de secagem podem danificar o
encapsulamento e causar perda dos compostos carregados (WANG et al., 2015). Portanto, o
desenvolvimento de abordagens destinadas a aumentar a rigidez da membrana contra o calor
durante o processo de secagem por pulverizacdo é de grande importancia, uma das formas
conhecidas para tanto é a escolha do agente encapsulante adequado. Diversos materiais de
parede tém sido utilizados, por exemplo, proteinas isoladas e concentradas (MOHAMMED et
al., 2017), maltodextrinas (BAE & LEE, 2008; MUNOZ-IBANEZ et al., 2016), amidos
(ANWAR & KUNZ, 2011; SHARIF et al., 2017; LEI et al., 2018).

As condicdes de trabalho do spray drying, entre eles a temperatura do ar de entrada e
de saida, a taxa de alimentacdo, a pressdo do ar e a vazdo, as condi¢bes de aspiracdo, sao
fatores importantes que contribuem para a eficiéncia do processo de encapsulamento
(REZVANKHAH et al., 2020). A temperatura do ar de entrada ideal leva a formacao rapida
da membrana semipermeavel na superficie da gota, proporcionando uma boa retengdo do
nacleo. Por outro lado, uma temperatura mais alta do que a ideal pode causar danos térmicos

ao produto bioativo e crescimento excessivo de bolhas com imperfeicdes na superficie
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(DESOBRY et al., 1997). A temperatura de saida do ar sofre influéncia da temperatura de
entrada do ar, do contetdo solido total da solucdo de alimentacédo, da taxa de alimentagdo e da
umidade relativa do ar, e que por isso pode ser alterada, por meio da variacdo da taxa de
alimentacéo e pela temperatura de entrada do ar (WURTH et al., 2018).

A formacéo de particulas e a qualidade da secagem, também s&o influenciadas pela
viscosidade e a tensdo superficial do material a ser encapsulado, que determinam o destino
das goticulas atomizadas ao longo do processo de secagem e, dessa forma, a estrutura das
particulas resultantes (REZVANKHAH et al., 2020). No processo que ocorre no spray drying,
a atomizacéo de fluidos com viscosidade muito alta pode ocasionar a obstrucéo dos bicos, no
entanto, a obtencdo de alto rendimento na producéo de p6 esté diretamente relacionada ao tipo
de material so6lido, o que pode influenciar notavelmente a eficiéncia do encapsulamento
(WURTH et al., 2018).

Segundo Harguindeguy & Fissore (2019) a viscosidade superficial durante o processo
de secagem por pulverizacdo depende do peso molecular dos materiais da solucdo de
alimentacdo. Assim, materiais altamente higroscopicos e termoplasticos, aderem as paredes
do secador, causando dificuldades no manuseio do material (CORREA et al., 2016). A
aderéncia dos po6s nas paredes do secador deve-se a presenca de acucares de baixa massa
molar, como frutose, glicose e sacarose, gerando baixa eficiéncia de obtencdo do pé
(ADHIKARI et al., 2005).

Essa técnica de secagem por pulverizacdo tem sido amplamente utilizada para muitas
enzimas industriais, como A-amilase de Aspergillus oryzae, protease alcalina de Bacillus
subtilis recombinante e protease alcalina de Bacillus licheniformis (KAMOUNA et al., 2008).
A secagem por spray drying foi utilizada para formular a enzima a-amilase produzida a partir
de Bacillus sp., onde mostrou ser uma alternativa viavel para a secagem (JESUS et al., 2013).
No entanto, a aplicacdo da tecnologia de secagem por pulverizacdo para secagem um

bioherbicida é nova na literatura.

3.8 BIOENSAIOS

Para a selecdo da melhor condicdo de producdo de herbicidas por fermentacéo,
recomenda-se a realizacdo de varios ensaios biolégicos, com o uso de folhas, sementes e
mudas de plantas de diferentes espécies, selecionando a mais sensivel para orientar nos
procedimentos de fracionamento (VAREJAO et al., 2013).
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Testes de germinacdo de sementes e crescimento radicular também podem ser
utilizados para avaliar o controle de plantas por metabdlitos secundarios (PES et al., 2015).
Bioensaios em pos-emergéncia sao interessantes, pois simulam condigdes reais, semelhantes
as encontradas no campo. Nestas, as aplicacdes na parte aérea das plantas, visam avaliar em
tempos distintos varidveis como, controle de plantas, comprimento de parte aérea,
comprimento de raiz e massa verde e seca da parte aérea (JAVAID; ALI, 2011, JAVAID et
al., 2011).

Os testes em folhas destacadas sdo mais recomendados para o fracionamento dos
compostos fitotdxicos, pois demandam baixo volume. Dentre eles esta o teste de punctura,
onde € depositado um pequeno volume da solucdo teste, sobre puncbes produzidos na
superficie das folhas (face adaxial ou abaxial) e monitorando o desenvolvimento de lesbes ao
longo do tempo. Os furos sdo feitos utilizando uma agulha, lamina de bisturi ou capilar de
vidro. Apds o cultivo de plantas as folhas destacadas ou discos de folhas sdo colocados em
placas de Petri contendo agar ou papel de filtro umedecido com agua destilada. A partir dai
estas sdo acondicionadas em uma camara com controle de temperatura e iluminagdo e
monitorados o aparecimento de lesdes, como necrose, clorose ou amarelecimento (VAREJAO
et al, 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO

O presente trabalho foi conduzido no laboratorio Biotec Factory e em casa de
vegetacdo na Universidade Federal de Santa Maria, RS. Na figura 1, esta o fluxograma, onde
representa todas as etapas de desenvolvimento do trabalho, que vai desde a producdo de
bioherbicida por FES e FS por Diaporthe schini até a aplicagdo em plantas daninhas e
secagem por spray drying.

Figura 1 - Fluxograma
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4.2 MICRORGANISMO

Para a producdo do bioherbicida foi utilizado um isolado fungico da espécie Diaporthe
schini (figura 2) obtido do bioma Pampa por Souza et al. (2017). Ap6s o isolamento, este
microrganismo foi mantido em meio de cultura batata dextrose agar (BDA), previamente
autoclavado a 121+1°C durante 30 min e vertido em placas de Petri. Apo6s cada repicagem, as
placas inoculadas foram transferidas para estufa microbioldgica e mantidas a temperatura de

28°C até o micélio preencher a superficie do meio de cultivo da placa de petri e em seguida
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armazenadas em refrigerador a 4+1°C. Para as fermentagOes foi realizado a repicagem 7 dias

antes da mesma.

Figura 2 - Crescimento micelial em placa petri do fungo Diaporthe schini.

Fonte: O autor

4.3 PRODUCAO DE BIOHERBICIDA POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As fermentacGes foram realizadas em frascos de vidro com volume utilizado de 50g de
substrato. Foram avaliados diferentes tipos de substratos (arroz, farelo de arroz, casca de
arroz, bagaco de cana e bagaco de malte), diferentes umidades (30, 40, 50%) e diferentes
suplementos (agua de maceragédo de milho e farelo de soja).

Apos a esterilizagdo do meio de cultivo, dois discos com 2 cm de didmetro de micélio
de Diaporthe schini foram adicionados, misturados ao meio de cultivo sélido e incubados em
camara climatica (Modelo KK350, POL-EKO-APARATURA, Polbnia), (figura 3) durante 7
dias a 28°C e umidade relativa de 90% conforme condicdo utilizada por Bastos et al. (2017).
Apos a fermentagdo, foi realizada a extracdo dos compostos bioativos presentes no meio
solido. Para isto, utilizou-se agua destilada com relacdo sélido-liquido de 0,5 e alocadas em
agitador orbital a 120 rpm e 28°C durante 30 min. O material extraido foi filtrado e avaliado

guanto ao seu potencial herbicida.
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Figura 3 - Camara climatica (A) e fermentacdo em estado sélido em tubos de vidro (B).

Fonte: O autor

4.4 PRODUCAO DE BIOHERBICIDA POR FERMENTACAO SUBMERSA

Para a producgéo de bioherbicida por fermentacdo submersa de D. schini foi utilizado
um bioreator do tipo STR (figura 4) com agitacdo de 40 rpm, aeracdo 1 vvm, 20 g/L de
sacarose e 15% (v/v) de agua de maceracdo de milho, condicdo descrita por Souza et al.
(2015). Para a esterilizagdo do biorreator, 0 mesmo foi acondicionado em autoclave a 121°C
por 45 min.

Logo apés a esterilizacdo, todos os acessorios foram conectados, sendo estes as
mangueiras de circulacdo de &gua, as mangueiras de aeracdo, 0 sensor de temperatura e 0
rotor de agitacdo. Apds atingir a temperatura ajustada, foi colocado o in6culo e um anti-
espumante siliconado, sendo que o primeiro foi bombeado manualmente por meio de bombas
peristalticas e na presenca de espuma era adicionado o anti-espumante.

Ap0s cada fermentacdo de sete dias, realizou-se a separacdo da biomassa e do caldo
fermentado contendo a fitotoxina. A biomassa foi esterilizada e descartada e o caldo
fermentado foi filtrado com o auxilio de um papel filtro, eliminando qualquer forma viva de
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fungo no caldo fermentado, como esporos e micélios. Estes foram armazenados em

refrigerador a 4°C, para posterior avaliagdo do seu efeito nos bioensaios.

Figura 4 - Reator STR para fermentacdo submersa.
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Fonte: O autor

4.5 BIOENSAIOS

45.1 Aplicagdo em folha destacada de Cucumis sativus

A aplicagdo em folha destacada de Cucumis sativus foi realizada apenas para a FES de
Diaporthe schini, conforme metodologia descrita por Todero et al. (2018a), onde foram
coletadas folhas jovens de C. sativus, seccionando na base de seu peciolo, e dispostas em
caixas gerbox previamente desinfetadas com alcool 70% e forradas com duas folhas de papel
filtro (Germitest®) umedecidas (figura 5). No peciolo da folha foi colocado um algod&o
embebido com 2 mL da solugéo obtida em cada tratamento.

Varejdo et al. (2013) destacam que alguns metabdlitos possuem atividade fitotdxica na
presenca e outros na auséncia de luz, por isso os testes foram realizados sob iluminacéo
alternada, evitando perdas na detec¢do de atividades fitotoxicas influenciada pela luz. A
avaliacdo da eficicia do material extraido e filtrado foi realizada 72 horas ap06s a aplicacdo



30

dos tratamentos observando a incidéncia e intensidade de lesdes, conforme a metodologia
descrita por Evidente et al. (2008).

Figura 5 - Teste em folha destacada de Cucumis sativus.

Fonte: O autor

4.5.2 Aplicacdo em plantas daninhas

O experimento foi constituido pela aplicacdo dos caldos fermentados de Diaporthe
schini produzidos por fermentacdo em estado sélido e por fermentacdo submersa, mais uma
testemunha com &gua. Somente a melhor condicdo de FES foi usada nesta etapa do trabalho.
As plantas daninhas utilizadas foram: caruru (Amaranthus viridis), picdo-preto (Bidens
pilosa), capim arroz (Echinochloa crusgalli) e azevém (Lollium multiflorum). Estas plantas
foram escolhidas em funcéo da disponibilidade de sementes e facilidade de estabelecimento
de plantulas, além de serem consideradas plantas daninhas importantes na agricultura.
Ressalva-se que para todos os ensaios foi utilizado uma testemunha com &gua destilada.

As plantas daninhas foram previamente cultivadas em bandejas preenchidas com
substrato comercial Macplant® em casa de vegetacido com ambiente controlado (figura 6).
Cada bandeja foi considerada um tratamento, com quatro espécies de plantas daninhas e cinco
repeticdes cada. Ao atingirem o tamanho desejado de duas a trés folhas, aplicou-se o0s
tratamentos com auxilio de um pulverizador costal de CO, com volume de aplicacdo de 200
L/ha conforme metodologia descrita por Todero et al. (2018b).

Foram avaliados os seguintes parametros: Fitotoxidade (%), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa verde da parte aérea (MVPA), massa verde da raiz
(MVR) e altura de planta (cm). A fitotoxidade sobre as plantas daninhas foi avaliada
visualmente em comparacdo com a testemunha aos 14 dias ap0s a aplicacdo e avaliados
conforme os conceitos aplicados da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Plantas Daninhas
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(SBCPD), (tabela 1). Para a determinagdo da MVPA e MVR, as plantas foram coletadas,
identificadas, pesadas e acondicionadas em estufa de secagem a 40°C, ao atingirem peso
constante foi realizada a pesagem novamente para a determinacdo da MSPA e MSR. A altura
das plantas foi monitorada diariamente durante 14 dias apés a aplicacdo (DAA) dos

tratamentos com auxilio de uma régua milimetrada.

Tabela 1 - Descricdo dos conceitos aplicados as avaliacfes de toxicidade de acordo com o
SBCPD.

% Descricao

0-20 Nenhuma leséo ou efeito

20-40 Lesdo leve e/ou reducdo do crescimento com recuperagdo rapida

40 -60 Lesdo moderada e/ou reducédo do crescimento com recuperacéo lenta ou
definitiva

60 — 80 Lesdo grave e/ou reducao do crescimento ndo recuperavel e/ou reducao do
suporte

80— 100 Destruicdo completa de culturas ou apenas algumas plantas vivas

Fonte: (SBCPD, 1995)
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Figura 6 — Casa de vegetacdo e disposicdo dos tratamentos para aplicacdo em plantas
daninhas.
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Fonte: O autor

4.6 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada para a melhor condigdo encontrada nos
bioensaios em plantas daninhas para a fermentacdo em estado s6lido e submersa. As analises
realizadas foram pH, tensdo superficial, densidade e viscosidade. A metodologia utilizada
para determinacdo de tensdo superficial, densidade e pH foi a descrita por Todero et al.
(2019). A determinacdo da viscosidade foi realizada por meio do redmetro rotacional
(RheoLabQC, Anton Paar, Austria). No equipamento foram instaladas placas paralelas de 50
mm de didmetro (a inferior com controle de temperatura a 20°C plana e lisa, enquanto que a
superior era lisa e com angulo de 1°). Foi utilizado o volume de 1 mL de amostra para
realizacdo do teste com duragdo de 5 min e aquisi¢cdo de 100 pontos para cada amostra.



33

4.7 SPRAY DRYING

O caldo bruto obtido por fermentacdo submersa foi submetido a secagem em um
secador modelo LM MSDi 1.0 (Labmaq do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) com camara de
secagem e ciclone em ago inox e capacidade total de secagem de 1,0 L por hora (figura 7). A
altura da cAmara de secagem com a tampa é de 0,68 m, didmetro da tampa de 0,24 m e
diametro do corpo da cadmara de 0,20 m. O ciclone possui altura total de 0,54 m e seu
didametro maior é de 0,095 m. Foi utilizado um conjunto atomizador por nebulizacdo duplo
fluido (pneumaético), composto pelo extensor e capa do bico atomizador tipo mistura interna e
externa, construido em aco inox, da marca Labmagq do Brasil®, com capa do bico atomizador
de 1,0 mm. Apo6s a secagem por pulverizacdo, o pé seco formado em cada condicdo
experimental foi coletado em frascos de vidro de 100 ml. A atividade bioherbicida, o teor de
umidade, o rendimento de recuperacao e a temperatura da saida de ar foram medidos durante
0S experimentos, de acordo com as secOes a seguir do presente trabalho. O secador por

pulverizacdo foi limpo entre cada corrida.



34

Figura 7 — Equipamento de secagem por spray drying.

Fonte: O autor

4.7.1 Selecéo do aditivo transportador

No primeiro estudo foram adicionados 10% (m/v) de diferentes aditivos em 50 mL de
caldo obtido por fermentacdo submersa. A mistura foi constantemente agitada por um
agitador magnético e alimentada ao pulverizador do secador por uma bomba peristaltica.
Foram testados diferentes aditivos, como amido de milho (Konkreta, Santa Catarina, Brasil),
amido soltvel (Dindmica, S&o Paulo, Brasil), lactose (Dindmica, S&o Paulo, Brasil), Talco
Industrial (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil), maltodextrina DE 20 (Konkreta, Santa Catarina,
Brasil), féecula de mandioca (Konkreta, Santa Catarina, Brasil, sacarose (Labsynth, Sdo Paulo,
Brasil). Também foi realizada uma secagem utilizando somente o aditivo e agua, para fins de
comparacdo. Para este estudo, os parametros operacionais do equipamento foram fixados,
sendo a temperatura de entrada de 100°C, vazéo do ar de secagem de 1,1 m*/min, vazio de
alimentacdo de 0,22 L/h, pressdo de ar do pulverizador de 0,4 MPa e vazdo de ar do

pulverizador de 40 L/min.
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4.7.2 Otimizagao do spray drying

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 foi utilizado para avaliar os
parametros operacionais de secagem por pulverizacdo. Foram trés variaveis independentes:
temperatura do ar de entrada (Tin), vaz&do do ar de secagem (Vs) e vazdo de alimentacédo (Va),
avaliadas no desempenho das seguintes varidveis do secador: temperatura do ar de saida
(Tout), eficiéncia energética (E), rendimento do po (R) e propriedades do p6, como umidade
(U) e atividade bioherbicida em plantas daninhas.

A tabela 1 apresenta as varidveis codificadas que foram utilizadas. Em todas as
execucdes do DCCR foi utilizado a lactose, aditivo que apresentou as melhores caracteristicas
e maior acdo bioherbicida nos estudos anteriores. A mistura foi alimentada no bico secador do

spray usando uma bomba peristéltica.

Tabela 2 - Valores codificados das variaveis independentes utilizadas no DCCR.

o Niveis
Variaveis independentes
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura de entrada (°C) 85 90 100 110 115
Vazéo ar de secagem (m*/min) 0,50 0,85 1,40 1,95 2,30
Vazdo de alimentagdo (L/min) 0,10 0,15 0,22 0,30 0,35

4.7.3 Medicdo da temperatura do ar de saida, eficiéncia energética, rendimento de
recuperacao de pé e teor de umidade

A temperatura de ar de saida (Tout) do spray drying foi determinada por uma sonda
conectada na saida do secador, sendo os valores obtidos apds a estabilizacdo da temperatura.
Para a determinacdo da eficiéncia energética (E) do spray drying foi utilizada a seguinte
equacdo (1) (CORTES-ROJAS, et al., 2015):

Ty — T
E (%) = ———* % 100 (1)
Ti - T1"oom

Onde: Tin, Tout € Troom S0 temperaturas de entrada, saida e ambiente, respectivamente.

Para a determinacdo do rendimento de p6 produzido no spray drying (R) foi utilizada a
seguinte equagdo (2) (O’RIORDAN et al., 2002):
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M..-
R (%) = —"2% % 100 (2)

po6 total
Onde: Mg spray (9) € @ massa dos solidos recuperados apos a secagem por pulverizagéo e mps
wotal () € @ massa de solidos na solucéo de alimentacao.

A determinacdo do teor de umidade do pé (U) apds a secagem por pulverizacdo foi
determinada por um analisador de umidade por infravermelho (modelo IV 2500, Gehaka, S&o

Paulo, Brasil).

4.7.4 Atividade bioldgica

Para a determinacdo da atividade bioldgica das amostras solidas sobre plantas
daninhas foram preparadas solucdes contendo 10% (m/v) de p6 previamente secado por spray
drying de cada condicdo avaliada, diluidos em &gua destilada. Cabe ressaltar que a
concentracdo de pé utilizado para a aplicacdo foi 0 mesmo usado para a adicdo de aditivos
junto ao caldo bioherbicida. A aplicacdo em plantas daninhas e as avaliagdes foram realizadas
conforme descritos no item 4.5.2 deste trabalho, porém a altura de plantas foi avaliada aos 14

dias.
4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a comparacao das duas técnicas de fermentacéo solida e submersa
foram submetidos a andlise estatistica, utilizando o teste Tukey para comparacdo das médias.
Para as variaveis analisadas no spray drying foi utilizado o teste Scott-Knott para comparar as
médias, devido ao grande nimero de tratamentos presentes neste estudo. Em ambos 0s casos
foi utilizando o software Sisvar® 5.0 (FERREIRA, 2011), considerando um nivel de

significancia de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DEFINICAO DE VARIAVEIS OPERACIONAIS PARA A PRODUCAO DO
BIOHERBICIDA POR FES

A tabela 3 demonstra o efeito inibitério do caldo fermentado produzido por
fermentacdo em estado sélido de Diaporthe schini em diferentes condi¢des de cultivo sobre
folhas destacadas de Cucumis sativus. Nota-se maior efeito inibitorio do caldo fermentado
para o substrato bagaco de cana, destacando a fermentacdo 29 com teor de umidade de 40% e
sem adicdo de nutrientes. Essa condicdo apresentou necrose acentuada em folhas destacadas
de C. sativus (figura 8). Para as demais condicGes de fermentacdo analisadas, como 0s
substratos farelo de arroz+casca, arroz e bagaco de malte e fontes adicionais de nutrientes
como farelo de soja e agua de maceracdo de milho os danos encontrados nas folhas de C.
sativus foram considerados baixos, variando desde auséncia de lesdo a leve necrose. Os
resultados corroboram com os encontrados por Bastos et al. (2017), onde foram observados
danos como clorose e amarelecimento em C. sativus, para 0 bioherbicida produzido por

fermentacdo em estado sélido de D. schini com substrato bagacgo de cana.

Figura 8 - Ac¢do bioherbicida de Diaporthe schini produzido por fermentac&o em estado sélido
(FES) em diferentes condigdes de cultivo.

Testemunha Tratamentos Testemunha Tratamentos
e T

A B BC

30% U . 40% U

0% AMM 0% AMM

S% FS 0% FS

FA+C BM

40% U 50% U

0% AMM - 0% AMM

0% FS 0% FS

*Arroz (A), Farelo de arroz + casa (FA+C) Bagac_;o de cana (BC), Bagac;o de malte (BM); Umidade (U) de 30,
40 e 50%; Agua de maceracdo de milho (AMM) de 0 e 5%; Farelo de soja (FS) de 0 e 5% e testemunha (4gua
destilada).
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Tabela 3 - Efeito inibitério do bioherbicida produzido por fermentacdo em estado sélido
(FES) de Diaporthe schini sobre folhas destacadas de Cucumis sativus em diferentes

substratos.

Fermentacdo Substrato Umidade (%) AMM (%) FS (%)

Inibicdo

1 A*

2 A

3 A

4 A

5 A

6 A

7 A

8 A

9 A

10 A

11 A

12 A

13 FA+C
14 FA+C
15 FA+C
16 FA+C
17 FA+C
18 FA+C
19 FA+C
20 FA+C
21 FA+C
22 FA+C
23 FA+C
24 FA+C
25 BC
26 BC
27 BC
28 BC
29 BC
30 BC
31 BC
32 BC
33 BC
34 BC
35 BC
36 BC
37 BM
38 BM
39 BM
40 BM

30
30
30
30
40
40
40
40
50
50
50
50
30
30
30
30
40
40
40
40
50
50
50
50
30
30
30
30
40
40
40
40
50
50
50
50
30
30
30
30

0

O1 O 01 © 01 ©O U1 © 01 O 01 ©O 01 © 01 ©O U1 © O1©O U1 ©O 01 O U1 ©O 01 O O1©O U1 © O1 O U1 © 01O O

0

O1 01 ©O © O1 U1 O © O1 U1 ©O O 01 U1 ©O O U1 UO1©O O Ul O1©O O U1l o1 O O 01 o1 O O 01 o1 O O 01 o1 O

Leve amarelecimento
Amarelecimento acentuado
Leve necrose

Leve necrose
Amarelecimento acentuado
Amarelecimento acentuado
Amarelecimento acentuado
Leve amarelecimento

Leve amarelecimento

Leve amarelecimento
Amarelecimento acentuado
Leve amarelecimento

Leve necrose

Leve necrose

Leve necrose

Leve necrose

Leve necrose
Amarelecimento acentuado
Leve necrose

Leve amarelecimento

Leve necrose

Leve amarelecimento
Amarelecimento acentuado
Amarelecimento acentuado
Necrose acentuada
Necrose acentuada

Leve necrose

Necrose acentuada
Necrose acentuada
Necrose acentuada

Leve necrose

Leve necrose

Leve necrose

Necrose acentuada

Leve necrose

Necrose acentuada

Leve amarelecimento

Sem efeito

Sem efeito

Leve amarelecimento
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Continua
Fermentacdo Substrato Umidade (%) AMM (%) FS (%) Inibicéo
41 BM 40 0 0 Leve amarelecimento
42 BM 40 5 0 Leve amarelecimento
43 BM 40 0 5 Leve amarelecimento
44 BM 40 5 5 Amarelecimento acentuado
45 BM 50 0 0 Amarelecimento acentuado
46 BM 50 5 0 Sem efeito
47 BM 50 0 5 Sem efeito
48 BM 50 5 5 Amarelecimento acentuado

*Arroz (A), Farelo de arroz + casa (FA+C), Bagaco de cana (BC), Bagaco de malte (BM); Umidade (U) de 30,
40 e 50%; Agua de maceracdo de milho (AMM) de 0 e 5%; Farelo de soja (FS) de 0 e 5% e testemunha (agua
destilada).

5.2 COMPARAGAO FISICO-QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DO
BIOHERBICIDA PRODUZIDO POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO E
SUBMERSA

5.2.1 Comparacao da atividade biolégica

Conforme a tabela 4 pode-se observar os resultados da avaliacdo da fitotoxidade apds
14 dias da aplicacdo dos tratamentos em pds-emergéncia em quatro espécies de plantas
daninhas. Como descrito anteriormente os tratamentos sdo compostos pela melhor condicéo

da FES encontrada em C. sativus, FS e a testemunha (agua).

Tabela 4 - Comparacdo de diferentes técnicas de producdo de um bioherbicida sobre ao
percentual de fitotoxidade em plantas daninhas.

Trat Bidens pilosa Amaranthus viridis Echinochloa crusgalli Lollium multiflorum

Teste 0,0 a* 0,0a 0,0a 0,0a
FES 20a 40a 20D 0,0a
FS 18,0b 12,0b 8,0c 0,0a
CV% 5,23 5,78 7,66 0

*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.
CV: Coeficiente de variacao

Mesmo ndo apresentando indices elevados, houve diferenca significativa da
fitotoxidade entre todos os tratamentos avaliados para E. crusgalli, sendo que o caldo obtido
por FS apresentou o maior indice (8%), seguido da FES, com 2% de fitotoxidade. B. pilosa e
A. viridis apresentaram fitotoxidade de 18 e 12%, respectivamente para FS, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Ja para a FES, Bidens pilosa apresentou 2% de

fitotoxidade e A. viridis 4% de fitotoxidade. Para a planta daninha L. multiflorum ndo houve
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efeito fitotoxico em nenhum dos tratamentos avaliados. Convém ressaltar que a testemunha
para todas as plantas daninhas ndo apresentou fitotoxidade.

A figura 9 demonstra a diferenca visual entre os tratamentos avaliados, destacando-se
a FS que apresentou maior inibicdo de crescimento em todas as espécies de plantas daninhas
avaliadas. Quanto aos danos provocados pela aplicacdo de metabolitos de Diaporthe schini
por FS ou FES foram predominantemente cloroses nas folhas das plantas daninhas ou sem

sintomas em algumas espécies.

Figura 9 - Comparagéo entre os tratamentos avaliados no efeito bioherbicida sobre Bidens
pilosa, Amaranthus viridis, Echinochloa crusgalli e Lollium multiflorum.
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Resultados semelhantes foram encontrados em estudos anteriores, onde a aplicacao
dos metabdlitos de Diaporthe sp. obtidos por FS causaram danos como leve clorose até
necrose acentuada nas folhas de C. sativus (SOUZA et al., 2015; PES et al., 2016; SOUZA et
al., 2017). Convém ressaltar que sintomas como estes, sdo comuns quando se utiliza caldos
fermentados de microrganismos, pois normalmente os metabdlitos de interesse encontram-se
em baixas concentracdes no meio (BRUN et al., 2016), exigindo portanto, algumas etapas de
concentracéo (TODERO et al., 2018a).

Trabalhos realizados com outras espécies de fungos, também apresentaram resultados
de fitotoxidade. Todero et al., (2018b), aplicou metabdlitos produzidos por FS de Phoma sp.
em pos-emergéncia de B. pilosa, A. retroflexus e Conyza canadensis, obtendo efeitos como
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clorose ou leve necrose nas folhas. O mesmo foi encontrado por Varejéo et al., (2013) em
folhas de Euphorbia heterophylla ao aplicar metabdlitos de Alternaria euphorbicola.

Na figura 10 estdo representados resultados que demonstram que o0s tratamentos
afetaram a altura das plantas daninhas avaliadas durante 14 dias. Em ambas as espécies
avaliadas houve inibicdo do crescimento quando foram aplicados os tratamentos com FES e
FS em comparacdo com a testemunha, porém a FS destacou-se dos demais tratamentos
principalmente aos 14 dias de avaliacdo apresentando 15, 28, 71 e 36% de reducdo do
crescimento das espécies Bidens pilosa, Amaranthus viridis, Lollium multiflorum e
Echinochloa crusgalli, respectivamente em relacdo a testemunha.

Ao comparar os dados de fitotoxidade (tabela 4) e altura de plantas (figura 10),
percebe-se que as espécies de gramineas que apresentaram baixos indices de fitotoxidade
tiveram o seu crescimento reduzido apos a aplicacdo dos tratamentos. Isso fica evidenciado
quando comparamos a fitotoxidade com a altura de Lollium multiflorum apés 14 dias de
aplicacdo dos tratamentos, onde mesmo apresentando 0% de fitotoxidade, houve redugdo de
36% da altura para o melhor tratamento em relacdo a testemunha. Outros trabalhos
encontraram resultados semelhantes, como reducdo da altura de plantas bioindicadoras de C.
sativus e Sorghum bicolor apés a aplicacdo de bioherbicida produzido por FS de Phoma sp.,
mesmo ndo havendo resultados visiveis como lesdo ou descoloracéo das folhas (BRUN et al.,
2016). Reducéo significativa da altura de plantas de C. sativus foram observadas apds a
aplicacdo em pos-emergéncia de um bioherbicida produzido por FES de Phoma sp., além
disso a inibicdo do crescimento foi observada em tratamentos que apresentaram menor
fitotoxidade nas folhas (KLAIC et al., 2017). Foram encontradas reducfes de 35-40% da
altura de C. sativus apds a aplicacdo do bioherbicida produzido por fermentacdo submersa de
Diaporthe sp. Estes resultados demonstram que a existéncia de lesdo pode ndo se traduzir em
inibicdo do crescimento das plantas daninhas ou vice-versa, a reducdo do crescimento de
plantas daninhas, traz inimeras vantagens, uma delas ¢ a menor capacidade de competicdo
destas plantas daninhas com as plantas cultivas, reduzindo a necessidade de aplicacdes de
herbicidas sintéticos (SOUZA et al., 2017).
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Figura 10 - Altura de plantas daninhas em funcdo dos tratamentos testemunha (agua),
fermentagdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa (FS), avaliados durante 14 dias
apos a aplicagéo.
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As figuras 11, 12, 13 e 14 apresentam 0s resultados de massa verde e massa seca da
parte aérea e radicular de plantas daninhas, ap0s 14 dias da aplicacdo dos tratamentos.
Comparando com a testemunha, o tratamento que apresentou a maior inibicdo do
desenvolvimento das plantas daninhas foi com a aplicagcdo do caldo obtido por FS de D.
plantas daninhas avaliadas, porém n&o diferiu significativamente do tratamento FES. Ja
comparando os resultados com a testemunha houve diferenga significativa para a massa verde

e massa seca da parte aérea para as espécies B. pilosa e A. viridis.
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Figura 11 - Massa verde da parte aérea de plantas daninhas em funcdo da aplicacdo dos
tratamentos testemunha (&gua), fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa
(FS).
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*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Figura 12 - Massa verde da raiz de plantas daninhas em funcéo da aplicacdo dos tratamentos
testemunha (&4gua), fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa (FS).
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*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.



45

Figura 13 - Massa seca da parte aérea de plantas daninhas em funcdo da aplicacdo dos
tratamentos testemunha (&gua), fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa
(FS).
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*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Figura 14 - Massa seca da raiz de plantas daninhas em funcdo da aplicacdo dos tratamentos
testemunha (a4gua), fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa (FS).
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*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.



46

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para 0s parametros massa verde
e seca da raiz e da parte aérea para B. pilosa (figuras 11, 12, 13 e 14), ja para a massa verde da
parte aérea (figura 11) houve diferenca significativa entre a testemunha e os caldos obtidos
por FS e FES para as espécies A. viridis, E. crusgalli e L. multiflorum. Alguns autores
encontraram resultados semelhantes, como redugéo de massa seca e altura de Aeschynomene
virginica, Azadirachta indica e Sesbania exaltata apos a aplicacdo de uma cepa fungica de
Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium sp. aeschynomene (BOYETTE et al., 2019).
Reducédo de 35 a 40% da massa verde de C. sativus foram observados apos a aplicacdo do
caldo obtido por FS de Diaporthe sp. (SOUZA et al., 2017). Houve reducdo significativa da
massa seca da parte aérea de Glycine max, Triticum aestivum, Oriza sativa, Lollium
multiflorum, Sorghum halepense, Conyza sp., Echinochloa sp. causadas pela aplicacdo do
caldo fermentado de Diaporthe sp. (PES et al., 2016). Os mesmos autores, destacam a
hipotese de que esta reducdo de desenvolvimento da planta pode estar relacionado a
interferéncia da fitotoxina na biossintese de aminoécidos essenciais ao crescimento das
plantas, como leucina, isoleucine e valina.

Para todos os parametros avaliados, a FS apresentou-se como a melhor técnica para a
producdo de bioherbicida, mesmo apresentando baixa fitotoxidade. No entanto, houve
reducdo de altura de plantas, massa verde e seca da raiz e da parte aérea das plantas daninhas
avaliadas. Ressalva-se que uma estratégia para aumentar a eficiéncia do bioherbicida sobre o
alvo é o uso de formula¢Bes como observado no trabalho de Todero et al. (2018b), onde com
0 uso de aditivos em concomitante ao caldo fermentado de Phoma sp. houve aumento do
efeito bioherbicida em plantas daninhas. O menor efeito bioherbicida observado para a FES
pode estar relacionado a dificuldade da extracdo da molécula bioativa, a qual fica adsorvida
ao material so6lido e, em consequéncia, reduz a concentracdo do composto de interesse. Ja na
fermentacao submersa a molécula bioativa encontra-se dissolvida no meio liquido, sem perdas

durante o processo.

5.2.2 Comparagcao fisico-quimica

Na tabela 5, é possivel observar os dados de caracterizacdo fisico-quimica do caldo
bruto obtido nas melhores condigdes obtidas nos bioensaios para FES, FS e testemunha (agua
destilada). Para a densidade néo houve diferenca significativa entre a testemunha e a FES
apresentando 0,997 e 0,996 g/cm?®, respectivamente. J4 o tratamento FS diferiu dos demais

apresentando uma densidade maior 1,028 g/cm®. A maior densidade encontrada no caldo
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produzido por FS, pode estar relacionado a maior concentragdo de metabolitos de interesse no
meio. Bueno et al. (2013), constataram que a maior densidade foi observada no maior volume
de calda utilizado para a aplicacdo de glifosato, resultando em uma maior concentracao e

maior efeito herbicida.

Tabela 5 - Caracterizacdo do caldo obtido por fermentacdo em estado sélido (FES) e
fermentacao submersa (FS) de Diaporthe schini para producéo de bioherbicida.

Tratamentos Densiglade Tenséolsuperficial Viscosidade oH
(g/cm®) (mN.m") (mPa.s)

Test 0,997a 76,71a 0,973b 5,75a

FES 0,996a 67,11b 0,992b 5,62a

FS 1,028b 42,18c 1,329a 5,30a

CV% 0,32 4,11 2,05 6,62

*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.
CV: Coeficiente de variacdo

Considerando a tensdo superficial, houve diferenca estatistica entre todos o0s
tratamentos avaliados, sendo que o tratamento FS apresentou a menor tensdo superficial do
produto (42,18 mN/m), enquanto que a FES e a testemunha apresentaram tensdo superficial
de 67,11 mN/m e 76,71 mN/m, respectivamente. Observa-se que os resultados encontrados
para tensao superficial corroboram com os encontrados para 0s bioensaios, visto que a técnica
de producdo de bioherbicida por FS foi considerada mais eficaz. Os resultados também
corroboram com os relatados por Todero et al. (2018b), onde o filtrado de cultura de Phoma
sp. e a agua apresentaram tensGes superficiais de 49,72 mN/m e 69,00 mN/m,
respectivamente. A reducdo da tensdo superficial € uma caracteristica interessante do ponto de
vista da aplicacdo, permitindo que a gota espalhe-se pela folha e aumente sua area de contato.
Taylor (2011) ressalta que, a eficacia bioldgica dos herbicidas depende da retencdo do filtrado
da cultura no alvo.

A tensdo superficial possui relagdo direta com a produgdo de exopolissacarideos, pois
quanto maior a concentracdo deste maior a acdo bioherbicida e menor a tenséo superficial.
Todero et al. (2019) quantificaram os exopolissacarideos produzidos por FS de Phoma sp. e
observaram que nos maiores indices a tensdo superficial foi menor e consequentemente maior
acdo bioherbicida em plantas testes. Na FES a extracdo da molécula bioherbicida é
dificultada, j& que esta fica adsorvida ao material solido, reduzindo a concentracdo de

exopolissararideos e a a¢ao bioherbicida sobre as plantas daninhas.
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Os dados obtidos da viscosidade dos tratamentos analisados, apresentou diferenca
significativa entre eles, sendo o tratamento com maior indice o caldo obtido por FS com 1,329
mPa/s, seguido de FES com 0,992 mPa/s e testemunha (agua) com 0,973 mPa/s. O aumento
da viscosidade para o tratamento FS pode estar relacionado a maior concentracdo de
metabolitos com agdo herbicida no meio. Ao avaliar diferentes volumes de calda de um
herbicida sintético, alguns autores observaram que a maior viscosidade foi encontrada no
tratamento com maior concentracéo do principio ativo (BUENO et al., 2013).

N&o houve diferenca significativa entre o pH dos tratamentos avaliados, porém nota-se
que o caldo obtido por FS apresentou o menor pH de 5,30, seguido da testemunha (agua) e
FES com 5,62 e 5,75, respectivamente. Todero et al. (2018b) encontrou pH de 6 para gua e
5,4 para o caldo bruto produzido por FS de Phoma sp. para producdo de bioherbicida. A
reducdo do pH de uma solucdo, € uma caracteristica interessante para um bioherbicida, pois
pode manter a folha da planta imida por mais tempo ap6s a aplicagdo, devido a reducéo da
taxa de hidrolise (CUNHA et al., 2010). A folha da planta possui pH em torno de 7, porém ao
entrar em contato com o produto, ocorre a neutralizacdo do pH, podendo aumentar ou
diminuir dependendo das caracteristicas da solu¢do (TODERO et al., 2018a).

Todos o0s resultados encontrados na caracterizacdo fisico-quimica estdo
correlacionados com os resultados anteriores dos bioensaios, pois esta diretamente ligada a
eficadcia do bioherbicida sobre o alvo, ja& que estas varidveis analisadas interferem na
capacidade de absorcdo do principio ativo pelas folhas, capacidade de espalhamento,
aderéncia e tempo de contato com o alvo, fatores que interferem diretamente na capacidade de

controle de plantas daninhas.

5.3 ESCOLHA DO ADITIVO PARA SECAGEM DO BIOHERBICIDA POR SPRAY
DRYING

A tabela 6 demonstra os parametros do spray drying e fitotoxidade sobre plantas
daninhas utilizando diferentes aditivos transportadores para a secagem. Para 0s parametros do
spray drying observa-se que nos tratamentos com aditivos + caldo bruto a temperatura de
saida do equipamento variou de 67 a 70°C, umidade de 2,2 a 3,8%, rendimento de p6 de 62,2
a 82% e eficiéncia energética de 39 a 42,8%. Ja para os parametros do equipamento utilizando
somente aditivo + 4gua houve pouca variacdo na temperatura de saida e eficiéncia energética,
porém os teores de umidade e rendimento de pd sofreram grandes alteragdes, sendo que nao

foi possivel determinar a umidade do p6 devido ao baixo rendimento encontrado apds a
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secagem no spray drying. Costa-Silva et al (2011) atribuiram os baixos rendimentos de p6 (78
a 38,4%) a ineficiéncia do sistema na coleta de pd apds a secagem, onde as particulas finas
acabam sendo carregadas junto ao ar de exaustdo. Além disso, a deposi¢do do p6 na camara
de exaustdo contribui de forma significativa na reducao dos rendimentos.

A fitotoxidade foi avaliada para quatro espécies de plantas daninhas, obtendo uma
variacdo de 0 a 30% entre os tratamentos avaliados e para ambas as espécies de plantas
daninhas. O tratamento onde se utilizou o aditivo lactose, para a secagem do caldo bruto
apresentou os maiores indices de fitotoxidade: 22, 20, 30 e 10% de fitotoxidade para B.
pilosa, A. viridis, E. crusgalli e L. multiflorum, respectivamente. O tratamento com caldo
bruto apresentou fitotoxidade de 18, 12, 8 e 0% de fitotoxidade para B. pilosa, A. viridis, E.
crusgalli e L. multiflorum, respectivamente. Costa-Silva et al. (2011) avaliaram diferentes
aditivos para a secagem de Lipase, destes apenas a lactose apresentou atividade enzimatica
maior que 100%, sendo que B-ciclodextrina, maltodextrina DE10, maltodextrina DEZ20,
manitol, goma arabica e trealose apresentaram atividade abaixo de 90%. Estes autores
avaliaram o tamanho médio de particulas, sendo que a lactose utilizada como aditivo
apresentou formas arredondadas e bem definidas da superficie do pé.

A secagem da mistura de caldo bruto + aditivo aumentou a ac¢ao bioherbicida quando
comparado ao caldo bruto e a testemunha, sendo que este resultado pode estar relacionado
com o aumento da concentracdo dos metabolitos apds a secagem, devido a reducdo da agua
presente no caldo bruto. Ndo houve fitotoxidade para os tratamentos utilizando somente
aditivo + agua, mostrando que os aditivos sdo inertes e ndo causam danos em pds-emergéncia

nas plantas daninhas avaliadas.
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Tabela 6 - Selecdo do aditivo para a formulacdo solida por spray drying do bioherbicida
produzido por fermentacdo submersa (FS) de Diaporthe schini.

Tratamentos/ Parametros spray drying Fitotoxidade (%)
Aditivos Tout U R EE B. A. E. L.
(°C) (%) (%) (%) pilosa viridis crusgalli multiflorum

Aditivo + caldo bruto

Testemunha - - - - 0 b* Ob 0d Ob
Caldo bruto - - - - 18a 12 a 8¢ Ob
Amido de milho 70 3,6 74,1 39,0 14 a 16 a 30a 24 a
Amido sollvel 70 25 62,2 39,0 18a 16 a 8¢ 4b
Lactose 69 2,3 80,7 39,0 22 a 20 a 30a 10a
Talco industrial 69 2,2 71,2 40,0 4b 8b 0d Ob
Maltodextrina 70 3,8 82,0 39,0 8b 8b 2d Ob
Fécula de mandioca 68 3,2 80,2 415 14 a 6b 6C 2b
Sacarose 67 24 805 428 6b 12 a 16 b Ob
CV (%) 52,20 63,66 57,41 84,69
Aditivo + agua (controle)

Amido de milho 68 - 51,1 415 0 0 0 0
Amido solavel 67 - 41,7 42,8 0 0 0 0
Lactose 69 - 94 40,0 0 0 0 0
Talco industrial 70 - 36,0 39,0 0 0 0 0
Maltodextrina 69 - 10,0 40,0 0 0 0 0
Fécula de mandioca 67 - 8,0 428 0 0 0 0
Sacarose 66 - 11,0 44,1 0 0 0 0
Ton- Temperatura de saida no Spray drying; U- Umidade do pd; R- Rendimento de pds; EE- Eficiéncia
energeética;

*Médias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.
CV: Coeficiente de variacao

As figuras 15, 16, 17 e 18, mostram a diferenca entre os tratamentos para B. pilosa, A.
viridis, E. crusgalli e L. multiflorum, respectivamente. Nestas figuras, lesdes como
amarelecimento ou necrose, sdo praticamente inexistentes, conforme observados na tabela 5.
Comparando o desenvolvimento das plantas daninhas nas figuras 15, 16, 17 e 18 com a
fitotoxidade na tabela 6, nota-se que ndo existe uma correlacdo entre estes dados. Estes
resultados corroboram com o que foi discutido e observado anteriormente neste trabalho, onde
a existéncia de lesdo pode ndo se traduzir em inibi¢do do crescimento das plantas daninhas ou

vice-versa.
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Figura 15 - Comparacao entre diferentes aditivos para a formulagéo solida de bioherbicida por
spray drying sobre Bidens pilosa aos 14 DAA.
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Figura 16 - Comparacao entre diferentes aditivos para a formulagéo solida de bioherbicida por
spray drying sobre Amaranthus viridis aos 14 DAA.
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Figura 17 - Comparacao entre diferentes aditivos para a formulagéo solida de bioherbicida por

spray drying sobre Echinochloa crusgalli aos 14 DAA.
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Figura 18 - Comparacao entre diferentes aditivos para a formulagéo solida de bioherbicida por
spray drying sobre Lollium multiflorum aos 14 DAA.

Na tabela 7 é possivel observar a influéncia do tipo de aditivo utilizado para a secagem
do caldo fermentado de D. schini sobre alguns parametros de desenvolvimento de plantas
daninhas, avaliados 14 dias apds a aplicacdo. Para a altura da planta, 0 mesmo nao apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos com aditivos e caldo bruto para ambas as espécies
de plantas daninhas avaliadas, porém estes diferiram da testemunha para as espécies A.
viridis, E. crusgalli e L. multiflorum. Néo houve diferenca significativa na altura de planta
para todos os tratamentos avaliados para a espécie B. pilosa.

Em todas as espécies de plantas daninhas avaliadas, a altura de planta foi maior para a
testemunha quando comparados aos demais tratamentos. Ao comparar 0s tratamentos onde
foram utilizados diferentes aditivos + caldo bruto para a secagem com o tratamento utilizando
somente o caldo bruto, verificou que ndo houve diferenca significativa entre eles. Este
resultado é satisfatorio, visto que o uso do spray drying aumentou ou manteve igual os indices
de inibi¢do do crescimento das plantas daninhas, mesmo apds submetidos a altas temperaturas

e pressdo durante o processo de secagem. Este efeito pode estar relacionado a capacidade de
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protecdo que os aditivos transportadores desempenham durante a exposicdo a altas
temperaturas no spray drying, reduzindo as perdas, garantindo a qualidade do produto final,
além de facilitar o armazenamento. Uma das formas de aumentar a estabilidade fisico-quimica
e microbiana dos bioprodutos com carga bioativa é removendo a agua e transformando-os em
po (SARABANDI et al., 2020). Na tabela 8, estdo representados os dados de altura de planta,
massa verde e massa seca da parte aérea e radicular das plantas daninhas avaliadas,
submetidos a aplicacdo de aditivos + agua (controle), neste ndo houve diferenca significativa
entre os aditivos avaliados e a testemunha, garantindo que os aditivos sdo inertes e nédo
causam efeito herbicida quando aplicados isoladamente nas plantas daninhas.

Os dados de massa verde e massa seca da parte aérea e da raiz das plantas daninhas
estdo representados na tabela 7. Estes parametros apresentaram pouca variacdo entre 0s
tratamentos avaliados, sendo que para a maioria deles ndo houve diferenca significativa para
0s parametros citados anteriormente e as espécies analisadas. Para todos 0s parametros
avaliados, a secagem do caldo utilizando a aditivo lactose, apresentou os maiores indices de
inibicdo do crescimento das plantas daninhas e, baseado nos resultados apresentados na tabela
5, onde foram encontrados para este tratamento os maiores indices de fitotoxidade. Este
tratamento foi escolhido como o mais adequado para a secagem do caldo bruto de D. schini e
utilizado para a otimizacdo dos parametros do spray drying. A lactose é facilmente encontrada
e amplamente utilizada, principalmente na industria alimenticia, por isso a sua utilizagéo
como aditivo para a secagem € economicamente viavel e passivel de ser utilizada para a
formulacdo de bioherbicidas. Além disso, alguns autores avaliaram o tamanho médio de
particulas e identificaram que a lactose utilizada como aditivo apresentou formas
arredondadas e bem definidas da superficie do p6 produzido por spray drying (COSTA-
SILVA et al, 2011).
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Tabela 7 - Selecdo do aditivo para a formulacdo sélida por spray drying e seu efeito bioherbicida sobre altura, massa verde da parte aérea

(MVPA), massa verde da raiz (MVR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de plantas daninhas.

Tratamentos/ Respostas Respostas

Aditivos Altura (cm) MVPA(g) MVR(g) MSPA(g) MSR(g)  Altura(cm) MVPA (g) MVR(g) MSPA (g) MSR (g)
Bidens pilosa Amaranthus viridis

Testemunha 6,44 a 1,386 a 0,194a 0,110a 0,057 a 4,84 a 1,117 a 0,103a 0,116a 0,006 a
Caldo bruto 5,48 a 0,243 b 0,107b 0,039c 0,042 a 3,48 b 0,832 b 0,009c 0,019b 0,007 a
Amido de milho 6,12 a 0,133 b 0,073b 0,017 ¢ 0,039 a 3,00 b 0,766 b 0,072b 0,006 b 0,008 a
Amido solavel 5,38a 0,264 b 0,112b 0,034c 0,033a 2,72 b 0,806 b 0,006¢c 0,016b 0,003 a
Lactose 4,36 a 0,157 b 0,080b 0,023 ¢ 0,018 b 2,74 b 0,771 b 0,010c 0,006 b 0,008 a
Talco industrial 6,66 a 0,565 b 0,119b 0,065Db 0,044 a 3,38 b 0,777 b 0,016¢c 0,037b 0,015a
Maltodextrina 550a 0,140 b 0,080b 0,035c 0,003 b 3,40 b 0,799 b 0,011c 0,017b  0,009a
Fécula de mandioca 5,60 a 0,132 b 0,079b 0,019c 0,003 b 3,52 b 0,849 b 0,009c 0,013b 0,006 a
Sacarose 4,36 a 0,172 b 0,085b 0,022 ¢ 0,003 b 2,66 b 0,820 b 0,006¢c 0,012b 0,002 a
CV (%) 10,12 16,53 3,13 2,87 1,97 8,94 9,13 1,54 2,25 0,76
Echinochloa crusgali Lollium multiflorum

Testemunha 27,34 a 0,439 a 0,097a 0,021a 0,032 a 14,14 a 0,292 a 0,123a 0,035a 0,010 a
Caldo bruto 7,76 b 0,141 b 0,010c 0,019a 0,010a 8,38 b 0,068 b 0,098b 0,013b  0,010a
Amido de milho 7,86 b 0,200 b 0,062b 0,023a 0,010a 9,56 b 0,166 b 0,011b 0,012b  0,009a
Amido soluvel 8,84 b 0,169 b 0,006¢ 0,012b 0,005 a 8,28 b 0,083 b 0,009b 0,050 a 0,007 a
Lactose 8,14 b 0,121 b 0,011c 0,012b 0,010a 7,38 b 0,077 b 0,015b 0,010b 0,012a
Talco industrial 15,02 b 0,157 b 0,019¢ 0,007 b 0,018 a 12,26 b 0,119b 0,014b 0,006b  0,012a
Maltodextrina 10,66 b 0,147 b 0,003c 0,004 b 0,018 a 12,08 b 0,111 b 0,007b 0,029a 0,003 a
Fécula de mandioca 10,22 b 0,155 b 0,015¢ 0,008 b 0,015a 8,12b 0,258 a 0,009b 0,006b 0,007 a
Sacarose 7,54 b 0,159 b 0,010c 0,006 b 0,010a 11,92 b 0,125b 0,011b 0,008b  0,009a
CV (%) 17,18 4,14 1,57 1,07 1,3 11,10 8,78 3,7 1,98 0,86

*Meédias néo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 8 - Formulagdes solidas de aditivos + agua (controle) por spray drying e seu efeito bioherbicida sobre altura, Massa verde da parte aérea
(MVPA), massa verde da raiz (MVR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de plantas daninhas.

Tratamentos/ Respostas Respostas

Aditivos Altura (cm) MVPA(g) MVR(g) MSPA(g) MSR(g)  Altura(cm) MVPA (g) MVR(g) MSPA (g) MSR (g)
Bidens pilosa Amaranthus viridis

Testemunha 4,62 a 0,127 a 0,117b 0,026 a 0,072 a 3,36 a 0,240 a 0,094b 0,067 b 0,050 b
Amido de milho 4,08 a 0,221 a 0,101 b 0,083 a 0,052 a 2,440 0,208 a 0,118b 0,081 a 0,067 a
Amido soltvel 4,34 a 0,176 a 0,134a 0,059 a 0,033 a 2,46 Db 0,247 a 0,127b 0,092 a 0,045 b
Lactose 4,70 a 0,225 a 0,162a 0,081a 0,056 a 3,00 a 0,180 a 0,179a 0,050b 0,060 a
Talco industrial 3,82a 0,233 a 0,096 b 0,088 a 0,056 a 252D 0,187 a 0,085b 0,040b 0,032 b
Maltodextrina 430a 0,225 a 0,101b 0,073 a 0,054 a 3,00 a 0,190 a 0,102b 0,020b 0,055 b
Fécula de mandioca 3,66 a 0,223 a 0,086 b 0,059 a 0,050 a 2,30 b 0,162 a 0,073b 0,021 b 0,047 b
Sacarose 3,84a 0,228 a 0,118b 0,069 a 0,056 a 2,28 b 0,163 a 0,106 b 0,018Db 0,045 b
CV (%) 6,37 4,19 1,81 3,82 1,92 6,99 4,17 2,28 2,56 1,23
Echinochloa crusgalli Lollium multiflorum

Testemunha 9,36 b 0,181 a 0,107a 0,100 a 0,015a 10,92 b 0,181 a 0,106 b 0,100 a 0,0664 a
Amido de milho 6,76 b 0,232 a 0,109a 0,125a 0,013 a 10,12 b 0,232 a 0,111b 0,125a 0,0616 a
Amido soltvel 11,76 a 0,282 a 0,103a 0,112a 0,020 a 17,06 a 0,282 a 0,191a 0,112a 0,0782 a
Lactose 14,64 a 0,182 a 0,151a 0,086 a 0,050 a 14,34 a 0,182 a 0,156 a 0,086 a 0,0672 a
Talco industrial 9,48 b 0,231a 0,156a 0,061 a 0,028 a 15,06 a 0,231a 0,104b 0,061 a 0,0580 a
Maltodextrina 10,30 b 0,186 a 0,145a 0,064 a 0,015a 14,60 a 0,186 a 0,139a 0,064 a 0,0598 a
Fécula de mandioca 9,68 b 0,172 a 0,138a 0,038 a 0,012 a 11,68 b 0,172 a 0,096b 0,012a 0,0590 a
Sacarose 8,82 b 0,271 a 0,141a 0,094 a 0,014 a 15,10 a 0,271 a 0,104b 0,094 a 0,0626 a
CV (%) 12,3 5,45 3,9 4,36 2,36 11,73 5,45 2,72 4,36 2,43

*Meédias néo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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5.4 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO SPRAY DRYING

Ap0s a selecdo do melhor aditivo para a secagem do caldo bruto produzido por FS de
Diaporthe schini foi realizada a otimizacdo de alguns parametros do spray drying. Na tabela 9
estédo representados a influéncia das condicdes experimentais como temperatura de entrada,
vazdo do ar de secagem e vazdo de alimentacdo sobre a temperatura de saida, umidade,
rendimento e eficiéncia energética. A temperatura de saida é diretamente proporcional a
temperatura de entrada e vazdo do ar de secagem. Ao comparar 0 ensaio 1 com temperatura
de entrada de 90°C com o0 ensaio 2 com temperatura de entrada de 110°C, nota-se que a
temperatura de saida foi de 60 e 73°C, respectivamente, mantendo a vazao do ar de secagem
constante em 0,85 m*/min. J& no ensaio 1 e 3 houve aumento da temperatura de saida de 60°C
para 69°C quando a vazdo do ar de secagem foi aumentada de 0,85 m*min para 1,95 m*min,
mantendo a temperatura de entrada constante a 90°C em ambos os ensaios. Durante e
evaporacao das goticulas, um efeito de resfriamento é atingido, que impede que a temperatura
do material de secagem aumente (NAMALDI et al (2006). Neste trabalho, a temperatura de
saida do spray drying, manteve-se bem abaixo da temperatura de entrada em todos 0s ensaios
avaliados, apresentando temperatura média de 70°C. Estes resultados corroboram com 0s
encontrados por Costa-Silva et al. (2011) onde a temperatura média de saida foi de 69,3°C
utilizando temperatura de entrada de 100°C para a secagem de enzimas por spray drying. Por
isso, este método pode ser utilizado em processos onde a alto risco de degradacédo térmica do
material, pois o0 tempo de exposi¢do é baixo.

Conforme observados na tabela 9, a temperatura de saida foi influenciada
negativamente pelo aumento da vazdo de alimentagdo, este aumento de vazdo reduz a
temperatura do equipamento devido ao maior volume de mistura injetado na cdmara de
secagem. Esta é uma caracteristica desejavel, pois quanto menor a temperatura menor o risco
de degradacdo dos metabdlitos de interesse no meio.

Ap0s a secagem em spray drying, a umidade do po variou de 0,9 a 4,9% entre 0s
tratamentos avaliados. A secagem por pulverizacdo possui a capacidade de remover mais de
90% (p/p) da umidade, sendo que os valores 6timos de otimizacdo dos experimentos, devem
permitir que a umidade seja menor de 11% (p/p) para os biopesticidas (ALAMILLA-
BELTRAN et al., 2005). Com isso, os resultados encontrados neste trabalho, indicam que a
secagem por spray drying nas condicOes avaliadas pode ser utilizada para a secagem de
bioherbicidas. O rendimento de p6 variou de 63,88 a 98,25%, apresentando valor médio de

82,84%. O aumento da temperatura do bico de pulverizagdo causa maior aquecimento da
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camara de atomizacao, resultando em melhor evaporacgdo do transportador (agua) e reduzindo
a umidade da microparticula. Quanto menor a umidade das particulas, menor a adesdo da
particula as paredes da camara de secagem, aumentando o rendimento final (Camacho et al.,
2015). As maiores perdas durante o processo ocorrem pela deposi¢do do produto nas paredes
da camara de secagem e em outras partes do equipamento (BURKI et al., 2011). A eficiéncia
energeética variou de acordo com o ajuste da temperatura de entrada e saida do equipamento.
Podemos observar na tabela 8 que a maior eficiéncia energética foi encontrada no ensaio 11,
neste a diferenca entre a temperatura de entrada e a de temperatura de saida do spray drying é
menor quando comparada aos outros ensaios, resultando em maior aproveitamento na energia
térmica para a secagem da mistura.

A fitotoxidade também foi avaliada em todas as condi¢fes estudadas do spray drying,
porém ndo houve nenhum tipo de lesdo ou descoloracdo que resultasse em fitotoxidade, por

isso 0s dados nédo foram apresentados.

Tabela 9 - Efeitos das condigdes experimentais do spray drying, temperatura (Ti,), vazdo do
ar de secagem (Vs), vazao de alimentacdo (\a) sobre as respostas temperatura de saida (Tout),
umidade (U), rendimento (R) e eficiéncia energética (EE) da mistura do bioherbicida e
lactose.

Condicg6es experimentais Respostas

Ensaio Ti, (°C) Vs (Mm¥/min)  V, (L/h) Tt (°C) U (%) R (%) EE (%)
1 90 (-1) 0,85 (-1) 0,15 (-1) 60 4,9 81,88 46
2 110 (+1) 0,85 (-1) 0,15 (-1) 73 41 65,27 44
3 90 (-1) 1,95 (+1) 0,15 (-1) 69 1,5 91,37 32
4 110 (+1) 1,95 (+1) 0,15 (-1) 83 0,9 91,70 32
5 90 (-1) 0,85 (-1) 0,30 (+1) 60 54 66,54 46
6 110 (+1) 0,85 (-1) 0,30 (+1) 70 4,1 63,88 47
7 90 (-1) 1,95 (+1) 0,30 (+1) 67 2,2 98,25 35
8 110 (+1) 1,95 (+1) 0,30 (+1) 80 2,0 80,64 35
9 85(-1,68) 1,4(0) 0,22 (0) 61 4,5 84,67 40
10 115 (+1,68) 1,4 (0) 0,22 (0) 80 2,7 82,30 39
11 100 (0) 0,5 (-1,68) 0,22 (0) 61 4,9 65,68 52
12 100 (0) 2,3(+1,68) 0,22 (0) 78 1,7 94,14 29
13 100 (0) 1,4 (0) 0,1 (-1,68) 72 2,4 87,88 37
14 100 (0) 1,4 (0) 0,35(+1,68) 69 2,4 91,69 41
15 100 (0) 1,4 (0) 0,22 (0) 69 2,8 86,74 41
16 100 (0) 1,4 (0) 0,22 (0) 69 2,8 87,01 41
17 100 (0) 1,4 (0) 0,22 (0) 69 2,1 88,70 41




60

Conforme observado nas tabelas 10 e 11, alguns parametros de crescimento de plantas
daninhas foram significativamente influenciados pelas condi¢bes de operacdo do spray
drying, como temperatura de entrada, vazdo do ar de secagem e vazdo de alimentacdo da
mistura. Estes parametros interferiram significativamente na altura das plantas daninhas,
destacando-se o ponto central com temperatura de entrada de 100°C, vazdo do ar de secagem
de 1,4 m*min e vazdo de alimentacéo de 0,22 L/h, que inibiu o crescimento em altura de
todas as espécies de plantas daninhas, apés 14 dias da aplicacdo dos tratamentos. Estas
mesmas condicdes de operacdo do spray drying também resultaram em menor acumulo de
massa verde e massa seca da parte aérea e radicular das espécies B. pilosa e A. viridis, quando
comparados aos demais tratamentos e a testemunha (tabela 10). O mesmo foi observado para
E. crusgalli onde o ponto central do delineamento, apresentou reducdo significativa para 0s
parametros massa verde da parte aérea e radicular, ja para a massa seca da parte aérea e da
raiz, ndo houve diferenca significativa para esta espécie de planta daninha. A espécie L.
multiflorum ndo foi influenciada pelos parametros de crescimento avaliados, exceto a altura
de planta (tabela 11).
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Tabela 10 - Efeitos das condi¢bes experimentais do spray drying, temperatura (Tin), vazéo do soprador (Vs), vazéo de alimentacdo (Va) sobre a
altura, massa verde parte aérea (MVPA), massa verde da raiz (MVR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de Bidens
pilosa e Amaranthus viridis.

Trat ‘ Respostas Respostas

ralamentos Altura (cm) MVPA () MVR (g) MSPA (g) MSR () Altura (cm) MVPA (g) MVR (g) MSPA (g) MSR (g)
Bidens pilosa Amaranthus viridis
Testemunha 6,12 c 0,804 b 0,061e 0,113a 0,015d 9,10 a 1,896 b 0,324a 0,241a 0,020 b
1 542d 0,039 ¢ 0,084e 0,032d 0,042 a 8,44 b 2,091 a 0,239b 0,237 a 0,011 b
2 5,38d 0,555d 0,157d 0,142a 0,031b 4,52 ¢ 0,488 1i 0,135d 0,090c 0,035a
3 550d 0,289 ¢ 0,059e 0,027 d 0,008 b 8,02 ¢ 1,393 ¢ 0,185¢c 0,186b 0,009 b
4 6,26 c 0,723 c 0,245¢c 0,098 b 0,073 a 7,84c 0,643 ¢ 0,125d 0,031 d 0,009 b
5 5,70d 0,770 b 0,128d 0,081 b 0,006 b 8,66 b 0,265 j 0,229b 0,075c 0,046 a
6 6,74 b 0,754 c 0,132d 0,082b 0,019b 598e 0,655 ¢ 0,143d 0,012d 0,022 b
7 4,56 f 0,307 e 0,042e 0,062b 0,019b 538f 0,738 f 0,026 f 0,079c 0,012 b
8 8,06 a 0,967 a 0,169d 0,027 d 0,049 a 7,34d 0,538 h 0,109e 0,148Db 0,016 b
9 3,709 0,167 f 0,085e 0,061b 0,019b 7,44d 0,885¢e 0,100e 0,033d 0,012 b
10 4,36 f 0,155 f 0,242c 0,007 d 0,030 b 7,84c 0,724 f 0,094e 0,022d 0,012 b
11 4,70 f 0,125 f 0,004f 0,078b 0,009 b 2,84 h 0,719 f 0,141d 0,110c 0,016 b
12 4,90e 0,060 g 0,346b 0,042c 0,008 b 6,66 e 0,051 k 0,072f 0,018d 0,010 b
13 3,889 0,159 f 0,459a 0,033c 0,025b 6,46 e 0,752 f 0,091e 0,054d 0,012 b
14 4,50 f 0,037 ¢ 0,147d 0,015d 0,012 b 6,36 e 0,978 d 0,219b 0,098 c 0,014 b
15 1,90 h 0,027 g 0,066e 0,013d 0,009 b 2,34 h 0,060 k 0,043f 0,016d 0,013 b
16 1,98 h 0,039 ¢ 0,041e 0,009d 0,006 b 2,66 h 0,088 k 0,025f 0,041d 0,016 b
17 1,85h 0,024 g 0,053e  0,015d 0,010 b 2,95h 0,064 k 0,027f 0,022d 0,009 b
CV (%) 7,75 0,51 22,95 2,58 9,82 6,09 4,63 22,79 40,40 2,51

*Meédias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 11 - Efeitos das condi¢bes experimentais do spray drying, temperatura (Tin), vazéo do soprador (Vs), vazéo de alimentacdo (\Va) sobre a
altura, massa verde parte aérea (MVPA), massa verde da raiz (MVR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de
Echinochloa crusgalli e Lollium multflorum.

Trat ‘ Respostas Respostas

ralamentos Altura (cm) MVPA () MVR (g) MSPA (g) MSR () Altura (cm) MVPA (g) MVR (g) MSPA (g) MSR (g)
Echinochloa crusgalli Lollium multiflorum
Testemunha 14,32 a 2,558 b 1,004c 0,281a 0,094 c 15,30 a 0,075a 0,100a 0,007 b 0,042 a
1 1195¢ 0,882 n 0,086p 0,043e 0,006 g 13,66 a 0,243 a 0,213a 0,034a 0,019b
2 11,08 d 0,587 m 0,2701  0,055e 0,012 g 17,38 a 0,170 a 0,096a 0,064 a 0,010 b
3 10,53 d 0,537 0 0,286k 0,074e 0,053 d 15,22 a 0,151 a 0,124a 0,038a 0,016 b
4 13,71a 1,552 f 0,630e 0,156¢c 0,044 e 16,58 a 0,104 a 0,113a 0,021 b 0,007 b
5 12,87b 1,845d 04431 0,231b 0,036 e 14,08 a 0,108 a 0,119a 0,008 b 0,008 b
6 11,10d 1,072 0,468h 0,110d 0,053d 15,52 a 0,094 a 0,092a 0,024b 0,010 b
7 13,38 b 1,523 f 0,572f 0,144c 0,046 e 13,44 a 0,073 a 0,084a 0,010b 0,013 b
8 12,14 c 1,371 ¢ 05359 0,141c 0,049d 14,50 a 0,120 a 0,096a 0,033a 0,011 b
9 12,85b 0,835k 0,156 n 0,096 d 0,008 g 15,64 a 0,097 a 0,058a 0,005b 0,018 b
10 13,02 b 2,429 ¢ 1,434a 0,215b 0,128 a 15,46 a 0,078 a 0,078a 0,020 b 0,015b
11 1155¢ 2,680 a 1,278b 0,252 a 0,111 b 13,02 a 0,083 a 0,114a 0,009 b 0,038 a
12 11,13d 1,694 e 0,2601 0,186 Db 0,029 f 13,16 a 0,038 a 0,119a 0,015b 0,047 a
13 11,26 d 1,313 h 0,800d 0,135¢c 0,087 c 12,14 a 0,031a 0,058a 0,010b 0,008 b
14 13,10 b 0,663 | 0,226 m 0,055e 0,028 f 16,16 a 0,095 a 0,098a 0,035a 0,015b
15 11,40d 0,983 0,331j 0,104d 0,044 ¢ 11,50 b 0,035a 0,058a 0,015b 0,015b
16 10,93 d 0,954 j 0,345 0,101d 0,048 e 12,10 b 0,088 a 0,066a 0,012b 0,021 b
17 11,55d 0,898 j 0,315j 0,111d 0,035¢ 12,80 b 0,103 a 0,075a 0,016 b 0,019b
CVv 4,09 0,98 0,51 2,55 0,74 9,06 6,57 8,5 10,2 8,8

*Meédias ndo seguidas pelas mesmas letras nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Nas figuras 19, 20, 21 e 22 estdo representados a influéncia dos tratamentos no
crescimento de B. pilosa, A. viridis, E. crusgalli e L. multiflorum. Conforme observado nas
figuras, ndo houve lesdo aparente em nenhuma das espécies de plantas daninhas avaliadas,
porém nota-se variacdo de altura das plantas entre os tratamentos. Nas figuras 19, 20 e 21,
para B. pilosa, A. viridis e E. crusgalli, nota-se que a testemunha apresentou maior
desenvolvimento quando comparado aos demais tratamentos onde houve inibicdo, destacando
o0 tratamento 15 que apresentou menor altura. Ja na figura 22 para a espécie L. multiflorum, as

plantas apresentaram crescimento similar entre os tratamentos.

Figura 19 - Efeito das condicGes experimentais do spray drying na acdo bioherbicida em
Bidens pilosa.

Test T1 T2 T3 T4 715 T6 T7 T8 T9 T10T11 T12T13 T14 T15
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Figura 20 - Efeito das condicGes experimentais do spray drying na acdo bioherbicida em
Amaranthus viridis.

S Test T1 T2 Té T4 75 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15
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Figura 21 - Efeito das condicGes experimentais do spray drying na acdo bioherbicida em
Echinochloa crusgalli.
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Figura 22 - Efeito das condicGes experimentais do spray drying na acdo bioherbicida em

Lollium multiflorum
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6. CONCLUSOES

A melhor técnica encontrada neste estudo para a producdo de bioherbicida de
Diaporthe schini foi FS, causando menor altura, massa verde e seca da parte aérea e da raiz de
B. pilosa, A. viridis, E. crusgalli e L. multiflorum além de ocasionar fitotoxidade em B. pilosa
e A. viridis. Além disso, a caracterizacdo fisico-quimica do caldo produzido por FS
apresentou resultados desejaveis para a aplicacdo como bioherbicida, como reducéo da tenséo
superficial e pH, além do aumento da viscosidade e densidade, quando comparado aos demais
tratamentos.

O maior efeito bioherbicida foi observado utilizando a lactose como aditivo para a
secagem e as condicOes de temperatura do spray drying de 100°C, vazao do ar de secagem de
1,4 m*/min e vazdo de alimentagdo de 0,22 L/h, causando reducdo da altura, massa verde e
seca da parte aérea e da raiz de B. pilosa, A. viridis, E. crusgalli.

A secagem por spray drying é uma técnica promissora para a secagem de bioherbicida,
mantendo ou aumentando a atividade bioherbicida sobre plantas daninhas. A FS aliada a
técnica de secagem por spray drying foi considerada promissora para a producdo de
bioherbicida de D. schini, e pode ser estudada juntamente com novas formulagdes para
aumentar a acao bioherbicida sobre plantas daninhas.
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