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RESUMO

PRODUCAO DE HERBICIDA POR FERMENTACAO SUBMERSA APARTIR DO
FUNGO Phoma sp. EM BIORREATOR

AUTOR: THIARLES BRUN
ORIENTADOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI

Existem diversos fatores que interferem no potencial produtivo das culturas agricolas, dentre
eles, destaca-se a incidéncia de plantas daninhas em meio aos cultivos. Entre os métodos de
controle disponiveis, predomina o controle quimico por ser mais eficiente, porém quando
utilizados de maneira incorreta, traz consequéncias graves aos seres vivos € a0 meio ambiente.
O uso de metabdlitos produzidos por fungos com potencial herbicida, apresenta-se como uma
boa alternativa para reducdo dos impactos causados pelos herbicidas sintéticos ao meio
ambiente. Para isso, a otimizacdo de sua producdo € indispensavel para garantir a viabilidade
do processo. O objetivo desse trabalho foi produzir um herbicida por fermentacdo submersa
com efeito sobre as espécies de Cucumis sativus var. wisconsin (pepino) e Sorghum bicolor
(sorgo) e caracterizagdo quimica dos compostos presentes no meio fermentado, por
cromatografia gasosa. O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Bioprocessos e
em casa de vegetacdo da Universidade Federal de Santa Maria. O preparo do pré-inoculo com
Phoma sp. foi realizado através de cultivo em Shaker sob agitacdo de 120 rpm e 28°C,
durante 5 dias, foram otimizadas as condi¢fes de agitacdo (40, 50 e 60 rpm) e aeracdo (1, 2 e
3 L.minY) em biorreator para fermentacdo submersa, sendo que apds cada fermentagdo de sete
dias, era realizada a separacdo da biomassa do caldo fermentado contendo a fitotoxina. Para a
avaliacdo do potencial herbicida foram realizados alguns bioensaios, como testes em pre-
emergéncia, pés-emergéncia e em folha destacada com as espécies Cucumis sativus var.
wisconsin (pepino) e Sorghum bicolor (sorgo). Os resultados encontrados nos bioensaios,
indicam que os metabdlitos produzidos por Phoma sp. possuem efeito herbicida sobre as
espécies avaliadas. O maior potencial herbicida encontrado em ambos 0s ensaios realizados,
foi no T3 para a espécie Cucumis sativus e T4 para Sorghum bicolor, sendo que no teste de
germinacao todos os tratamentos, com excecao da testemunha apresentaram inibicdo de 100%
da germinacdo de ambas as espécies, ja& no teste em folhas destacadas, a maioria dos
tratamentos provocaram lesdes amareladas em Cucumis sativus ou lesbes necrosadas em
folhas de Sorghum bicolor. Para o teste em pds-emergéncia, foram observados uma variacdo
da fitotoxidade de 25 a 66%, para a espécie de Cucumis sativus e de 32 a 58% em Sorghum
bicolor. Ja para a avaliacdo de altura de plantas, MV e MS, houve pouca diferenca entre 0s
tratamentos avaliados, porém estas caracteristicas foram indispensaveis para a sele¢cdo do
melhor tratamento. A aplicacdo dos metabdlitos secundarios produzidos por fermentacdo
submersa de Phoma sp. apresentam acao herbicida em pré-emergéncia, pos-emergéncia e em
folhas destacadas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, podendo tornar-se uma alternativa
no futuro para o controle de plantas daninhas.

Palavras-Chave: microrganismos; metabolitos secundarios; biotecnologia; aplicacéao.



ABSTRACT
HERBICIDE PRODUCTION IN SUBMERGED FERMENTATION FROM FUNGUS
Phoma sp. BIOREACTOR

AUTHOR: THIARLES BRUN
ADVISOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI

There are several factors that affect the productive potential of crops, among them the
incidence of weeds. Chemical control is the predominant method used for weed control
because it is more efficient, but when used incorrectly, leaves serious consequences to living
and the environment. The use of metabolites produced by fungi with potential herbicide is
presented as a good alternative to reduce impacts of synthetic herbicides to the environment.
For this, the optimization of production is needed to ensure the viability of the process. The
objective of this work was to produce a herbicide by submerged fermentation with effect on
the species of Cucumis sativus var. visconsin (cucumber) and Sorghum bicolor (sorghum) and
to carry out the chemical characterization of the compounds present in the fermentation broth
by gas chromatography. This study was conducted in bioprocess laboratory and in a
greenhouse at the Federal University of Santa Maria. The preparation of the pre-inoculum
with Phoma sp. was performed by cultivation on shaker under orbital agitation of 120 rpm
and 28°C for 5 days. The variables studied in the submerged stirred thank bioreactor were
stirring rate (40, 50, and 60 rpm) and aeration (1, 2 and 3 L.min!) for 7 days, when biomass
was separated and . After every seven days, was performed to separate the biomass and the
fermentation broth containing the phytotoxin. To assess the potential herbicidal some the
bioassays used to determine the effectiveness of bioherbicide were tests in pre-emergence,
post-emergence and in a detached leaves of Cucumis sativus var species. wisconsin
(cucumber) and Sorghum bicolor (sorghum). The results of the bioassays indicate that
metabolites produced by Phoma sp. have herbicidal effect on the studied species. The
greatest potential herbicide found in both trials was in T3 for the species Cucumis sativus and
T4 for Sorghum bicolor. The bioherbicide showed showed 100% inhibition of germination of
both species in the pre-emergence tests. From detached leaves tests was verified yellowish
lesions in Cucumis sativus and necrotic lesions on leaves of Sorghum bicolor. For the post-
emergence test, it was observed a variation of the phytotoxicity from 25 to 66% for the
species Cucumis sativus and from 32 to 58% by Sorghum bicolor. The evaluation of plant
height, green dry and matter mass there was little difference among the treatments, but it was
essential for selecting the best treatment. The application of secondary metabolites produced
by submerged fermentation of Phoma sp. present action herbicide pre-emergence, post-
emergence and detached leaves of Cucumis sativus and Sorghum bicolor and can become
alternative in the future for weed control.

Keywords: microrganisms, secondary metabolites, biotechnology, application.
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1. INTRODUCAO

Existem diversos fatores que interferem no potencial produtivo das culturas agricolas,
dentre eles, destaca-se a incidéncia de plantas daninhas em meio aos cultivos. As plantas
daninhas possuem alta capacidade de competir com plantas cultivadas por espago, agua, luz,
nutrientes, energia térmica e dioxido de carbono, podendo causar perdas na qualidade e na
produtividade das culturas (BARTON, 2004), (BOYETCHOKAO, et al., 2002), (PENARIOL,
2008), (QIANG, 2001).

Como alternativas de controle, predomina o uso de herbicidas sintéticos, sendo este
muito eficiente, porém quando ele € utilizado de maneira incorreta, pode causar riscos a saide
e a0 meio ambiente. Com o aumento da procura e preferéncia das pessoas por alimentos mais
seguros, surge a demanda de um manejo mais sustentadvel da agricultura. Desta forma o
desenvolvimento de herbicidas ndo-poluentes, seguros e ambientalmente corretos, tornou-se
indispensavel (YANG et al., 2014).

O controle bioldgico de plantas daninhas pode ser considerado um método alternativo
ao uso de herbicidas quimicos, principalmente devido a biodiversidade de microrganismos
presentes no meio ambiente, causando baixo impacto ambiental e menores riscos aos animais
e seres humanos, pois degradam-se facilmente no ambiente. Para tal, € necessario que se faca
0 cultivo e inoculagdo do agente com potencial herbicida nas plantas. Entretanto muitos
bioherbicidas microbianos requerem agua ou um periodo de orvalho para que ocorra a
infeccdo no hospedeiro, sendo que varias formulacGes e ingredientes sdo utilizados em
tentativas para substituir esses requisitos (CHARUDATHAN, 2005; GLOSHEH, 2005;
HALLETT, 2005; WEIDMAN et al., 1995).

Entre os produtos biol6gicos utilizados para a producdo de herbicidas, destaca-se a
aplicacdo direta de microrganismos (fungos, bactérias) ou de seu metabdlito produzido por
processos fermentativos. A aplicacdo direta consiste da formulagéo e aplicacdo de esporos ou
propagulos de microrganismos, 0s quais irdo colonizar os tecidos foliares, liberando toxinas e
causando efeitos danosos as plantas alvos. J& os metabdlitos secundarios, também chamados
de fitotoxinas, sé@o produzidos por meio de processos fermentativos, podendo ter efeito
fitotoxico sobre algumas espécies de plantas (ALMEIDA, 2014).

Existem varios compostos encontrados na natureza, que quando sintetizados podem
contribuir significativamente no desenvolvimento de produtos naturais para uso no meio
agricola. A maioria das plantas e fungos possuem a habilidade de biossintetizar uma

diversidade de compostos, estes sendo mais conhecidos como metabolitos secundarios
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(SIDDIQUE, 2012). Geralmente os metabolitos secundarios dos fungos, sdo observados na
classe dos polipeptideos, terpendides e peptideos (FOX; HOWLETT, 2008). A classe dos
polipeptideos de origem fungica € considerada a mais importante no estudo de metabdlitos
secundarios, além de possuir uma das maiores diversidades estruturais, principalmente nos
produtos de origem animal (SCHUMANN; HERTWECK, 2006).

Trabalhos mostraram que, ao isolar uma toxina de Botrytis cinerea a uma
concentragéo de 100 mg L™, houve a inibi¢do no crescimento de algumas espécies de plantas
daninhas como Digitaria sanguinales L. e Amaranthus retroflexus, como também foi capaz
de inibir completamente a germinacdo de sementes de D. sanguinalis L. e Amaranthus
retroflexus L. na concentragdo de 50 mg.L™*. Deste modo, pode-se dizer ento, que a atividade
herbicida de estirpes de bactérias e isolados de fungos, estd diretamente relacionada com a
concentracdo da toxina presente em seu extrato bruto (ZHANG, et al, 2006).

A produgdo de metabdlitos utilizando fungos do género Phoma, com potencial
herbicida, vem ganhando destaque no mundo todo. O setor farmacéutico e o controle
bioldgico de plantas daninhas sdo os principais responsaveis pelo aumento dos estudos para a
producdo de metabdlitos secundarios atraves de fungos, principalmente os do género Phoma,
estes podem produzir uma diversidade de metabdlitos secundarios importantes que inclui
fitotoxinas, antimicrobianos e alguns micoherbicidas (RAI et al., 2009).

Desta forma, o isolamento de patdgenos de plantas, bem como o estudo dos agentes de
controle e producdo de metabolitos secundarios sdo os principais caminhos para
desenvolvimento de herbicidas de origem microbiana (YANG, et al., 2014). Porém o
desenvolvimento de produtos de origem bioldgica para comercializacdo, requer a otimizacao
de sua producdo. Os processos fermentativos sdo de grande importancia para o estudo dos
parametros que interferem no crescimento microbiano, como o pH, temperatura, oxigénio e
meio de cultivo, visando a maxima producdo e o0 menor custo possivel do processo de
producdo de metabolitos.

A capacidade de producdo de metabolitos secundarios sofre influéncia direta do tipo
de fermentacdo e das condicGes de cultivo, como o tempo de fermentagéo, temperatura e
agitacdo (VAREJAO et al., 2013). A fermentacdo submersa é considerada por muitos
pesquisadores, um método ideal para a producdo de bioprodutos de origem fungica (ASH,
2010; CHENG et al., 2003, GIBBS et al., 2000). A fermentacdo submersa caracteriza-se pela
presenca de nutrientes dissolvidos no meio liquido, tendo o maior nimero de ferramentas para
0 controle do processo, como temperatura, pH, aeracdo e agitacdo do meio de cultura,

garantindo assim, maior homogeneidade do processo de producdo dos metabolitos
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secundarios (SINHA; SINHA, 2009). A biossintese de fitotoxinas sofre influéncia de varios
fatores inerentes a producdo, assim recomenda-se o cultivo inicial do fungo em diferentes
meios de cultura e sob diferentes condigdes de crescimento (VAREJAO et al., 2013).

Os bioensaios sdo realizados para avaliar a atividade herbicida de bioprodutos,
entretanto estes precisam ser simples, baratos, de fécil execucdo (HOAGLAND E
WILLIAMS, 2003). Geralmente, as concentracdes de fitotoxinas de fungos em meios de
cultura sdo baixas, por isso o bioensaio deve ser suficientemente sensivel para detectar a
atividade das fitotoxinas, mesmo quando a fitotoxina esta diluida nos filtrados de cultura
(VAREJAO, 2013). Por isso, a etapa de identificacdo e isolamento das moléculas por
cromatografia € indispensavel para garantir a eficacia dos bioprodutos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi a producdo de um herbicida por fermentacao
submersa, fracionamento do herbicida com diferentes solventes e caracterizacdo quimica dos

compostos presentes neste por cromatografia gasosa (CG).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Definir as melhores condicbes de fermentacdo (agitacdo e aeracdo), para a producdo
de metabdlitos de Phoma sp. com efeito herbicida.

v Avaliar o efeito dos metab6litos produzidos sobre a pré-emergéncia de Cucumis
sativus var. visconsin (pepino) e Sorghum bicolor (sorgo).

v" Avaliar o efeito dos metabdlitos produzidos sobre folhas destacadas de Cucumis
sativus var. visconsin (pepino) e Sorghum bicolor (sorgo).

v Avaliar o efeito dos metabélitos produzidos em pés-emergéncia Cucumis sativus var.
visconsin (pepino) e Sorghum bicolor (sorgo).

v’ Caracterizagdo quimica dos compostos presentes no meio fermentado, por

cromatografia gasosa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS DANINHAS

Muitas plantas cultivadas, também podem ser consideradas plantas 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).

As plantas daninhas, geralmente causam impactos negativos em algumas atividades
humanas, tanto na area agricola, florestal, pecuéria, ornamental, ndutica, producao 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 vegetacao infestante (espécie,
densidade e distribuicdo), da cultura (cultivar, espagamento e densidade), do ambiente (solo,
clima e manejo) e do tempo de convivéncia da planta daninha com as plantas cultivadas
(DUARTE et al., 2002).

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

3.2 CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS

Desde o inicio da agricultura a capina manual, a mecénica e as aplicagdes 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). Apesar da contribuicdo desses métodos de controle para o aumento
da produtividade das culturas, o controle de plantas daninhas na agricultura ainda apresenta

alguns desafios. Na capina manual, o principal desafio esta na reducédo da disponibilidade de
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mao-de-obra, aumento dos custos de trabalho, além da baixa eficiéncia no controle
(CARBALLIDO et al., 2013; GIANESSI, 2013; JABRAN et al., 2015). J4 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).

Amplamente utilizados na agricultura, os herbicidas quimicos possuem papel
importante na economia mundial. Estudos relatam que nos préximos anos a demanda global
por produtos de origem agricola deve dobrar, aumentando ainda mais a pressao para a
producdo de alimentos, pricipalmente devido ao aumento da populacdo mundial (FAO, 2050).
Tal aumento, deve ocorrer mais intensamente em paises em desenvolvimento e
consequentemente os mais ricos em biodiversidade do planeta (BAUDRON; GILLER, 2014).

O uso sucessivo e indiscriminado dos herbicidas quimicos aumenta o numero 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 causa impactos ao meio ambiente e danos a saude humana
e animal. A maioria dos problemas com o manejo de plantas daninhas, citados acima, podem
ser minimizados com o estudo e criagdo de uma diversidade de praticas para o controle
alternativo de plantas daninhas (JABRAN et al., 2015).

3.3 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico de plantas daninhas é explorado em todo o mundo, sendo a
estratégia inundativa, a mais utilizada para a aplicacdo de microrganismos em éareas de
cultivo, utilizando niveis elevados de inoculo para que haja efeito sobre a populacdo de
plantas daninhas (CHARUDATTAN, 1988, DANIEL et al., 1973, TEMPLETON et al., 1979)
ndo dependendo do agente de controle ser auto sustentavel (HINTZ et al., 2001). Como as
doses aplicadas sdo altas, é de interesse dos pesquisadores o estudo da toxidade dos destes
agentes de biocontrole (COOK et al., 1996, HINTZ; SHAMOUR, 1996; HINTZ et al., 2001,
TE BEEST et al., 1992, TENG; YANG, 1993, WAPSHERE, 1974).

O fungo Myrothecium verucaria, isolado de Cassia obstusifolia, mostrou-se bastante
virulento para as plantas e com potencial para a utilizagdo como bioherbicida (WALKER;
TILLEY, 1997). Outros trabalhos relataram a eficiéncia contra espécies de Ipomea spp.
(HOAGLAND et al., 2011), Euphorbia esula, (YANG; JONG, 1995) Brumichia ovata e
Capsis radicans (BOYETTE et al., 2006) Pueraria lovata (BOYETTE et al., 2002).
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Alguns autores ainda relatam que, um agente de controle biol6gico quando aplicado
no campo, possui movimento limitado no solo, pois 0s microrganismos estdo sujeito a
adversidades ambientais (BAILEY; DERBY, 2001).

Muitos trabalhos de pesquisa foram conduzidos sobre herbicidas de origem fungica,
no entanto sua aplicacdo em grande escala apresenta limitagdes, como requisitos estritamente
ambientais, baixo rendimento de produgéo, dificuldade no desenvolvimento da formulagéo,

além dos requisitos rigorosos para o armazenamento (YANG et al., 2014).

3.4 METABOLITOS PRODUZIDOS POR FUNGOS

Os metabolitos secundarios sdo conhecidos por possuir a estrutura das moléculas
heterogénea e de baixo peso molecular. Os microrganismos podem produzir uma elevada
gama de metabdlitos 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 evolugio dos metabolitos secundarios se deu a milhdes
de anos, quando 0s microrganismos utilizavam estes como sinais quimicos para se
comunicarem, defender seu habitat ou inibir o crescimento de competidores, sendo que, a
maioria desses compostos sdo denominados de produtos naturais (BRAKHAGE, 2013).

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

Os danos provocados pelas fitotoxinas podem ocorrer através da penetracdo na planta,
seguido da desestruturacdo da parede celular e inducdo da formacdo de lesbes necroticas ou
halo clorético em folhas, talos ou frutos, com a vantagem principal de ndo serem toxicas aos
seres humanos e animais e degradarem-se facilmente no ambiente. A seletividade da toxina
para as plantas daninhas é variavel, de uma especie para outra, sendo que a toxina considerada
mais promissora para ser utilizada como herbicida natural é aquela que apresenta a maior
especificidade (CHARUDATTAN, 1991).

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). Alguns estudos foram

realizados, com relagdo a mistura de bioherbicidas por meio da aplicacdo inundativa de
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esporos de fitopatogenos (HOAGLAND, 1996). Desta forma, o isolamento de patdgenos de
plantas, bem como o estudo dos agentes de controle e producdo de metabdlitos secundarios
sdo os principais caminhos para desenvolvimento de herbicidas de origem microbiana.
(YANG et al., 2014).

3.5 Phoma sp.

Figura 1 - Placa de Phoma sp.

Fonte: o autor

Diversas espécies do fungo do género Phoma sp. sdo consideradas como candidatos
para o controle biolégico de algumas espécies de ervas daninhas no Canada, como cardo
(GUSKE, et al., 2004), e dente de ledo (STEWART-WADE, et al., 2002). Trabalhos mostram
que, o uso do fungo do género Phoma sp. como agente herbicida, tem mostrado bons
resultados quando aplicados em algumas plantas daninhas (BAILEY et al.,, 2011;
GRAUPNER et al., 2006).

Geralmente a forma de controle é através do micélio de Phoma macrostoma, aplicados
em granulos para o controle de plantas daninhas em gramados. Bailey et al. (2011)
observaram que o fungo da espécie P. macrostoma foi eficiente para o controle de 38 espécies

de 12 familias, entretanto 57 espécies de 25 familias foram consideradas resistentes a esse
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patdgeno. Dessa forma, é observado que este bioherbicida pode apresentar um
comportamento seletivo entre as diferentes espécies de plantas daninhas (HALLETT, 2005).

Existem varias espécies que produzem metabdlitos fitotoxicos, como: Phoma
lairdenone, P. lingam; nonenolides produzidos por P. herbarum; epoxydonesters a partir de
um Phoma sp. ndo identificada e putaminoxin a partir de P. putaminum. A espécie Phoma
macrostoma montagne é capaz de provocar clorose em plantas, além de manchas foliares,
necrose e podriddo negra das folhas de alcachofra. A espécie Phoma macrostoma é capaz de
produzir fitotoxinas, conhecidas como macrocidinas, que sdao moléculas com potencial para
serem sintetizadas para a formulagéo de herbicidas (SCHOBERT; BARNICKEL, 2010).

Alguns trabalhos relatam os efeitos causados por algumas espécies do género Phoma.
Ao aplicar um filtrado de cultura de Phoma herbarum, livre de células, foi observada uma
fitotoxidade alta sobre Lantana camara, causando clorose, deformacdes e colapso das folhas,
apos 48 horas de tratamento (PANDEY, 2002).

Foram encontrados dez isolados de Phoma macrostoma, com efeito bioherbicida sobre
plantas daninhas. A aplicacdo destes isolados resultou em clorose e morte de varias espécies
de ervas daninhas de folha larga, ndo tendo efeito sobre monocotiledéneas (BAILEY;
DERBY, 2001). Porém o mesmo ndo foi observado por Graupner et al., (2003, 2006), quando

houve acdo do fungo da espécie Phoma macrostoma sobre plantas monocotileddneas.

3.6 FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentacdo em meio liquido, é um dos processos mais utilizados na producao
comercial e industrial de bioprodutos de origem microbiana (GIBBS et al., 2000), pois
representa grande parte das pesquisas, sobre instrumentacfes e controle do processo, isto
torna esta mais acessivel do que a fermentacdo semi sélida, além de apresentar maior
facilidade no monitoramento do processo (FUGLSANG, 2002).

A fermentacdo submersa é considerada por muitos pesquisadores, 0 melhor método
para a producdo de bioprodutos de origem fungica. Estes fungos caracterizam-se por produzir
conidios ou outras formas de propagulos em cultura liquida, podendo ser formulados e
aplicados como bioherbicidas (ASH, 2010; CHENG et al., 2003; GIBBS et al., 2000).

Dessa forma, séo otimizadas as condi¢fes de crescimento fungico conforme a maior
fitotoxidade desse extrato fermentado, para posterior isolamento dos compostos fitotoxicos
(PEDRAS; AHIAHONU, 2004; BERESTETSKIY et al., 2010).
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3.7 BIORREATORES

Para que um processo de producdo microbiana tenha sucesso e possa ser produzido
industrialmente, este precisa passar por algumas fases importantes que vao desde a producéo
em pequena escala até a producéo em nivel industrial. O uso de biorreatores para fermentacéo
submersa, sd0 uma grande ferramenta para a otimizagdo das condigdes de crescimento
microbiano em escala laboratorial.

Para a escolha do tipo de biorreator, € importante considerar as variaveis que
interferem no crescimento microbiano, tais como, a transferéncia de oxigénio, menor atrito
entre as células, capacidade de fornecimento de nutrientes para as células e remocdo do
subproduto a partir delas (ALMEIDA, 2014). Quando realiza-se fermentacdo com fungos, o
tipo de biorreator escolhido tem grande influéncia no crescimento fangico. Estudos
desenvolvidos por Klaic (2014), demonstram que, 0s fungos precisam de uma agitacdo mais
branda em comparacdo com bactérias, sendo que as altas taxas de agitacdo causam um
aumento do atrito entre as células no biorreator prejudicando o crescimento do micélio e
comprometendo a producao de fitotoxinas.

Os estudos para a producédo de herbicidas de origem bioldgica, utilizando biorreatores
do tipo STR ainda séo escassos, alguns deles tiveram o objetivo de otimizar as condi¢fes do
processo, tais como agitacdo, aeragédo, temperatura, pH e tempo de fermentacdo (VURRO et
al., 2012; BOYETTE et al., 2008, MENDIZABAL et al., 2012), além disso, alguns
pesquisadores ainda utilizaram residuos da agroindustriais como meio de fermentacdo para
reduzir os custos operacionais (BOYETTE et al., 2008) ou otimizar meios de cultivo
sintéticos (VURRO et al., 2012). Estas variaveis sdo de grande importancia para maximizar a

producdo e reduzir os custos e obter um processo viavel.

3.8 BIOENSAIOS

Para a selecdo da melhor condicdo de producdo de herbicidas por fermentacéo,
recomenda-se a realizacdo de varios ensaios bioldgicos, através do 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).

Os ensaios de germinacdo de sementes e crescimento radicular s&o muito utilizados
em pesquisas envolvendo controle de plantas por metabdlitos secundarios (PES, 2015). As

sementes podem ser depositadas em placas de Petri, sendo que o papel filtro deve ser
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umedecido com a solugéo teste do processo fermentativo. As placas de Petri sdéo mantidas em
camaras de germinacdo em condicOes de temperatura e luz controladas por determinado
periodo de tempo (JAVAID; ALI, 2011).

Nos bioensaios com plantulas, sdo realizadas aplicacfes na parte aérea das plantas. As
avaliacdes sdo realizadas em periodos de tempo distintos, considerando as varidveis como,
controle de plantas, comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e massa seca da parte
aerea (JAVAID; ALI, 2011, JAVAID et al., 2011).

Os testes em folhas destacadas sdo mais recomendados para o fracionamento dos
compostos fitotoxicos, pois demandam baixo volume. Dentre eles, esta o teste de punctura,
onde € depositado um pequeno volume da solucdo teste, sobre punc¢des produzidas 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, 1amina de bisturi ou capilar de
vidro. Apds o cultivo de plantas as folhas destacadas ou discos de folhas s&o colocadas 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 até o aparecimento de lesdes, como necrose, clorose ou amarelecimento
(VAREJAO et al., 2013).

3.9 CROMATOGRAFIA

Para a caracterizacdo quimica das moléculas presentes no meio fermentado por meio
da cromatografia, torna-se necessario realizar algumas etapas anteriores. A extracdo liquido-
liguido é uma alternativa importante, pois ndo requer grandes quantidades de energia ou
equipamento especial quando o solvente ndo é volatil, o que facilita a recuperacdo do
solvente. Desta forma a separacdo de misturas complexas, pode ser realizada de modo a
causar 0 minimo de danos possiveis ao meio ambiente, tais caracteristicas fazem desse
método, um dos mais utilizados em larga escala por mais de uma década (BARNICKI et al.,
2006).

O principio da extracdo por solventes € que o soluto se distribui entre dois solventes
praticamente imisciveis, por meio do contato entre as fases. A distribuicdo do soluto depende
de sua preferéncia por um ou outro liquido, que esta diretamente relacionado com sua
solubilidade em cada um deles (HACKBART, 2007).

Diferentes técnicas cromatograficas podem ser usadas em todo o processo de

fracionamento e purificacdo, dependendo da natureza quimica e a quantidade de amostra a ser
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tratada. Estas técnicas incluem a cromatografia preparativa em camada fina (TLC),
cromatografia direta e de fase reversa em coluna aberta (CC), cromatografia flash em coluna
(FCC), cromatografia em coluna de véacuo (VCL), filtracio em gel ou cromatografia de
exclusdo de tamanho, cromatografia de permuta ionica e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa (CG) (HARWOOD; MOODY, 1989; SARKER
et al., 2006).

O uso intensivo da cromatografia gasosa (CG) e o avanco do desenvolvimento
tecnoldgico resultaram numa poderosa técnica de separacdo que possibilita a deteccdo de
compostos. Como técnica analitica ela depende da qualidade da etapa de preparo da amostra,
pois quase nenhuma matriz pode ser diretamente injetada num cromatografo gasoso. A CG
possui inumeras vantagens, dentre elas, elevada resolucdo, alta eficiéncia na introducdo de
amostra, baixo ruido de fundo devido a elevada pureza do gas inerte empregado como fase
movel (FM) e possibilidade de emprego de padrao interno (BISINOTI, 2004).

A espectrometria de massas (MS) utiliza 0 movimento de ions em campos elétricos e
magnéticos para classificd-los de acordo com sua relacdo massa-carga. Desta maneira, a
espectrometria de massas € uma técnica analitica por meio da qual as substancias quimicas se
identificam, separando os ions gasosos em campos elétricos e magnéticos. O dispositivo que
realiza esta operacgdo e utiliza meios elétricos para detectar os ions classificados é conhecido
como espectrometro de massas (BONATO, 1995).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) destaca-se
como uma possibilidade valiosa. A viabilizacdo da técnica CG-MS depende significantemente
da qualidade da etapa de preparo da amostra, e quase nunca se deve analisar matrizes na
forma bruta, pois elas possuem interferentes em quantidades incompativeis com as colunas
cromatograficas e detectores, além de mascarar os reais valores a serem obtidos (VALENTE;
AUGUSTO, 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZACAO

O presente trabalho foi conduzido no Laboratorio de Bioprocessos e em casa de
vegetacdo da Universidade Federal de Santa Maria. Neste trabalho foi realizado o aumento de
escala para a producdo de fitotoxinas com atividade herbicida, por meio de fermentagédo

submersa de Phoma sp. em biorreator.

4.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DA CEPA

A estirpe de Phoma sp. (NRRL Y-7571) foi obtida no National Center for
Agricultural Utilization Research— EUA (ARS). A cultura foi mantida em batata dextrose
agar (BDA), a 4-6 °C e sub-cultivadas a cada 15 dias.

4.3 PRE-INOCULO

O preparo do pré-inéculo foi realizado a partir de placas sub-cultivadas durante 7 dias
em estufa a 28°C. Para o pré-inoculo utilizou-se dois frascos de Erlenmeyers de 250 ml
contendo 100 ml de meio de cultivo cada, conforme a composicdo definida a seguir: 200 g.L*
de batata, 20 g.L de dextrose, 10 g.L* peptona, 7.5 g.L* de extrato de levedura, 2.0 g.L* de
(NH4)2SO04, 1.0 g.L! de FeSO4.7H20, 1.0 g.L! de MnSO4.H.0 e 0,5 g.L ! de MgSO,
(PARRA et al., 2005, ZHANG et al., 2012, SELBMANN et al., 2002, YU et al., 1998).

Na figura 1, sdo apresentados um fluxograma para o preparo do indculo, sendo que o
meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121°C durante 30 min e, apds estar em
temperatura ambiente, com o auxilio de um tubo de ensaio, adicionou-se dois discos de 2 cm
de didmetro das placas subcultivadas em cada frasco. Todo o manuseio, preparo e inoculagédo
do fungo Phoma sp. foi realizado em capela de fluxo laminar e completa assepsia dos
materiais utilizados, de modo que eliminasse a interferéncia externa ou possivel contaminagdo
com organismos indesejaveis. O fungo foi cultivado durante 5 dias em shaker, com agitacédo
de 120 rpm e 28°C, em seguida macerados e inoculados no meio de fermentacdo submersa

(biorreator).



Figura 2 - Fluxograma para o preparo do inoculo
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4.4 SUBSTRATOS
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O substrato utilizado para compor o meio de fermentagdo no biorreator foi a agua de

maceracdo de milho (AMM), obtida junto a Empresa Corn Products Brasil (Mogi Guacu, SP

formando assim um meio de cultivo no estado liquido

4.5 BIORREATOR

Brasil) e sacarose de qualidade alimentar (AcUcar Cristal), comprado em um mercado local

Conforme pode-se observar na Figura 2 foi utilizado um biorreator STR de tanque

agitado encamisado da marca Tecnal, com volume de 4,5 litros, altura de 43 cm e largura de

32 cm, conectado a um banho termostatizado TE-2005, com refrigeracdo e controlador
independente, conectado também a um compressor
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Figura 3 - Biorreator Tecnal

Fonte: O autor

4.6 CONDICOES DE CULTIVO EM BIORREATOR

O meio de cultura foi composto por 10% de AMM e 20 g.L* de agtcar, utilizado 250
ml de AMM e 50 g de acUcar. Estas proporc¢des foram descritas por Klaic (2014), assim como
o cultivo do fungo em pH inicial de 6,0, tempo de cultivo de 7 dias e temperatura de 28°C.
Como variaveis independentes foram avaliadas a aeragdo (1,0; 2,0 e 3,0 L.min™) e a agitacdo
(40; 50 e 60 rpm). Para a esterilizacdo do biorreator, o mesmo foi acondicionado em autoclave
a 121°C por 45 min.

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

Apds 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
fungo no caldo fermentado, como esporos e micélios. Estes foram armazenados em

refrigerador a 4°C, para posterior avaliagéo do seu efeito nos bioensaios.
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Figura 4 - Visao geral do biorreator e outros equipamentos
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4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os parametros estudados foram avaliados por meio da realizacdo de planejamentos
experimentais com de um Delineamento Composto Central 22 (DCC), (BOX et al., 2005) com
trés repeticGes do ponto central, conforme a Tabela 1. As médias foram comparadas por meio
do teste de Scoot-Knott utilizando o software Assistat 7,7 (DEAG-CTRN-UFCG, Campina

Grande, PB, Brasil), considerando um nivel de significancia de 95%.

Tabela 1 - Matriz experimental de um Delineamento Composto Central 22 com trés repetictes
no ponto central, para avaliar o potencial herbicida dos fermentados produzidos.

Ensaios Agitacdo (rpm) ée'(/? i?ﬁlg
Agua destilada - -
1 40 (-1) 1(-1)
2 60 (1) 1(-1)
3 40 (-1) 3(1)
4 60 (1) 3(1)
5 50 (0) 2(0)
6 50 (0) 2 (0)
7 50 (0) 2 (0)

4.8 BIOENSAIOS DE ATIVIDADE HERBICIDA

Para avaliar o desempenho do herbicida de origem bioldgica produzido por Phoma sp.
foram realizados diversos testes, tanto em pré-emergéncia, pos-emergéncia e em folha

destacada com as espécies de Cucumis sativus var. wisconsin (pepino) e Sorghum bicolor
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(sorgo). Estas, mesmo ndo sendo plantas daninhas, sdo utilizadas em testes com herbicidas
quimicos, pois sdo sensiveis a estes e sdo de uso frequente em bioensaios para deteccdo de
residuos de herbicidas sintéticos no solo (ALMEIDA, 2014). Em cada ensaio, 0s tratamentos

utilizados foram os mesmos do DCC mais uma testemunha.

4.8.1 Pré-emergéncia

Conforme representados na figura 4, os testes de germinacdo foram realizados em
caixas gerbox previamente desinfetadas com alcool 70% e forradas com duas folhas de papel
filtro (Germitest®) umedecidas. Para a avaliagdo do efeito do fermentado, o papel filtro foi
umedecido com os tratamentos, com a aplicacdo de um volume correspondente a 2,5 vezes o
peso do papel, de acordo com as Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

Logo apds, foram semeadas 4 repeticdes de 25 sementes, totalizando 100 sementes por
tratamento e acondicionados em sala climatizada, com temperatura constante (25°C) e
fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro. Para a avaliagdo em pré-emergéncia, foi utilizado o
Delineamento Composto Central (DCC) com 8 tratamentos e quatro repeticGes para cada
espécie.

Foram realizados testes de germinacdo, quandocontabilizou-se o nimero de sementes
germinadas e o numero de sementes que germinaram e tornaram-se plantas normais,
posteriormente esses dados foram expressos em percentagem de inibicdo de germinacdo ou de
plantas anormais (plantas que ndo tiveram seu crescimento normal). Para ambas as espécies,
a primeira avaliacdo do nimero de sementes germinadas foi feita aos 4 dias apds a instalacao
do experimento, seguida de uma segunda avaliacdo aos 7 e 10 dias, para C. sativus e S.
bicolor, respectivamente. Para esse teste, foram contabilizadas como germinadas, as sementes
que apresentaram crescimento da radicula superior a 2 mm, segundo descrito na RAS
(BRASIL, 2009).

O numero de plantas normais foi contabilizado aos 7 dias para pepino e aos 10 dias
para o sorgo, segundo a RAS. Considerou-se como plantas normais, aquelas que apresentaram
similaridade de crescimento entre a raiz e parte aérea, ou Seja, Se ocorrer somente 0
crescimento da raiz ou a parte aérea, a mesma era considerada como anormal (BRASIL,
2009).
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Figura 5 - Teste de germinacéo realizado em caixas gerbox em espécies de S. bicolor (A) e C.
sativus (B).
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Fonte: O autor

4.8.2 Folha destacada

Conforme observadas na figura 5, para a realizacdo do teste de aplicacdo em folha
destacada, foram coletadas folhas jovens de C. sativus e S. bicolor e dispostas em caixas
gerbox previamente desinfestadas com alcool 70% e forradas com duas folhas de papel filtro
umedecidas. Para evitar o ressecamento das folhas, foi colocado um algoddo embebido em
agua destilada no peciolo dos mesmos. Os ferimentos ou puncturas foram feitos na face
adaxial das folhas, com auxilio de agulhas.

Os tratamentos foram aplicados com o auxilio de uma pipeta automaética (figura 5A).
Foi adicionado 1 microlitro em cada punctura, em trés pontos da folha, base, apice e centro.
Os tratamentos foram acondicionados em sala climatizada com temperatura constante (25°C)
e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro. Varejdo et al. (2013) destacam que alguns
metabdlitos possuem atividade fitotdxica na presenca e outros na auséncia de luz, por isso 0s
testes foram realizados sob iluminacéo alternada, evitando perdas na deteccdo de atividades
fitotoxicas influenciada pela luz. A avaliagdo da eficacia do produto foi feita 72 horas apds a
aplicacdo dos tratamentos, nesta foi observada a incidéncia e intensidade de lesdes, conforme
a metodologia descrita por EVIDENTE et al. (2008b).
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Figura 6 - Teste em folha destacada realizada com a aplicacdo de 1 microlitro dos
tratamentos, com pipeta automaética (A), em folhas de C. sativus (B) e S. bicolor (C).

Fonte: O autor

4.8.3 Pds-emergéncia

Conforme a figura 6, os testes em pds-emergéncia foram realizados em casa de
vegetacdo, com ambiente controlado, onde realizou-se o cultivo de sorgo e pepino para
posterior aplicagéo e avaliacdo dos bioprodutos produzidos.

Nesta avaliacdo foram considerados os tratamentos do DCC, mais uma testemunha,
onde aplicou-se somente agua, sendo que em cada tratamento havia 4 repeticdes,
representados por 4 vasos por repeticdo. As unidades experimentais foram vasos de
polietileno com volume de 200 ml, preenchidos com substrato comercial Macplant®, onde
foram semeadas trés sementes em cada vaso, de ambas as espécies e logo ap6s a emergéncia
realizou-se o raleio, mantendo somente uma planta por vaso e sendo estas cultivadas durante 7
dias. Para acomodar os vasos com plantas de C. sativus e S. bicolor, foram utilizadas bandejas
grandes, sendo cada uma delas considerada um tratamento, para ambas as espécies (figura
6B).

Apos 7 dias de crescimento das plantas, foi realizada a aplicagdo dos tratamentos. A
aplicacdo via superficie foliar, foi realizada com um borrifador manual, utilizando um volume
de 50 ml de caldo fermentado em cada tratamento (figura 6C).

Foram avaliadas 7 variaveis: Fitotoxidade (%), massa seca parte aérea (MSPA), massa
seca da raiz (MSR), massa verde da parte aérea (MVP), massa verde da raiz (MVR) e altura
de planta (cm). A fitotoxidade foi avaliada aos 7 dias apds a aplicacdo (DAA) tanto para C.
stivus e S. bicolor. A avaliacao foi realizada por meio dos efeitos visuais estimados, utilizando
a escala desenvolvida por Franz e Crowley (1986), por meio de notas de 0 a 100% de

fitotoxidade, conforme os efeitos causados na parte aérea da planta.
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Figura 7 - Estufa climatizada (A), disposicdo dos tratamentos em casa de vegetacdo (B) e
aplicagéo dos tratamentos com borrifador (B).

Fonte: O autor

4.9 EXTRACAO COM SOLVENTES

Conforme pode-se observar na figura 7, o caldo fermentado foi submetido a extracao
liquido-liquido usando solventes organicos de diferentes polaridades (metanol, etanol e
acetato de etila). Para este processo, foi adicionado 10 ml de caldo fermentado e 50 ml de
solvente sendo estes mantidos sob agitacdo constante durante 24 horas em um baldo de fundo
redondo, conectado a um condensador com manutencdo da temperatura por meio de um
banho termostatico com recirculacéo de agua a 10°C. A agitacdo foi realizada com um bastao
magnético acionados por agitadores magnéticos.

Figura 8 - Extracdo Liquido-liquido com diferentes solventes orgénicos, onde (A) agitador
magnético, baldo de fundo redondo, condensador e banho termostéatico; (B) Tubo de ensaio
para separacdo das fragdes.

Fonte: O autor
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Ap0s a agitacao, iniciou-se o0 processo de decantagdo em tubos de ensaio, com duragao
aproximada de 24 horas, verificando apds este periodo a formacdo de duas fases limpidas e
transparentes com interface definida. Logo, com o auxilio de uma pipeta, foi retirada uma
aliquota da fracdo solvente (fracdo superior) e este foi armazenado em frascos de 10 ml e

refrigerados para posterior identificacdo e caracterizagdo dos compostos por cromatografia.

4.10 CROMATOGRAFIA

Nos extratos organicos brutos obtidos, o metabdlito fitotoxico alvo sdo geralmente
misturado com uma variedade de outros compostos organicos, ou secretada pelo fungo ou
constituintes do meio de cultura. Assim, procedimentos cromatograficos sdo necessarios para
fracionar o extrato organico, resultando no isolamento dos seus constituintes fitotoxicos.

As anélises por cromatografia gasosa foram efetuadas em um cromatdgrafo gasoso da
Agilent Technologies 6890 acoplado a um espectrometro de Massas Agilent Technologies
5975 B inert XL EI/CI MSD, com injetor automatico Agilent Technologies 7683 B. Coluna
J&W Scientific DB5-MS -Temperatura maxima de 325°C - (30 mx0.32 mm, 0.25 um). Fluxo
de gés Hélio 2 mL/min, pressdo de 5.05 psi. Temperatura do injetor 250°C; Seringa de 10 pL,
com injecdo de 1 pL; Temperatura inicial do forno de 60°C por 1min e ap6s aquecimento de
15°C por min até 280°C. Para a fragmentacdo dos compostos foi utilizado uma energia de 70

eV no espectrdometro de massas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta secdo do trabalho tem o objetivo de mostrar o potencial de

Phoma sp. em produzir um herbicida por fermentacdo submersa.

5.1 PRE-EMERGENCIA

A tabela 2 apresenta os resultados dos testes realizados em pré-emergéncia, quando
foram avaliados a porcentagem de inibicdo da germinacdo de C. sativus e S. bicolor, na
primeira e segunda contagem, ap0s serem aplicados 0s extratos fermentados, conforme o
DCC. Todos os tratamentos apresentaram efeito inibitorio na germinacdo de C. sativus e S.
bicolor na primeira e segunda contagem, sendo que na segunda contagem a inibicdo foi de
100% na germinagdo em todos os tratamentos do DCC, diferente da testemunha onde néo
houve inibi¢cdo da germinacdo para nenhuma das espécies, conforme dados que podem ser
observados nas figuras 8 e 9. Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram

crescimento da radicula superior a 2 mm, segundo descrito na RAS (BRASIL, 2009).

Tabela 2 — Porcentagem de inibicdo da germinacdo na primeira e segunda contagem de
Cucumis sativus e Sorghum bicolor para cada tratamento do DCC.

o i Cucumis sativus Sorghum bicolor
Ensaios A%:;i%ao é?,(,? ﬁf}g 1° contagem 2° contagem  1° contagem  2° contagem

(%) (%) (%) (%)

T0 -- -- 0 b* Ob Oc Ob
T1 40 (-1) 1(-1) 12a 100 a 55b 100 a
T2 60 (1) 1(-1) 24 a 100 a 8la 100 a
T3 40 (-1) 3(1) 29a 100 a 61b 100 a
T4 60 (1) 3(1) 40 a 100 a 72a 100 a
T5 50 (0) 2 (0) 16a 100 a 51b 100 a
T6 50 (0) 2 (0) 12a 100 a 84 a 100 a
T7 50 (0) 2 (0) 26a 100 a 80a 100 a

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

Conforme a tabela 2, na primeira contagem o tratamento que causou maior
interferéncia na germinagdo do Cucumis sativus foi o T4, com 40% de inibicdo, ja para o
Sorghum bicolor o melhor tratamento foi o T6, apresentando 84% de inibigdo na primeira

contagem de germinacao.
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Pode-se observar que neste trabalho os metabdlitos produzidos por Phoma sp.
possuem um amplo espectro de acdo de herbicida em pré-emergéncia, pois apresenta efeito
sobre plantas do grupo das monocotiledéneas (Sorghum bicolor) e dicotiledéneas (Cucumis
sativus). O mesmo foi observado por Almeida (2014), quando os resultados do efeito
inibitério da germinagdo tanto de monocotileddneas como de dicotileddneas, foram
semelhantes.

Em estudos realizados por Pes (2015) para a producdo de herbicidas com Diaporthe
sp. foram encontrados resultados de porcentagem de inibicdo da germinacdo de 100% nas
sementes de G. max, C. sativus, T. aestivum, O. sativa, L. multiflorum e S. halepense, sendo
que as sementes foram consideradas ndo germinadas quando ndo apresentaram a protusdo
radicular. Ja Bailey et al. (2011) realizaram estudos para producdo de um bioherbicida com o
fungo Phoma sp., evidenciando um efeito maior deste nas sementes de dicotiledéneas do que
em monocotiledoneas.

Os resultados apresentados na tabela 2, mostram que as variaveis utilizadas no DCC,
ndo foram significativas para determinar a melhor condicdo de producéo de metabdlitos com
acao herbicida por fermentacdo submersa de Phoma sp. em biorreator, pois mesmo
apresentando inibicdo da germinacdo das espécies utilizadas, ndo houve diferenca
significativa entre os ensaios realizados. O mesmo foi observado em estudos realizados por
Almeida (2014), quando houve inibicdo na germinacdo de 100% em sementes de
monocotileddneas e dicotiledéneas, quando submetidas a aplicacdo de herbicidas de Phoma

sp. produzidos por fermentacdo submersa em biorreator.
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Figura 9 — Inibicdo da germinacéo de C. sativus, 10 dias ap0s a aplica¢do dos tratamentos.

Fonte: O autor
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Figura 10 — Inibicdo da germinacdo de Sorghum bicolor, 10 dias apds a aplicacdo dos
tratamentos.

Fonte: O autor

5.2 FOLHA DESTACADA

Na tabela 3 estdo representados os efeitos causados pelos tratamentos do DCC sobre
folhas destacadas de C. sativus e S. bicolor. Em ambas as espécies foram observados a
ocorréncia de lesbes como leve amarelecimento e leve necrose nas folhas destacadas de C.
sativus e S. bicolor, respectivamente. Estas manchas foram observadas logo no primeiro dia
apos a avaliacdo e intensificou-se até a Gltima avaliacdo, que foi realizada 72 horas apds a

aplicacdo dos tratamentos, conforme as figuras 10 e 11.
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Tabela 3 — Matriz experimental do Delineamento Composto Central 22 com trés repeticdes no
ponto central, para avaliar o efeito inibitério dos metabdlitos secundarios de Phoma sp. sobre

folhas destacadas de C. sativus e S. bicolor.

Tratamentos A?r';?n%ao ﬁ‘_e_"(/?ﬁf_‘g Pepino Sorgo
TO (Agua destilada) - - N* N
T1 40 (-1) 1(-1) - +
T2 60 (1) 1(-1) - +
T3 40 (-1) 3(1) -- +
T4 60 (1) 31 - ++
T5 50 (0) 2 (0) - +
T6 50 (0) 2 (0) - +
T7 50 (0) 2 (0) - +

*(N): Sem efeito; (-): Leve amarelecimento; (--): Amarelecimento acentuado; (+):

acentuada.

Leve necrose; (++): Necrose

Figura 11 - Imagens dos efeitos da aplicacdo dos tratamentos em folhas destacadas de
Cucumis sativus apds 72 horas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro.
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Figura 12 - Imagens dos efeitos da aplicacdo dos tratamentos em folhas destacadas de
Sorghum bicolor apds 72 horas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro.

Fonte: O autor

De acordo com a tabela 3, os danos mais acentuados foram encontrados nos
tratamentos T3 para a espécie de C. sativus e no T4 para S. bicolor, estes apresentaram lesdes
como amarelecimento acentuado em folhas de C. sativus e necrose acentuada em folhas de S.
bicolor, conforme observadas nas figuras 10 e 11. Pode-se observar que nos tratamentos T3 e
T4, os quais causaram lesdes em folhas de pepino e sorgo, a melhor condic¢ao de aeracédo para
a fermentacdo, foi de 3 L.min%, ja a condicdo de agitacdo que causou o maior efeito inibitdrio
foi de 40 rpm para o C. sativus e de 60 rpm para o S. bicolor. Para avaliagdo dos tratamentos
0s mesmosforam comparados com a testemunha, sendo que nesta ndo houve danos nas folhas
de ambas as espécies. Autores como Vikrant et al. (2006), ao aplicar os filtrados de cultura de
Phoma herbarum obtidos por fermentacdo submersa sobre folhas destacadas de Parthenium
hysterophorus (losna branca), observou répido amarelecimento seguida por necrose e morte
das folhas 48 h ap6s a aplicacdo do tratamento.
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Em um ensaio de punctura, realizado com folhas de Stellaria media
(Morugem), Urtica dioica (Urtiga), Sonchus arvensis (Serralha), Parietaria officinalis (Fura-
paredes), Lactuca serriola (alface-brava), Helianthus annuus (Girassol), para testar a acdo dos
metabolitos produzidos pelo fungo Phoma chenopodiicola, 0 mesmo mostrou-se eficiente,
pois causou lesdes como clorose e necrose nos tecidos foliares (EVIDENTE et al. 2015).

Conforme pode-se observar nas figuras 10 e 11, os resultados da aplicacdo dos
tratamentos em folhas destacadas de C. sativus e S. bicolor, causaram lesdes amareladas ou
necrosadas, porém com baixa intensidade. Por isso o teste em folha destacada ndo foi
considerado significativo para a escolha da melhor condi¢cdo de producdo dos metaboélitos
com acdo herbicida. Tais resultados, podem estar relacionados a baixa concentracdo dos
metabolitos presentes no extrato fermentado, sendo que as aplicacGes foram realizadas com o
extrato bruto fermentado e com volume de 1 microlitro por punctura na folha, dificultando a
capacidade do herbicida expressar o seu potencial de controle sobre as espécies estudadas.
Varejdo et al. (2013) j& haviam relatado que, frequentemente as fitotoxinas estdo presentes em

baixas concentrac6es no filtrado oriundo dos processos fermentativos de microrganismos.

5.3 POS-EMERGENCIA

Os resultados apresentados na tabela 3 mostram a porcentagem de fitotoxidade dos
tratamentos em Cucumis sativus e Sorghum bicolor. Os tratamentos que apresentaram a maior
porcentagem de fitotoxidade em plantas de Cucumis sativus foram o T3 (66,8%), T4 (65,0%),
T5 (61,2%) e T6 (56,8%), j4 para o Sorghum bicolor, os melhores resultados foram
encontrados no T1 (58,1%) e T4 (58,1%), nestes tratamentos, ndo houve diferenca
significativa para ambas as espécies, de acordo com o teste Scott-Knott (p<0,05). Mesmo nao
havendo diferenga significativa entre os tratamentos com maior potencial fitotxico sobre as
espécies avaliadas, nas figuras 12 e 13 é possivel observar que as lesdes foram mais intensas
nos tratamentos T3 para o Cucumis sativus e T4 para o Sorghum bicolor. Nestes ensaios as
condicdes foram 40 rpm de agitagdo e 3 L. min™ para o T3 e 60 rpm de agitacdo e 3 L.min™*
para o T4.

O menor potencial fitotdxico para a espécie de Cucumis sativus foi encontrado nos
tratamentos T1 (49,3%) e T7 (45,6 %), ja para 0 Sorghum bicolor os tratamentos T2 (43,1%),
T3 (41,2%), T5 (32,5%), T6 (40,6%) e T7 (39,3%) foram o0s que tiveram a menor
fitotoxidade, ndo havendo diferenca significativa entre os mesmos, pelo teste Scott-Knott,
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p<0,05 (tabela 3). A testemunha foi considerada como 0% de fitotoxidade, ndo apresentando

leséo nas plantas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor.

Tabela 3 - Matriz experimental do Delineamento Composto Central 22 com trés repeti¢ées no
ponto central, para avaliar a fitotoxidade provocadas em Cucumis sativus e Sorghum bicolor
aos 7 DAA.

Ensaios Agitacédo Aerqg&o Pepimo Sorgo
(rpm)  (L.Min-1) Fitotoxidade (%)
TO (Agua destilada) - - 0 d* Oc
1 40 (-1) 1(-1) 49,4 b 58,1a
2 60 (1) 1(-1) 25,0¢ 43.1b
3 40 (-1) 3(1) 66,9 a 41,2 b
4 60 (1) 3(1) 65,0a 58,1a
5 50 (0) 2 (0) 61,2a 325b
6 50 (0) 2 (0) 56,9 a 40,6 b
7 50 (0) 2 (0) 456 b 39,4 b

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

Conforme as figuras 12 e 13, os danos provocado pela aplicacdo dos tratamentos com
fermentados de Phoma sp. se configuram em les@es, que variam desde um amarelecimento
leve até o aparecimento de murchas ou lesGes necréticas. Vikrant et al. (2006), ao aplicar os
filtrados de cultura de Phoma herbarum obtidos por fermentacdo submersa, observaram danos
como: amarelecimento, seguido de murcha acentuada e colapso completo de mudas de
Parthenium hysterophorus (losna branca). Posteriormente Cimmino et al. (2013b), ao testar o
potencial do metabolito chenopodolin, produzido pelo fungo Phoma chenopodicola, em
folhas de Cirsium arvense (cardo-rasteiro) e Setaria viride (milha-de-cabecinha), uma
monocotileddnea e uma dicotiledénea, descreveram sintomas como: lesdes por necrose,

murchamento e degradacéo dos tecidos foliares de um modo geral.
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Figura 13 - Imagens das lesdes causadas pela aplicacdo em pds-emergéncia na cultura de
Cucumis sativus 4 dias apds a aplicacéo dos tratamentos.

Fonte: O autor

Na tabela 4, sdo apresentados os resultados da altura de plantas de pepino e sorgo,
avaliados diariamente durante 7 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. N&o houve diferenca
significativa na altura de plantas de Cucumis sativus entre os tratamentos T3 e T6 em todos 0s
dias avaliados. Porém, o maior efeito herbicida foi observado no T3, o qual causou a reducao
da altura das plantas de Cucumis sativus. J& na espécie de Sorghum bicolor, ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos em todos os dias avaliados, no entanto o
tratamento T4 foi o que apresentou de forma geral a menor reducdo no crescimento de
Sorghum bicolor (tabela 4).

Os resultados apresentados na figura 14, mostram a diferenca na altura das plantas de
Cucumis sativus e Sorghum bicolor submetidas a aplicac@o de extratos fermentados de Phoma

sp., estas medidas realizadas durante 7 DAA. Neste grafico é possivel observar que a
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aplicacdo dos tratamentos ndo causou uma inibicédo significativa do crescimento das plantas,
porém esta analise também serviu como base para selecionar o tratamento com maior

potencial herbicida.

Figura 14 - Imagens das lesdes causadas pela aplicacdo em pds-emergéncia na cultura de
Sorghum bicolor, 4 dias apds a aplicacdo dos tratamentos.
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Fonte: o autor
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Tabela 4 - Avaliacdo da altura de plantas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, avaliadas
durante sete dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos.

Altura de planta (cm)

TRAT ODAA 1DAA 2DAA 3DAA 4DAA 5DAA 6DAA TDAA
Cucumis sativus var. wisconsin (pepino)
TO 3,13a* 4,35a 545c¢c 6,09c 7,08b 744b 958b 9,79b
T1 346b 449a 501b 552b 62la 647a 863a 9,28a
T2 359b 496b 578c 6,24c 6,92b 740b 10,21b 10,08b
T3 294a 393a 445a 499a b566a 598a 7,88a 8,38a
T4 3,74b 543c¢ 6,15d 6,70d 7,28b 747b 9,70b 10,28b
T5 326a 489b 517b 571b 599a 6,37a 844a 8,66a
T6 284a 412a 459a 506a 566a 6,21a 795a 850a
T7 339b 494b 551c¢ 584c 659b 6,86b 889a 9,08a
Sorghum bicolor (sorgo)
TO 8,28a 10,36a 12,65a 1594a 19,67a 23,10a 242la 2542a
T1 732a 948a 11,15a 14,10a 1721a 20,0la 21,71a 23,86a
T2 6,37a 8940a 1140a 1408a 16,83a 1993a 2164a 23,71la
T3 8,19a 10,04a 12,87a 1642a 1966a 2191a 2446a 2498a
T4 7,16a 898a 11,08a 1391a 17,12a 20,26a 21,68a 2248a
T5 757a 944a 1143a 1459a 1742a 20,28a 22,08a 2298a
T6 809a 9,78a 12,36a 16,05a 19,23a 2153a 23,12a 249a
T7 808a 998a 1189a 1468a 17,67a 1998a 2264a 23,66a

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

de probabilidade de erro.

Na figura 15 estdo apresentados os resultados da producdo de MV e MS da parte aérea

e sistema radicular de Cucumis sativus e Sorghum bicolor ap6s 7 dias da aplicacdo dos

tratamentos. Os dados apresentados mostram que, para a espécie Cucumis sativus o

tratamento T3 interferiu diretamente na reducdo da quantidade de MV e MS da parte aérea

(Fig. 15A e 15B) e do sistema radicular (Fig. 15C e 15D). Ja para a espécie Sorghum bicolor,

o maior efeito inibitorio foi observado no T4, este apresentou reducdo, tanto na quantidade
MV e MS da parte aérea (Fig. 15E e 15F), como da raiz (Fig. 15G e 15H).
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Figura 15 - Gréfico da altura de plantas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, avaliadas durante sete dias apds a aplicacdo dos tratamentos.
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Sorghum bicolor
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- Massa verde e massa seca da parte aérea e radicular de Cucumis sativus e

Sorghum bicolor, nos diferentes tratamentos.
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5.4 CARACTERIZACAO QUIMICA
A melhor condicdo encontrada no DCC para producdo de herbicida foi obtida nos

Com base nestes resultados, realizou-se a separagdo dos compostos por solventes e a
sendo que o aparecimento destes variou conforme o tipo de solvente utilizado para a extragdo

tratamentos 3 e 4, para as espécies de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, respectivamente.
caracterizagdo quimica. Conforme as tabelas 6 e 7 foram encontrados Vvarios compostos,

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, a nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste Scott-

Knott.
Fonte: o autor
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liquido-liquido. Porém alguns compostos foram encontrados com maior freqtiéncia em ambas
as fracOes analisadas, destacando-se o Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-
methylpropyl), este foi observado em maior abundéncia para a maioria das fracdes analisadas,
apresentando sempre a maior area de picos e a maior porcentagem em relacdo ao total.
Geralmente o tempo de retencdo (TR) encontrado para este composto foi entre 12,5 e 12,7

minutos.

Tabela 5 - Caracterizacdo quimica dos compostos presentes no tratamento com maior efeito
herbicida (T3) sobre o de Cucumis sativus por CG.

Pico Nome do composto Estrutura TR Area (ua) % total
Solvente Metanol
1 2-Oxiraneethanol, 2-t-butyldimethysilyloxymethyl- acetate C13H2604Si 9,077 24551 1,088
2 Acetate, [3-(acetyloxy)-4,5-dihydro-5-isoxazolyllmethyl C8H11NO5 11,117 19396 0,86
3 1,4-Diacetyl-3-acetoxymethyl-2,5-methylene-I-rhamnitol C14H2208 11,485 186646 8,273
4 Uric acid C5H4N403 11,518 15193 0,673
5 Spermine C10H26N4 11,548 10497 0,465
6 12-Methyl-oxa-cyclododecan-2-one C12H2202 11,594 16,766 0,743
7 3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonane, 9,9-dimethyl- C9H18N2 11,778 128511 5,696
9 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- C11H18N202 12,547 1454291 64,463
10 12-Dimethylamino-10-oxododecanoic acid C14H27NO3 12,666 400130 17,736
Solvente Etanol
1 Methyl 4,6-decadienyl ether C11H200 11,147 6864 0,548
2 3-Trifluoroacetoxydodecane C14H25F302 11,316 26446 2,11
3 5-Dodecanol acetate C14H2802 11,58 30363 2,423
4 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro- C7H10N202 11,612 64921 5,18
5 3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonane, 9,9-dimethyl- C9H18N2 11,809 21095 1,683
6 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- C11H18N202 12,559 1103547 88,056
Solvente Acetato de etila

1 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- C11H18N203 12,699 18577 43,020
2 2,2-Dipropyl-N-ethylpiperidine C13H27N 12,778 15358 35,564

TR: Tempo de retencdo.

Tabela 6 — Caracterizacdo quimica dos compostos presentes no tratamento com maior efeito
herbicida (T4) sobre o de Sorghum bicolor por CG.

Pico Nome do composto Estrutura TR Area (ua) % total
Solvente Metanol
1 3-Trifluoroacetoxydodecane C14H25F302 11,102 10502 0,016
2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro- C7H10N202 11,467 129668 0,192
3 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- C11H18N202 12,54 1278230 1,89
4 Hydroquinine, 2'-propoxy- C23H32N203 18,689 57121572 84,444
5 Acetic acid, 3-acetoxy-5-pentyl-2-(4,6,6-trimethylbicyclo[3.1. C25H3404 22,333 9104318 13,459
Solvente Etanol
1 Uric acid C5H4N404 11,77 699460 19,921
2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro- C7HI0N202 12,429 2328303 66,313
3 1-Undecanethiol C11H24S 12,66 456483 13,001
4 3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonane, 9,9-dimethyl- C9H18N2 15,373 14231 0,405
5 Pregn-4-ene-3,20-dione, 17,21-dihydroxy-, bis(O-methyloxime  C23H36N204 16,182 12601 0,359
Solvente Acetato de etila
1 2,4,7-Trioxabicyclo[4.4.0]dec-9-ene, 8-decyloxy-3-phenyl- C23H3404 12,023 7694 33,481
2 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl)- C11H18N202 12,705 11368 49,465

TR: Tempo de retencdo.
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Segundo Klaic (2014), o potencial herbicida do caldo fermentado, esta relacionada
com a producdo de metabolitos secundarios fitotoxicos durante a fermentacdo. Ao realizar a
caracterizacdo quimica de fermentados produzidos a partir de condi¢des otimizadas de cultivo
de Phoma sp. foram identificadas oito compostos, entre eles, hexa-hidro-3- (2-metilpropil)
pirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-diona, que tem semelhangas com dois outros metabolitos
fitotoxicos com potencial herbicida extraido do fungo Alternaria alternata chamado
Maculosin -1 {(I), (3S-cis) 3-hexahidro- [(4-hidroxifenil) metil] pirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-
diona} e {2-Maculosin (Il) (3S cis) -hexahidro-3-metil fenil pirrolo [1,2-a] pirazina-1,4-
diona} (BOBYLEV, et al., 2000). Os trés compostos sdo derivados a partir do composto
quimico Pirazina. Um herbicida de contato que tem um ciclo de Pirazina na sua molécula é
chamado de dibrometo de Diquat. Os compostos de 2,2,5-trimetil-3,4-hexanodiona e 5,10-
dietoxi-2,3,7,8-tetrahidro-1H, 6H-dipyrrolo [1,2-a; 1', 2' d] pirazina tém sido estudados na
indUstria farmacéutica como agente antifangico (OLIVEIRA et al., 2014).

Melo et al. (2014), ao realizar o fracionamento de extratos de Mortierella alpina com
diferentes solventes organicos, obtiveram potencial antibacteriano na fracdo Cloroférmio.
Logo apds realizaram a caracteriza¢do quimica dos extratos por meio de CG-MS, indicando a
presenca de uma classe quimica dos alcaldides pyrrolopyrazine (a) pirrolo [1,2-a] pirazina-
1,4-diona, hexahidro-3- (2-metilpropil) com pico ao tempo de retencdo de 32,65; (b) pirrolo
[1,2-a] pirazina-1,4-diona, hexahidro-3- (fenilmetil) com pico ao tempo de retencéo de 40,61.

Outros trabalhos indicam que, alcal6ides como pyrrolopyrazine ocorre em muitos
enddfitos. Estes compostos foram isolados a partir de Epichloe e espécies de Neotyphodium
spp. que sdo gramineas de regides frias, sendo estes utilizados para proteger as plantas contra
vermes e fitopatogenos (NAN; LI, 2000, SCHARDL; LEUCHTMANN 2004,
MALINOWSKI; BELESKI 2005, ZHANG et al., 2012). Este metabdlito obtido por fungos
consiste em uma estrutura de anel heterociclico com pyrrolopyrazine lipofilica e uma cadeia
lateral de guanidinio hidrofilico. Este composto esta relacionado com outra dicetopiperazina-
micotoxinas, tais como acido aspergilico e derivados de pirazina que sdo produzidos por
espécies de Aspergillus e Candida (ZHANG et al., 2012).

Baseado nos resultados encontrados na literatura, podemos sugerir que o composto chamado
Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl), encontrado na
caracterizacdo quimica dos extratos fermentados de Phoma sp. tem efeito herbicida sobre
plantas monocotiledéneas e dicotileddneas. E conforme os resultados das tabelas 6 e 7, a
maior abundancia desse composto foi encontrado no T3, onde as condi¢fes de agitacdo eram

minimas (40 rpm), porém com maior aeracdo (3 L.min). Tais resultados podem estar
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relacionados com a exigéncia de oxigénio pelos fungos, proporcionados pela aeracéo
possibilitando uma maior producdo do composto de interesse. J& a agitacdo, ndo foi
considerada um fator limitante para a producdo destes compostos mostrando que uma
agitacdo minima é suficiente, para homogeneizar o meio de cultivo, sem interferir

negativamente no crescimento microbiano.
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6. CONCLUSAO

Dos parametros avaliados para a producao de herbicida por fermentacdo submersa de
Phoma sp. em biorretor, o maior efeito herbicida sobre a espécie de Cucumis sativus foi
encontrada no T3 com agitacdo de 40 rpm e aeracgdo de 3 L.mint, ja para o Sorghum bicolor a
melhor condigdo foi encontrada no T4 com agitacdo de 60 rpm e aeragdo de 3 L.min™. Tais
resultados foram observados em ambos o0s bioensaios realizados.

A aplicacdo dos metabolitos secundarios produzidos por fermentacdo submersa de
Phoma sp. apresentam acdo herbicida em pré-emergéncia, pés-emergéncia e em folhas
destacadas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, podendo tornar-se uma alternativa no

futuro para o controle de plantas daninhas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v" Purificacdo dos fermentados produzidos;

v Realizacdo da extracdo liquido-liquido com um maior nimero de solventes organicos;
v" Avaliagdo do potencial herbicida das fracdes com solventes, por meio de bioensaios;
v' Caracterizacdo quimica das fragdes com maior potencial herbicida, por cromatografia.
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ANEXO A - ESCALA ADAPTADA DE FRANZ & CROWLEY PARA A AVALIACAO
DO PERCENTUAL DE FITOTOXICIDADE.

Descricdo das categorias

Descricdo detalhada da fitotoxidade

principais na cultura

0 Sem efeito Sem injdria ou reducéo

10 Leve descoloracdo ou atrofia

20 Efeito leve Alguma descoloracao ou atrofia, ou perda por atrofia
30 Injuria mais pronunciada, mas n&o duradoura

40 Injdria moderada, mas normalmente com recuperagao
50 Efeito moderado Injaria mais duradoura, recuperacao duvidosa

60 Injdria duradoura, sem recuperacao

70 Injaria pesada, reducao de estande

80 Efeito severo Cultura préxima da destruicdo - poucas plantas sobreviventes
90 Raramente restam algumas plantas
100 Efeito total Destruicdo completa da cultura




