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RESUMO

Influéncia de metabdlitos secundarios de madeiras da Caatinga na resisténcia ao
ataque de fungos apodrecedores.

Autor: Marcelo Fontana da Silveira
Orientador: Alexandre Florian da Costa
Programa de Pds-graduacao em Ciéncias Florestais

Brasilia, fevereiro de 2018.

Este trabalho avaliou a influéncia dos metabolitos secundarios das espécies de madeiras da
Caatinga Pterodon abruptus, Diptychandra aurantiaca, Terminalia fagifolia, Machaerium
acutifolium e Aspidosperma multiflorum, na resisténcia ao ataque de quatro fungos
apodrecedores: Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus, Gloeophyllum trabeum e
Gloeophyllum striatum. As espécies de madeira foram submetidas ao ensaio de
apodrecimento acelerado em laboratério de acordo com ASTM D 2017/05. Em relacdo ao
ataque dos quatro fungos, as espécies Pterodon abruptus e Diptychandra aurantiaca foram
classificadas como altamente resistentes e a espécie Machaerium acutifolium foi
classificada como resistente. Terminalia fagifolia foi classificada como altamente
resistente aos fungos P. sanguineus, G. trabeum e G. striatum, e resistente ao T. versicolor.
Aspidosperma multiflorum foi resistente aos fungos de podridédo branca e moderadamente
resistente aos fungos de podriddo parda. De cada espécie madeireira foram obtidos
metabolitos secundarios pela maceracdo com metanol, seguida da separagdo em quatro
extratos em razéo da polaridade dos solventes utilizados: n-hexano, diclorometano, acetato
de etila e 1-butanol. Esses extratos foram utilizados para avaliar seu potencial antifingico
em testes de inibicdo por difusdo em placas de Petri. Este teste apresentou resultados
semelhantes ao alcancados nos testes de apodrecimento acelerado para todas as espécies,
com excecdo da T. fagifolia. Quanto aos metabdlitos secundarios, os compostos presentes
no extrato metandlico bruto e extrato hexanico apresentaram maior atividade antiflngica.
O estudo se mostrou Util para avaliacdo de metabdlitos secundarios com potencial
antifingico em cada um dos extratos de diferentes polaridades.

Palavras-chave: Madeiras da Caatinga, extrativos de madeira, metabdlitos secundarios,
fungos apodrecedores, ensaio de apodrecimento acelerado, potencial antifungico, teste de
difuséo.
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ABSTRACT

Influence of the Caatinga woods secondary metabolites on the resistance of wood
decaying fungi.

Author: Marcelo Fontana da Silveira
Advisor: Alexandre Florian da Costa
Forestry Post-Graduation Program.

Brasilia, february of 2018.

This work evaluated the influence of secondary metabolites of the Caatinga wood species
Pterodon abruptus, Diptychandra aurantiaca, Terminalia fagifolia, Machaerium
acutifolium and Aspidosperma multiflorum, on the resistance against four wood decaying
fungi Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus, Gloeophyllum trabeum and
Gloeophyllum striatum. The wood species were submitted to the laboratory accelerated
rotting test in accordance with ASTM D 2017/05. In relation to the attack of the four wood
decaying fungi, the species Pterodon abruptus and Diptychandra aurantiaca were
classified as highly resistant and the specie Machaerium acutifolium was classified as
resistant. Terminalia fagifolia was classified as highly resistant to fungi P. sanguineus, G.
trabeum and G. striatum, and resistant to T. versicolor. Aspidosperma multiflorum was
resistant to white rot fungi and moderately resistant to brown rot fungi. From each species,
secondary metabolites were obtained by maceration in methanol, followed by separation in
four extracts due to the polarity of the solvents used: n-hexane, dichloromethane, ethyl
acetate and 1-butanol. These extracts were used to evaluate their antifungal potential on
Petri dishes diffusion inhibition tests. This test presented similar results to those obtained
in laboratory accelerated rotting test for all species, except for T. fagifolia. For the
secondary metabolites, the compounds present in the crude methanolic extract and hexane
extract presented higher antifungal activity. The test proved to be useful for the evaluation
of secondary metabolites in each one of separated extracts with antifungal potential.

Keywords: Caatinga woods, wood extractives, secondary metabolites, wood decaying
fungi, accelerated rotting test, diffusion test.

Vii



Sumario

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt 15
2. OBUIETIVO ...ttt sttt e et st beeneeneene e 16
2.1, ODJELIVO QEIaAL.......ccuiiieieie e e 16
2.2, ODJEtiVOS SECUNTANIOS ......ouveiiiiieiieieiieie et 16
3. HIPOTESE ..ottt 16
4. REVISAO BIBLIOGRAFICA......c.ooieieeeeeeeete e enes st nae s esnes s 16
N =1 o] o - WO T- 1 1] o T USSR 16
4.2. Espécies de madeiras da Caatinga ..........ccoceorirereiiiniiieiseeese e 17
4.2.1. Pterodon abruptus (Moric.) Benth. (Pau Amarelo) .........cccceevvevieiieeineiesiennn, 17
4.2.2. Diptychandra aurantiaca Tul. (Birro Branco).........ccccceeeeerenenennnieniinieienes 17
4.2.3. Terminalia fagifolia Mart. (Chapada) ..........c.ccccevvriieiieiiiiese e 18
4.2.4.  Machaerium acutifolium VVogel (Coragdo de Negro).........cccceevvrervnvneniennenne. 18
4.2.5.  Aspidosperma multiflorum A. DC. (Pequia Cascudo) .........cccevvvververieseennenn, 18
4.3, FUNQOS POUIECEUONES ......cueiuieeeteite sttt sttt sb bbb 18
4.3.1.  POUrTA0 DIaNCA.....cviiiiiiiiciisesee et 20
4.3.2. PO PANTA. .. ..cceiiiiiiieitisiee e 22
4.4, Durabilidade NAtUIAl...........ccooiiiiiiii e 25
4.5, MetabOlitos SECUNTANIOS. ......c.coveiiiiriieieeieiesie ettt ae s 28
4.7. Processos para remoc¢ao do extrativo da madeira............ccccocevveieiiieiieene e, 31
4.8. Separacéo dos extratos em grupos de polaridade distintas...........c.ccceevervrnennns 33
4.9. Testes de inibicdo de crescimento fUNQICO........c.cccveviiiieii i 35
5. MATERIAIS E METODOS.......coooiiiieeeeeeieeee e ses s s s esn s esesssssensenenanans 36
5.1. Coleta das eSpecies de MAEIFa..........ccciveerueiiieiieri e 36
5.2. Durabilidade natural em ensaio acelerado...........c.ccvvvervrieiieenesiesie e 37
5.2.1. Preparo dos frascos de vidro e COrpos de ProVa..........ccccceevvereereeseeseeseeseennenn, 37
5.2.2.  CUItIVO A0S TUNGOS .....coviiiieiiiieiie ittt 39
5.2.3.  INOCUIACAO0 dOS FUNGOS ......ccviiiiiiiecie ettt 39
5.2.4.  Ensaio acelerado de ataque de fungos apodrecedores...........cocvverererereninenne. 40
5.2.5. Perda de massa e durabilidade natural .............c.ccoooviviiininiinene i 41
5.3.  Remocdao dos extrativos e separacdo com solventes de diferentes polaridades 41
5.3.1.  Processo de secagem e moagem do material .............ccccoevieiiiieiicie e, 41
5.3.2.  Célculo do teor de umidade das amMOSLIas ..........cccecerereereneienesereee s 42
TG G TR Y. = Tor =T - Tox (o ISP 43
5.3.4.  Particionamento entre solventes iMiSCIVEIS...........covvivveiererene e 45
5.3.5.  Separagdo A0S EXIIAL0S .........ccceerueiieieeieiieseerie e steeste e s e sre e sraesre e sreenre e 47
5.4. Testes de inibicdo do crescimento fUNGICO........ccccoviiieieriiiiieeee e 51
5.4.1. Inoculacdo dos extratos Nas Placas...........ccccvvevveiieieeriecieieese e, 53
5.4.2.  Andlise do efeito antifingico dos extratos separados ..........ccccccecereererereenenn 54
5.5, ANALISES BSTALISTICAS ...cvveveeeiiitiiiiciesieee ettt 55
6. RESULTADOS E DISCUSSOES.......c.cooieiieieeieieeeeeseeeses s 56
6.1. Durabilidade natural em ensaio acelerado...........cc.cooviereveneneie s, 56
6.1.1.  Pterodon @abruptUS. ..o 57
6.1.2.  Diptychandra aurantiaCa............cccecveiiiieiie i 58
6.1.3.  Terminalia fagifolia..........ccocooiiiiiiiiii e 59
6.1.4.  Machaerium acutifolium .........c.ccoooiiiiiii e 60
6.1.5.  Aspidosperma Multiflorum ..o 60
6.2.  MetabOlitoS SECUNUANIOS. .......cciiiiiiiieieieee e 61
6.3.  Potencial de iNIDIGAO . .......ccoiiiiiirre s 63
6.3.1.  Pterodon @brUPLUS........ccviiiiiiie it 66



6.3.2.  Diptychandra aurantiaCa..........c.cccevverieiiiesieeie e ese s 67

6.3.3.  Terminalia fagifolia...........ccoooiiiiiiiii e 68
6.3.4.  Machaerium acutifOliUM ........oovuiiiiiii e 69
6.3.5.  Aspidosperma Multiflorum ...........ccocooiiiiiiie e 70
7. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES ..ot 73
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt e e e eeeeeeeseeeeeeeseneseeen, 75
F AN N | @ TSR 81



LISTA DE TABELAS

Tabela 5. 1. Espécies de madeira da Caatinga avaliadas. ...........cccccoeevererieriesisinsiiesieniennn 37
Tabela 5. 2. Classes de resisténcia natural das espécies de madeiras submetidas aos fungos
apodrecedores em razdo da media de perda de MAaSSa. .........cccveieereerieieeseere e erie e 41
Tabela 5. 3. Propriedades fisico-quimicas de alguns solventes utilizados na extracdo de
PrOAULOS NALUFAIS. ...veevveieieieeiesieeeie et te et e e te s et e st e te e e sseesaeeseesneeateenbeaneesreeneenes 47
Tabela 5. 4. NUmero de repeti¢fes por placa utilizada em cada extrato. ...........c.cccceevenen. 52
Tabela 5. 5. Porcentagem separada de cada extrato e concentracdo utilizada no teste de
ITUSAO BM PIACAS. ... ee et et e e e s e e nbeeneenaeas 53
Tabela 6. 1. Valores médios de perda de massa e classe de resisténcia das cinco espécies de
madeiras da Caatinga submetidas ao ataque de quatro fungos apodrecedores.................... 57
Tabela 6. 2. Teores de umidade e extrativos das cinco espécies de madeiras da Caatinga. 61
Tabela 6. 3. Percentual separado em cada extrato ao final do processo. ..........cc.ceevvvveeennn. 62

Tabela 6. 4. VValores médios de inibicdo do crescimento das hifas e perda de massa no
ensaio de apodrecimento acelerado dos fungos de podridao branca Trametes versicolor e
Pycnoporus sanguineus para as cinco espécies de madeiras da Caatinga............cc.ccvnen. 64
Tabela 6. 5. Valores médios de inibigcdo do crescimento das hifas e perda de massa no
ensaio de apodrecimento acelerado dos fungos de podridao parda Gloeophyllum trabeum e
Gloeophyllum striatum para as cinco espécies de madeiras da Caatinga. ............ccccevnen. 65
Tabela 6. 6. VValores totais de inibicdo promovidos pelos diferentes extratos nas cinco
espécies de madeiras da Caatinga submetidos aos quatro fungos apodrecedores................ 71



LISTA DE FIGURAS

Figura 4. 1. Basidioma do Trametes versicolor (L.) LIoyd. .......cccooeiieieiieiicnciie e 21
Figura 4. 2. Basidioma do Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill............cccooovviiiinineenee 22
Figura 4. 3. Basidioma do Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill. ...........ccccooevviininene 24
Figura 4. 4. Basidioma do Gloeophyllum striatum (Fr.) Murrill............ccoocooviiiiiiinee 24
Figura 4. 5. Transformacéo da célula do alburno em cerne e visualizagdo do extrativo em

UMA FIDra 08 MAGEITA .....veieiiiiciieee ettt 27

Figura 4. 6. Processo de separacao dos extratos por meio da parti¢do liquido-liquido....... 34
Figura 4. 7. Metabdlitos secundarios encontrados nos diferentes extratos obtidos por meio
da particdo sucessiva com solventes de diferentes polaridades.............cccocevveieiiveieiiiennnn, 34
Figura 4. 8. Testes para andlise da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. (A)
Teste de difusdo em agar. (B) Teste de diluicdo em &gar. Os sombreados nas placas e tubos

correspondem a concentracdo do agente antimiCrobiano. ..........ccccevevererieieni s sieeieen, 35
Figura 5. 1. Espécies da Caatinga avaliadas nesse estudo. (A) P. abruptus; (B) D.
aurantiaca; (C) T. fagifolia; (D) M. acutifolium e (E) A. multiflorum..........cccccovvvevvinnnn. 37
Figura 5. 2. Placa suporte introduzida nos frascos de vidro ja preparados para a inoculaco
A0 TUNGO. ettt bbbttt b et b ettt 38
Figura 5. 3. Esterilizagdo dos frascos (A) e inoculagdo do fungo (B). ......cccccocervrvivrinnnnn. 40
Figura 5. 4. Processo de obtencao de particulas para a remogéo do extrativo. (A) passagem
na plaina; (B) moinho de facas; (C) agitador de PeNeIras ..........c.ceveieerereneneseneeeeeeeen, 42
Figura 5. 5. Processo de maceracéo das particulas de madeira com metanol .................... 43
Figura 5. 6. (A e B) Filtragem da mistura metanol-madeira; (C) evaporador rotativo com
pressdo reduzida; (D) evaporagédo do solvente e obtencdo do extrativo no baldo. .............. 44
Figura 5. 7. BalGes com o EMB na estufa a vacuo para evaporacdo completa do metanol.45
Figura 5. 8. Esquema de separacdo do EMB para formacéo dos diferentes extratos........... 46

Figura 5. 9. (A) Formacao das duas camadas imisciveis no funil de separacdo (camada
hexanica acima e metanolica embaixo); (B) filtracdo do sulfato de sddio utilizado para
retirada da agua presente no extrato hexanico; (C) extrato hexanico pronto para a

evaporacdo do solvente no evaporador rotativo. ...........ccceeveeiiieece e 48
Figura 5. 10. (A) evaporacdo do solvente no evaporador rotativo; (B) extrato sem o
solvente no baldo; (C) extrato hexanico reservado ap6s raspagem do baldo ...................... 49
Figura 5. 11. Formacdo de emulsdo durante a separacdo com o diclorometano. ................ 50
Figura 5. 12. Mapa de posicionamento na placa de Petri. (A) micélio; (B) local de
deposicao do extrato PartiCIONAUO. .........cceiiriiieiiieie e 52
Figura 5. 13. (A) aplicagdo do extrato na placa ja inoculada; (B) placas com os diferentes
eXEratos NA INCUDAUOTIA. ......ccuveieiieieee ettt e seesreenne e e eneennees 54

Figura 5. 14. Processo de transformacao da imagem: (A) imagem original; (B) imagem em
8 bits; (C) imagem limiarizada. Efeito do EMB na primeira linha e do extrato butandlico na

segunda linha da espécie D. aurantiaca sobre o fungo Pycnoporus sanguineus................ 55
Figura 6. 2. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie P.

o1 0] £ 0] 0] (1 J OSSOSO TP PTTRURORPRPRRN 58
Figura 6. 3. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
DiptyChandra QUIANTIACA. .........ccciueiiriiieieiereee e 58
Figura 6. 4. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
Terminalia fagifolia. ........cccooiiiiiic e 59

Xi



Figura 6. 5. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie

Machaerium aCUtIFOITUML. .......ccoiiiiie et 60
Figura 6. 6. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
Aspidosperma MUITIFIOTUM. ........oooiiii e 61

Figura 6. 7. Extratos obtidos da espécie Machaerium acutifolium. Da esquerda para a
direita: EMB; extrato hexanico; extrato diclorometanico; extrato do acetato de etila e

EXErAt0 DULANOIICO ...ttt r e e 63
Figura 6. 8. Valores médios de inibicéo fungica dos diferentes extratos da espécie P.

L0 0 0 (0SSPSO 66
Figura 6. 9. Valores meédios de inibicdo fungica dos diferentes extratos da espécie D.
LU 101 (1= Tor- DO OSSP P TV PRORPRPRIN 68
Figura 6. 10. Valores médios de inibicdo fungica dos diferentes extratos da espécie
Terminalia fagifolia. ........c.covieiice e 69
Figura 6. 11. Valores médios de inibicao fungica dos diferentes extratos da espécie
Machaerium aCUutifOlIUM. .........couiiiiie e 70
Figura 6. 12. Valores médios de inibicdo fungica dos diferentes extratos da espécie
Aspidosperma MUILIFIOFUM. .......cc.oiiiie e 71
Figura 6. 13. Efeito inibitdrio dos diferentes extratos para os quatro fungos testados........ 72

Xii



LISTA DE SIMBOLOS, NOMENCLATURA E ABREVIACOES

AcEtl — Extrato do acetato de etila

Bits — digito binario

But — Extrato butandlico

CIM — Concentragdo Inibitéria Minima
cm — centimetros

cm? — centimetro quadrado

Dcl — Extrato diclorometanico

EMB — Extrato Metanolico Bruto

g — gramas

g/cm? — gramas por centimetro cubico

GS — Gloeophyllum striatum

GT — Gloeophyllum trabeum

Hex — Extrato hexanico

h — hora

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
JPEG — método de compressdo de imagens
LPF — Laboratorio de Produtos Florestais
m — metros

mL — mililitro

mm — mililitro

m/m — relacdo massa-massa

pH — potencial hidrogenibnico

ppm — parte por milhdo

PM — perda de massa

PS — Pycnoporus sanguineus

RGB - cores aditivas

RPM — Rotagdes por minuto

SFB — Servico Florestal Brasileiro

spp — espécie

xiii



TUE — Teor de Umidade de Equilibrio
TV — Trametes versicolor

ML — microlitro

°C — graus Celsius

% — porcentagem

+ — mais ou menos

Xiv



1. INTRODUCAO
A natureza tem sido uma inesgotavel fonte de compostos quimicos por milhares de

anos, e um expressivo numero desses compostos sdo descobertos e isolados a todo o
momento por sua relevancia industrial, econdmica, mas principalmente por suas atividades
bioldgicas. Existem diversas iniciativas no sentido de expandir a utilizacdo de compostos
naturais como produtos preservativos de madeiras.

Ha algum tempo ja existem cepas de fungos resistentes a esses fungicidas, no
entanto, a substituicdo desses compostos ndo € simples, uma vez que sdo amplamente
estabelecidos no mercado, produzidos em larga escala e com pregos atrativos ao
consumidor (MEDEIRQS, 2014).

A demanda mundial por biocidas segue em crescimento desde 2006 e em
contraponto a essa demanda, paises desenvolvidos estdo sendo regidos por legislacdes cada
vez mais exigentes em relacdo a estes produtos, restringindo ou proibindo o uso de alguns
preservativos tradicionalmente utilizados, como o CCA e creosoto (BRAND et al., 2006).

Atualmente, varios estudos estdo sendo realizados com o objetivo de encontrar
produtos de protecdo da madeira menos toxicos para 0 homem e 0 meio ambiente. Um
ramo que merece destaque e com resultados encorajadores acerca do potencial de inibi¢do
e eficiéncia em organismos xiléfagos tem sido os compostos naturais, como os 6leos
essenciais e os metabdlitos secundarios, presentes nos extrativos de madeiras. Estes sdo
compostos quimicos produzidos pelas células vegetais e estdo correlacionados com a
funcdo de protecdo da planta ou atracdo de polinizadores (SARKER et al., 2012).

Cada planta produz os seus proprios metabdlitos secundarios, e alguns destes
compostos quimicos podem possuir propriedades antifungicas que influenciam na
durabilidade natural das madeiras ao ataque de fungos apodrecedores mais que o teor total
de extrativos ou a densidade da madeira.

O bioma Caatinga, considerado um dos mais ameacados e menos estudados
cientificamente (IBAMA, 2011), possui grande nimero de espécies capazes de fornecer
substancias com potencial bioativo, sendo, de extrema urgéncia o desenvolvimento de
pesquisas nessa area.

Assim, este trabalho abre caminho para a pesquisa de compostos quimicos que
tenham atividade antifungica, por meio da avaliacdo do efeito dos metabdlitos secundarios

contidos nos extrativos de madeiras sobre os fungos apodrecedores.
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2. OBJETIVO

2.1.

Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a relagéo entre a inibicdo promovida

pelos extratos obtidos com diferentes polaridades em cinco espécies de madeiras da

Caatinga e a sua durabilidade natural ao ataque de fungos apodrecedores.

2.2.

Objetivos secundarios

S&o objetivos secundarios deste trabalho:

Avaliar a durabilidade natural de cinco espécies de madeiras de Caatinga
submetidas ao ataque de quatro fungos apodrecedores em um ensaio de
apodrecimento acelerado em laboratorio;

Avaliar a quantidade total de extrativos obtidos da madeira por meio da maceragéo
a frio com metanol, bem como a quantidade total separada com o n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e 1-butanol;

Avaliar o potencial de inibicdo de cada um dos extratos submetidos aos fungos
apodrecedores Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus, Gloeophyllum
trabeum e Gloeophyllum striatum, por meio do teste de difusdo em placas de Petri.
Avaliar a relacdo entre as classes de metabolitos secundérios e a durabilidade
natural obtida através de ensaio de apodrecimento acelerado para cada uma das

espécies de madeiras.

3. HIPOTESE

Os metabolitos secundarios presentes em cada um dos extratos separados possuem

atividade antifungica contra o ataque de fungos apodrecedores de madeira.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.

Bioma Caatinga
Segundo IBAMA (2011) o termo Caatinga é de origem Tupi e significa “mata

branca”, referindo-se ao aspecto da vegetacdo durante a estagdo seca, quando caem as

folhas da maioria das arvores e 0s troncos aparecem esbranquicados e brilhantes,

dominando a paisagem.
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Este bioma ocupa aproximadamente 11% do territorio nacional, abrangendo uma
4rea aproximada de 845.000 km? compreendendo dez estados brasileiros, sendo uma
vegetacdo exclusiva do Brasil. A Caatinga ocorre em uma regido semiarida com chuvas
irregulares e concentradas em poucos meses do ano, com media de temperatura entre 25 a
30°C, com média de chuva anual de 250-500 mm (BENEVIDES et al., 2007; TRENTIN et
al., 2011).

Este bioma é constituido por varias formagdes vegetais dominantes, com espécies
lenhosas, herbaceas, cactaceas e bromelidceas, totalmente adaptadas ao clima seco e a
disponibilidade variavel de dgua (ASSOCIACAO CAATINGA, 2012; IBAMA, 2011).

A Caatinga € o bioma menos estudado cientificamente no Brasil, apesar de ser um
dos mais ameacados. Grande parte das madeiras presentes na regido é utilizada apenas
como lenha e carvdo, uma vez que a rigidez do clima inviabiliza a maioria das tentativas
agricolas e pecuarias. Esse descaso com as espécies madeireiras da regido leva ao
desconhecimento das diferentes propriedades dessas espécies, bem como ao

subaproveitando do potencial de uso de cada uma delas (BENEVIDES et al., 2007).

4.2.  Espécies de madeiras da Caatinga
Sdo apresentadas a seguir algumas informac6es sobre as caracteristicas das cinco

espécies de madeiras da Caatinga.

4.2.1. Pterodon abruptus (Moric.) Benth. (Pau Amarelo)
Segundo o (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2017) a P. abruptus é

uma arvore nativa e endémica no Brasil, pertencente a familia Fabacea e distribui-se nas
regides norte, nordeste e sudeste do Brasil. Possui cerne, alburno e anéis de crescimento
distintos a olho nu, gra entrecruzada ou revessa. E considerada uma madeira de textura fina

que varia de dura a moderadamente dura ao corte transversal manual®.

4.2.2. Diptychandra aurantiaca Tul. (Birro Branco)
E uma espécie ndo endémica no pais e encontrada no norte, nordeste, centro-oeste e

sudeste do Brasil (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2017). Possui cerne e
alburno distintos visualmente, sendo considerada uma madeira moderadamente pesada,
dura e resistente. Possui grd que varia entre direita, entrecruzada ou revessa e com textura

fina'. A madeira tem excelente utilizacdo em usos externos, tais como moirdes, postes,

! Informacdo fornecida pelo setor de Anatomia e Morfologia do Laboratério de Produtos Florestais — LPF.
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cruzetas e dormentes, mas também ¢é utilizada na construcéo civil e para o paisagismo em
geral (LORENZI, 1992).

4.2.3. Terminalia fagifolia Mart. (Chapada)
Pertencente a familia das Combretaceaes, a T. fagifolia € uma espécie nativa do

Brasil. A madeira pode ser empregada na marcenaria e na construcéo civil, sendo também
utilizada como &rvore ornamental (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2017).
Possui cerne, alburno e anéis de crescimento distintos pela cor. A textura situa-se entre fina
a média, porém dura ao corte transversal manual e com gra entrecruzada ou revessa'. Na

medicina popular, a casca é usada no combate a aftas e tumores (SOUSA et al., 2007).

4.2.4. Machaerium acutifolium Vogel (Coracdo de Negro)
E uma arvore nativa do Brasil e ndo endémica, apesar da grande distribuicio por

todo o territdrio brasileiro (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2017). Possui
cerne e alburno distintos pela cor, com anéis de crescimento variando entre distintos a
pouco distintos. E considerada uma madeira dura ao corte transversal manual, com textura

fina e gra entrecruzada ou revessa’.

4.2.5. Aspidosperma multiflorum A. DC. (Pequia Cascudo)
Pertencente a familia das Apocynaceaes, a espécie apresenta cerne e alburno

indistintos, porém com visualizacdo dos anéis de crescimento. E considerada uma madeira
dura a moderadamente dura ao corte transversal manual. Possui textura fina e gra variavel
entre direita, entrecruzada ou revessa’.

A madeira do Pequid Cascudo é comumente empregada na construcdo civil,
marcenaria de luxo e confec¢do de pecas que exijam resisténcia, sendo também muito
utilizada para paisagismo em éareas urbanas (JARDIM BOTANICO DO RIO DE
JANEIRO, 2017; LORENZI, 1992).

4.3. Fungos apodrecedores

Os fungos apodrecedores fazem parte de um importante ciclo ecologico dentro dos
sistemas florestais. Eles desenvolveram um mecanismo eficiente de desconstrucdo das
paredes celulares da madeira por meio da agdo de suas enzimas em um processo digestivo

capaz de quebrar moléculas mais complexas e gerar energia para suas funcdes vitais,

g Informacdo fornecida pelo setor de Anatomia e Morfologia do Laboratério de Produtos Florestais — LPF.
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produzindo substancias humicas ligadas ao solo, dioxido de carbono e 4gua (CULLEN,
2014).

Entretanto, os fungos apodrecedores, por esse mesmo motivo, causam grandes
perdas econdmicas, atacando e destruindo, em todo o mundo, a madeira utilizada para os
mais diversos fins, como em construcdes, mdveis e pequenos objetos.

O Basidiomicota € o maior grupo de fungos deterioradores de madeira, com
aproximadamente 22.000 espécies conhecidas, sendo a maior parte dos fungos visiveis em
campos e arvores. Para crescer, os fungos apodrecedores necessitam ser capazes de tolerar
certos estresses fisico-quimicos associados a madeira, como, por exemplo, a presenca da
lignina, bem como dos diferentes metabolitos secundarios no extrativo (CARLILE et al.,
2001; ZABEL; MORRELL, 1992).

Os fungos que causam apodrecimento sd8o um grupo particular de organismos
heterotréficos que retiram os nutrientes da madeira e, por isso, sdao denominados de fungos
xil6fagos. A anatomia da espécie hospedeira e a estrutura da parede celular dos diferentes
tipos de células sdo fatores decisivos na determinacdo do padréo de deterioracao que esses
fungos promovem. Essa deterioracdo altera funcbes fisioldgicas, fisico-quimicas,
mecanicas, entre outras, da madeira, e resultam do efeito das enzimas e toxinas produzidas
pelos fungos sobre as células e parede celular, visando a utilizacdo destes componentes
como nutrientes (BARI et al., 2015; SILVA et al., 2001; STANCHEVA et al., 2009;
ZABEL; MORRELL, 1992).

O processo de deterioracdo geralmente comeca quando esporos ou miceélios,
dispersos pelo ar, se aderem a superficie da madeira, tornando-a mole, descolorida, e
metabolizando-a completamente com o passar do tempo. Os tipos de enzimas e toxinas
produzidas por cada fungo determinam as caracteristicas do apodrecimento da madeira,
bem como a classifica¢do entre fungos de podriddo branca e parda (STANCHEVA et al.,
2009; ZABEL; MORRELL, 1992). Esses fungos se distinguem por possuirem mecanismos
distintos na quebra da celulose e lignina presente na parede das células vegetais.

Com relacdo ao pH, os fungos apodrecedores possuem preferéncia por um ambiente
ligeiramente acido, sendo 6 o pH 6timo para o seu crescimento. Durante o ataque, 0S
fungos de podriddo parda reduzem o pH da madeira para niveis menores que os fungos de
podriddo branca, e talvez por esse motivo, tenham menor tolerancia para ambientes com
um pH mais elevado (GOODELL, 2003).

O crescimento fangico em condicdes ideais de umidade e temperatura ocorre em

poucos dias. A madeira com teor de umidade inferior a 20% impede o crescimento de
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fungos, acima disso, torna-se extremamente suscetivel ao ataque. Ja a maioria dos fungos
apodrecedores apresenta um crescimento 6timo entre 20 e 36°C, sendo que, em valores
fora deste intervalo, a acdo dos fungos apodrecedores € inibida ou fortemente retardada
(GABRIEL; SVEC, 2017; NICHOLAS; MILITZ, 2003; SILVA et al., 2001).

4.3.1. Podridao branca
Os basidiomicetos de podriddo branca possuem a capacidade Unica de deteriorar

completamente a lignina, um heteropolimero extremamente complexo e sem regularidade
estereoquimica que incrusta as paredes celulares e serve como uma barreira protetora
dificultando o ataque. Esta habilidade dos fungos de podriddo branca é geralmente vista
como uma estratégia para ganhar acesso aos polimeros dos carboidratos da parede celular e
usa-los como fonte de energia e esta relacionada com a producdo de enzimas de
carboidrato-ativo (“enzimas CAZY”) como as peroxidases, lacases e enzimas oxidativas
adicionais que deterioram 0s oligo e polissacarideos. Além disso, geram radicais
aromaticos quebrando diversas ligacGes da lignina através de reagcdes ndo enzimaticas
(VALETTE et al., 2017; CULLEN, 2014; SCHWARZE, 2007; AUST, 1995).

Os fungos de podriddo branca sdo organismos robustos que possuem alta tolerancia
a ambientes toxicos, uma vez que suas enzimas conseguem deteriorar a maioria dos anéis
aromaticos. Estes por sua vez estdo presentes, por exemplo, na lignina, organopoluentes e
em preservantes de madeira como o pentaclorofenol, fazendo com isso, a reciclagem de
compostos de dificil deterioracdo (MOORE et al., 2011).

Dix e Webster (1995) afirmam que a metabolizacdo dos carboidratos e lignina da
madeira ndo acontece sem o metabolismo concomitante de alguma celulose ou outro
carboidrato da madeira. Os mesmos autores, Eaton e Hale (1993) e Cullen (2014) afirmam
que existem dois tipos diferentes de fungos de podriddo branca, aqueles que deterioram
simultaneamente a lignina e a celulose da madeira, e 0s que priorizam a lignina e a
hemicelulose antes de comecar a decomposic¢do da celulose.

A grande maioria das espécies de fungos de podriddo branca deteriora
principalmente madeira de angiospermas, em fungéo da preferéncia pelo tipo de substrato
dessas espécies, em especial, pelas células do parénquima. Essa preferéncia pode ser
ocasionada pelo alto teor de lignina presente no espacgo intercelular das angiospermas
(SCHWARZE, 2007; TUOR et al., 1995).

Os fungos de podriddo branca crescem principalmente no limen das células

vegetais da madeira, podendo inicialmente possuir numerosas hifas. O inicio da
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colonizagdo nas angiospermas ocorre via parénquima dos raios e por meio das pontuagoes
nos vasos, enquanto que nas gimnospermas, afeta o parénquima dos raios e 0s canais
resiniferos. A passagem das hifas entre as células ocorre inicialmente por meio das
pontuacOes, mas posteriormente, via perfuracdes e fendas na parede da célula em funcao
do avancado estado de decomposicdo. Os padrdes de ataque a madeira podem variar entre
as diversas cepas de fungos de podriddo branca, mas em geral, a oxidagéo da lignina por
estes fungos faz com que a madeira adquira uma aparéncia esbranquicada e amolecida nos
estagios tardios de deterioracdo (EATON; HALE, 1993)

4.3.1.1. Trametes versicolor (L.) Lloyd
E um dos fungos mais difundidos e documentados em todo o mundo, sendo por

causa de suas caracteristicas fisicas conhecido popularmente como “rabo de peru” em
alguns paises, podendo ser observado durante todo o ano. O T. versicolor é um fungo
muito estudado por causa das suas diversas possibilidades de uso, podendo ser utilizado na
pesquisa de compostos antitumorais e antimicrobianos, bem como na micorremediacdo e
filtracdo de ambientes poluidos ou toxicos, uma vez que tem a capacidade de promover a
quebra de diferentes compostos quimicos, como por exemplo, 0 mercurio (GRYCZKA,
2009).

Os basidiomas séo variaveis e sua forma e coloracdo dependem do hospedeiro e do
ambiente em que se encontram. Causam uma deterioragdo uniforme e ocorrem em arvores
feridas ou mortas (Figura 4.1). S& comumente observados em cavacos de madeira para
celulose, em madeiras de minas, dormentes e em madeiras em servi¢o sem contato com o
solo (STANCHEVA et al., 2009; EATON; HALE, 1993).

Figura 4. 1. Basidioma do Trametes versicolor (L.) Lloyd. Fonte: Gryczka (2009).
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4.3.1.2. Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill
Este fungo é encontrado em regides tropicais e subtropicais, possuindo distribui¢do

por quase todo o Brasil (GRYCZKA, 2009; JARDIM BOTANICO DO RIO DE
JANEIRO, 2017). Cresce principalmente em madeira morta ou em decomposicao, e
caracteriza-se especialmente pela sua coloracdo avermelhada, conforme observado na
Figura 4.2. Segundo Stancheva et al. (2009) o P. sanguineus forma basidiomas no verao e
outono, e ataca troncos de espécies de arvores deciduas em decomposicdo que possuem

rachaduras ou ferimentos nas cascas.

Figura 4. 2. Basidioma do Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill. Fonte: Gryczka (2009).

4.3.2. Podridéo parda
O apodrecimento causado pelos fungos de podriddo parda é o mais prevalente e

destrutivo tipo de deterioracdo das madeiras em paises de clima temperado. Este por sua
vez pode ser ocasionado pela preferéncia que o fungo tem pelo substrato de madeira de
coniferas, que possui maior teor de lignina do que nas angiospermas, tornando-o0s assim,
mais eficientes em obter energia para crescimento e reproducdo do que os fungos de
podriddo branca. Esta estratégia favorece sua sobrevivéncia e propagacao em regifes mais
frias e marcadas com poucas estagdes propicias ao crescimento (CULLEN, 2014;
SCHWARZE, 2007; CLAUSEN et al., 2003; GOODELL, 2003; DIX; WEBSTER, 1995;
TUOR et al., 1995).

As perdas causadas por esses fungos sdo dificeis de quantificar, mas estima-se que
aproximadamente 10% da madeira coletada nos Estados Unidos é usada para substituir
pecas de madeira deterioradas em servico (FOREST PRODUCTS LABORATORY, 2017)

Os basidiomicetos de podriddo parda sé@o relativamente poucos numerosos quando

comparados com os fungos apodrecedores, correspondendo a menos de 10% de todos 0s
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basidiomicetos deterioradores de madeira (DIX; WEBSTER, 1995). Estes fungos néo
produzem enzimas para digestdo da lignina, mas possuem mecanismos que resultam na
modificacdo e pequena deplecdo da lignina durante o processo de decomposicao. Estudos
sugerem que agentes de baixo peso molecular produzidos pelo fungo sdo responsaveis
pelos estdgios iniciais de despolimerizacdo da parede celular, através da producdo de
radicais livres, o Sistema Fenton, esse mecanismo é favorecido pela diminui¢do do pH
durante o ataque (GOODELL, 2003).

Apos a remocdo da celulose e hemicelulose da madeira para obtencéo de energia
pelos fungos de podriddo parda, a massa de lignina resultante permanece como um residuo
polimérico, que contribui para o pool de carbono em solos himicos, tipicos de florestas
(CULLEN, 2014).

Os fungos de podriddo parda iniciam a deterioracdo pela deposicdo de esporos ou
fragmentos miceliais carreados pelo vento, agua, insetos ou vetores animais até a superficie
da madeira. O modo como esses fungos atacam pecas e estruturas de madeira €
considerado mais problematico do que na podriddo branca, pois promovem rapidamente a
perda de resisténcia da madeira em uso (GOODELL, 2003).

Inicialmente, o fungo invade a madeira passando pelo lume das células vegetais e
coloniza a superficie longitudinal via raios. Na sequéncia, as hifas penetram nas fibras e
traqueideos do sistema axial da madeira e as pontuacbes sdo facilmente destruidas. O
fungo atravessa de uma célula para outra por meio de fendas formadas na parede celular
durante o ataque (GOODELL, 2003; ZABEL; MORRELL, 1992).

A madeira atacada pela podriddo parda apresenta-se nos estagios iniciais
ligeiramente escurecida, e conforme progride o ataque, adquire uma coloracdo pardo-
escura com pequena resisténcia residual. Nos estagios finais de deterioracdo, a madeira
apresenta rachaduras profundas, com um aspecto cubico tipico, em funcdo de rachaduras
longitudinais e transversais, torna-se fridvel, e tende a colapsar devido ao encolhimento
causado pela perda de carboidratos da parede celular. O tamanho e profundidade das
rachaduras variam conforme o fungo e a espécie de madeira (EATON; HALE, 1993,
LEPAGE et al., 1986).

4.3.2.1. Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill
Fungo com ocorréncia em diversos paises e que promove uma rapida deterioragéo,

atacando tanto madeiras de folhosas, quanto de coniferas (Figura 4.3). Ocorre em arvores

em pé, toras derrubadas, tocos, toras em contato com o solo, pecas utilizadas em telhados,
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postes, dormentes, pontes, torres, barcos de madeira e pecas de madeira armazenadas. O
fungo possui certa tolerancia ao processo de secagem, bem como ao arsénio e cobre
(EATON; HALE, 1993).

Figura 4. 3. Basidioma do Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill. Fonte: Gryczka (2009).

4.3.2.2. Gloeophyllum striatum (Fr.) Murrill
Possui distribuicdo Pantropical, isto é, estd presente em toda a faixa tropical ao

redor do globo terrestre, sendo encontrado também em regides subtropicais e temperadas.
O G. Striatum é um fungo conhecido ha bastante tempo, mas possui poucas informacdes a
respeito na literatura, podendo ser visto na Figura 4.4 (Bl et al., 1993; ROBERT et al.,
2005).

Figura 4. 4. Basidioma do Gloeophyllum striatum (Fr.) Murrill. Fonte: Gryczka (2009).

24


http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=445922

4.4. Durabilidade natural

A resisténcia natural da madeira, também conhecida como durabilidade natural, é a
capacidade das espécies de madeira resistirem por um determinado periodo de tempo a
deterioracdo bioldgica. A durabilidade natural é avaliada em testes de campo ou em
ensaios laboratoriais com madeira de cerne ou de cerne e alburno, caso sejam indistintos, e
esses procedimentos categorizam a madeira em classes de durabilidade (WONG et al.,
2005). Os testes de laboratorio criam uma situacdo que pode ser definida como néo natural,
uma vez que os corpos de prova sdo submetidos a somente um tipo de ataque e, portanto,
os resultados devem ser usados comparativamente (CHARIFO et al., 2011).

A durabilidade natural das espécies de madeira é um dos principais fatores de
desempenho utilizados comercialmente para avaliar a adequacdo de uma espécie a um uso
espécifico com base no grau de risco a que é submetida (SUNDARARAJ et al., 2015).

Segundo Wong et al. (2005), a madeira naturalmente durdvel é um importante
material, ndo apenas na construcdo civil, mas em outros usos, pois nem todas as espécies
podem ser tratadas quimicamente. Com 0 aumento da consciéncia ambiental, muitos
consumidores estdo preferindo comprar e utilizar madeiras ndo tratadas, uma vez que 0s
custos e a mdo-de-obra com a troca de madeiras ndo-duraveis fazem o consumidor
perceber o valor de uma espécie de madeira com alta durabilidade.

Normalmente, uma espécie de madeira tende a apresentar um comportamento
padrdo ao ser submetida a um determinado tipo de ataque, porém, é possivel observar
pequenas diferencas no grau de resisténcia natural entre diferentes arvores da mesma
espécie e até mesmo entre pecas de madeira retiradas em diferentes posicdes dentro de uma
mesma arvore (EATON; HALE, 1993; SCHEFFER; HOPP, 1949).

Em geral, a resisténcia de cada espécie e o grau de risco a que esta submetida sdo
dois fatores principais que influenciam a performance da madeira em uso. Estes fatores
podem ser classificados em enddgenos e exdgenos. Fatores enddgenos estdo relacionados
com o0s aspectos fisico-quimicos da madeira, como o teor de umidade, densidade,
composicdo quimica, concentracdo de extrativos, idade da arvore, tamanho, presencas de
tiloses nos vasos e aspectos genéticos. Os fatores exdgenos sao aqueles relacionados a area
de uso da madeira, como as condigfes climéticas, local de uso e presenca de organismos
xiléfagos. Esses fatores controlam ou estimulam fortemente os organismos decompositores
de madeira, como fungos e insetos, e dessa forma aceleram o processo de decomposi¢do
(MOYA; BERROCAL, 2015; SUNDARARAJ et al., 2015; SEHLSTED-PERSSON;
KARLSSON, 2010; WONG et al., 2005; SCHEFFER; HOPP, 1949)
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Segundo Amorim et al. (2016) a densidade é um fator amplamente correlacionado
com a resisténcia natural da madeira, uma vez que existem varios estudos que afirmam que
a densidade influencia a durabilidade natural. De acordo com Kaminski e Laurow (1974),
citado por Andres et al. (2015) e Yamamoto e Hong (1994) citado por Antwi-Boasiako e
Pitiman (2009) a densidade esta ligada intimamente as propriedades fisicas e mecénicas da
madeira. Assim, uma madeira com alta densidade possui uma espessura consideravel de
parede celular e baixa difusdo de gases e agua dentro das células da madeira, constituindo
assim, uma barreira natural contra a propagacdo de fungos, sendo considerada uma
madeira muito resistente. Para Sehlsted-Persson e Karlsson (2010) essa maior durabilidade
natural de madeiras mais densas pode ser explicada simplesmente porque estdo em um
bloco mais s6lido, com menor porosidade, o que dificulta o ataque de organismos
deterioradores durante os curtos ensaios de laboratdrio.

Segundo Wong et al. (1983), essa relagéo entre densidade e durabilidade natural
ocorre em certas coniferas do hemisfério norte, pois nessas espécies, 0s extrativos ndo sdo
um fator primordial para o aumento da resisténcia a deterioracdo, uma vez que o clima
temperado € muito menos favoravel aos agentes de deterioracdo do que o clima tropical
(MOYA; BERROCAL, 2015).

Em contraste, a tendéncia dos pesquisadores é de que a densidade isoladamente ndo
é o principal fator que agrega durabilidade natural a madeira, e se torna claro conforme a
durabilidade de espécies de madeiras com diferentes densidade sdo comparadas. Essa
resisténcia natural estaria muito mais correlacionada com o tipo de composto quimico
presente nos extrativos da madeira, teor de lignina, bem como a sua distribuicdo nos
tecidos vegetais (microdistribuicdo), que, por consequéncia, acabam influenciando na
densidade da madeira (CORASSA et al., 2013; ANTWI-BOASIAKO; PITIMAN, 2009;
WONG et al., 2005).

A madeira é formada por células de sustentacdo mecénica e conducdo de agua, que
abrangem entre 60 a 90% do seu volume e que morrem na maturidade funcional da arvore.
Esta células mortas apresentam paredes rigidas e uma cavidade denominada lume. O lume
destas células, particularmente o das fibras presentes na madeira, sdo frequentemente
preenchidos com extrativos, que atravessam as paredes celulares nas pontuacfes e em seus
estreitos canais, restringindo fortemente o avanco de agentes invasores, bem como a
deterioracdo, conforme pode ser observado na Figura 4.5 (KLOCK et al., 2005; NILSSON
etal., 1992).
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Com o avanco nas ferramentas analiticas de quimica da madeira, varios estudos
demonstram interesse em investigar o potencial inibitorio dos extrativos de espécies com
alta resisténcia natural. Nzokou e Kamdem (2003), Thevenon et al. (2001) e Rudman
(1992), citados por Wong et al. (2005), bem como Rodrigues et al. (2012) promoveram a
retirada de extrativos do cerne de madeiras duraveis da Malédsia e da amazonia,
respectivamente, com diferentes solventes e transferiram para madeiras ndo-duraveis,

constatando um aumento na resisténcia das madeiras tratadas.

Célula viva Célula morta

Limen

estreifos das pontuagdes — R~ | Il Camada interna S3
: Camada intermedidria S
Crescimento e lignificacdo da célula 2 Parede .
> Camada externa Sq Secunddria

Parede Primdria

Nucleo

Citoplasma

Parede Primdria Fibra da madeira

Figura 4. 5. Transformacéo da célula do alburno em cerne e visualizagdo do extrativo em
uma fibra da madeira. Fonte: Adaptado de Sjostrom (1993).

Segundo Brocco et al. (2017) em algumas espécies os altos teores de extrativos sao
um indicativo de maior durabilidade natural, contudo, deve-se avaliar com cuidado
somente esse valor, uma vez que a natureza dos compostos pode ser mais importante que o
teor total de extrativos, conforme observado por Kirker et al. (2013) e Ribera e Zuiiiga
(2012).

Paes et al. (2015) e Abu-Zaharin (2013) testaram os efeitos dos extrativos e da
densidade de seis espécies de madeiras ao ataque de cupins xil6fagos. Esses estudos
demonstraram que o teor total de extrativos e a densidade ndo obtiveram uma correlagao
significativa com a perda de massa. Para Sundararaj et al. (2015), Charifo et al. (2011), Dix
e Webster (1995), apesar de espécies com maior densidade e teor de extrativo serem mais

resistentes, o principal fator para uma maior durabilidade natural da madeira seria a
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presenca de compostos quimicos tdxicos aos organismos xil6fagos, mesmo em pequenas

quantidades.

4.5. Metabdlitos secundarios

A madeira é composta por substancias macromoleculares e micromoleculares e
entre as substancias macromoleculares, encontramos a celulose, as polioses (hemicelulose)
e a lignina que estdo presente em todas as madeiras. As substancias micromoleculares sao
compostas por componentes de baixo peso molecular, formados de matéria organica e
inorganica. Os componentes organicos de baixo peso molecular da madeira séo
denominados de extrativos. Estes por sinal sdo compostos por metabdlitos secundérios, e
embora ndo sejam necessariamente essenciais ao organismo produtor, garantem vantagens
para a sua sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. Por fim, as substancias minerais
compdem a matéria inorganica da madeira (SIMOES et al., 2006; KLOCK et al., 2005).

O local de sintese dos metabdlitos secundarios nao é o local de acumulagdo. Dessa
forma, os composto hidrofilicos geralmente sdo armazenados nos vacuolos celulares,
enguanto os compostos lipofilicos sdo geralmente retidos nos dutos resiniferos, laticiferos,
células produtores de 6leos, tricomas ou nas cuticulas (RIBERA; ZUNIGA, 2012).

Os metabdlitos secundarios podem ser encontrados no cerne da madeira, mas
também em maiores quantidades nas cascas, folhas, espinhos, galhos, frutos e sementes, e
geralmente, sendo encontrados mais nesses 6rgdos do que na madeira (PAIVA et al.,
2010). Os extrativos da madeira ndo fazem parte da estrutura da parede celular e lamela
média, sendo por isso classificados como compostos quimicos acidentais (KLOCK et al.,
2005).

A soma de todas as reacdes quimicas que ocorrem em um organismo € chamada de
metabolismo. Os metabolitos primarios sdo usualmente descritos como substancias
fundamentais nas unidades quimicas das células vegetais, como acidos nucléicos, proteinas
e polissacarideos. Os metabdlitos secundarios sdo todos os compostos produzidos por um
organismo e gque ndo sdo essenciais para o funcionamento celular, esses compostos dotam a
madeira com suas cores, matizes, perfumes e beleza (OBST, 1998).

A distingdo entre os metabdlitos primarios e secundarios nem sempre € tao facil,
uma vez que ao nivel de biossintese, metabdlitos priméarios e secundarios dividem muitas
das rotas metabolicas intermediarias (ORDOG; ZOLTAN, 2011)

As plantas tém sido fonte de uma grande variedade de compostos biologicamente

ativos por muitos séculos e para os mais variados fins, uma vez que sdo matrizes
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complexas, produzindo uma gama de metabolitos secundarios com diferentes polaridades e
grupos funcionais. Segundo Arif et al. (2011) aproximadamente 13.000 metabdlitos
secundarios haviam sido isolados até o ano de 2011, o que corresponde a menos de 10% do
total. Em muitos casos, essas substancias servem como mecanismo de defesa contra a
predacdo por microrganismos, insetos e herbivoros devido as suas propriedades repelentes.
Em outros casos, os metabolitos secundarios podem atrair espécies polinizadoras, em
virtude das caracteristicas sensoriais de alguns compostos, como odor, sabor e textura
(PAIVA et al., 2010).

Segundo Vinale et al. (2014) os metabdlitos secundarios apresentam Varias
atividades bioldgicas e um importante papel na regulacdo entre os organismos, sendo
possivelmente relacionados as funcdes de sobrevivéncia como a competi¢do contra outros
micro e macrorganismos, assim como na simbiose. Alguns destes metabdlitos podem
modificar o crescimento e metabolismo das plantas, enquanto outros parecem priorizar em
processos fungicos especificos, como a esporulacdo e o crescimento das hifas. O
desenvolvimento dos metabdlitos secundarios pode tanto ser parte do programa normal de
crescimento de uma planta, como acontecer em resposta ao ataque de um organismo
patogénico (HOLM FREIESLEBEN; JAGER, 2014). Dessa forma, a habilidade das
plantas em competir e sobreviver é profundamente afetada pelas fungdes ecoldgicas dos
metabolitos secundarios (ORDOG; ZOLTAN, 2011)

Apesar da existéncia de fatores genéticos na producdo dos metabolitos secundarios,
sua expressao pode sofrer modificacdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos,
fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Os metabdlitos secundarios representam a interface
quimica entre as plantas e 0 meio ambiente, e a sua sintese é frequentemente afetada por
condi¢cdes ambientais, idade e desenvolvimento da planta, gerando mudancas tanto na
quantidade dos metabdlitos secundarios, quanto na natureza dos compostos. (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007)..

Paiva et al. (2010) afirmam que diferentes tipos de metabolitos secundarios tém
sido identificados como principio ativo de extratos antimicrobianos obtidos com solventes
orgénicos. Embora um certo numero de publicagdes tenha focado no isolamento e
identificacdo de compostos bioativos, é importatnte ter em mente que um simples
composto pode ndo ser resposavel pela atividade observada, mas sim a combinagédo de
varios compostos, interagindo de modo sinérgico entre si. Assim, 0s varios metabdlitos
secundarios presentes no extrativo da madeira podem ter efeito sinérgico ou antagonista

entre si.
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As categorias de compostos quimicos comumente encontrados incluem ceras,
acidos  gordurosos,  poliacetilenos,  terpenoides  (monoterpenoides, iridoides,
sesquiterpenoides, diterpenoides, triterpenoides), esterdides, 6leos essenciais (terpenoides
inferiores e fenilpropandides), compostos fendlicos (fenois simples, fenilpropanoides,
flavondides, taninos, antocianinas, quinonas, cumarinas, lignanas), alcaléides e derivados
glicosidicos (saponinas, glicosideos cardiacos, glicosideos de flavondides), além de
substancias aromaticas, nitrogenadas, dentre outros (SARKER et al., 2012; CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998).

Vérios trabalhos tém documentado a atividade antifungica dos metabdlitos
secundarios utilizando as mais diferentes metodologias (SILVA; SOUZA, 2016; HOLM
FREIESLEBEN; JAGER, 2014; SHENTU et al., 2014; PAIVA et al. 2010; WINK;
SCHIMMER, 2010). Holm Freiesleben e Jager (2014) encontraram correlacdo entre o tipo
de composto presente no extrativo e seu potencial antifungico. Essa atividade antifingica
promovida pelos metabolitos secundéarios pode ser obtida com pelos menos seis
mecanismos de diferentes acGes, como a inibicdo da formacdo da parede celular;
rompimento da membrana celular; disfuncdo da mitocéndria do fungo; inibicdo da diviséo
celular; inibi¢do da sintese de RNA/DNA ou de proteinas essenciais e inibicdo das bombas
de efluxo que fazem o transporte das substancias tdxicas produzidas nos diversos
procedimentos metabolicos para fora da célula (HOLM FREIESLEBEN; JAGER, 2014).

4.6. Potencial de uso dos metabolitos secundérios

Os preservativos de madeira atualmente sdo formados por substancias como o
arsénio, cromo, cobre e boro. Estas substancias tornam o processo de protecdo da madeira
relativamente caro e perigoso para 0 ser humano e para 0 meio ambiente, além de trazer
transtornos ao final da vida atil de uma madeira tratada, representando um perigo o
descarte e reutilizagdo desse material.

Com a gradual retirada da maioria dos produtos quimicos preservantes de madeiras
como o arseniato de cobre cromatado (CCA), a tendéncia tem sido a busca por produtos
ambientalmente amigaveis ou produtos alternativos livres de substancias quimicas nocivas.
Existe uma grande demanda por novos fungicidas naturais, 0s quais estdo presentes em
grande quantidade nos extrativos das espécies madeireiras. Nessa perspectiva abre-se
caminho para a pesquisa e inovagdo dos produtos feitos a base de metabolitos secundarios.
Ribera e Zufiga (2012) demonstraram a efetiva atividade antifngica promovida pelos

metabolitos secundarios quando comparados com alguns fungicidas comerciais.
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As plantas sdo uma rica fonte de material bioldgico, possuem ainda, a capacidade
quase ilimitada de sintetizar substancias aromaticas de diferentes grupos funcionais,
disponibilizando nesse caso uma ampla variedade de metabolitos para a selecdo da
molécula com a atividade desejada (ARIF et al., 2011). Estima-se que entre 1-10% das
plantas sdo usadas pelo homem de um total estimado entre 250.000 a 500.000 espécies de
plantas existentes na Terra. Muitas pesquisas estdo sendo feitas com metabdlitos
secundarios que possuem propriedades antifingicas (RODRIGUES et al.,, 2012;
COLEMAN et al., 2011; XU et al., 2009; SCHULZ et al., 2002). Isso demonstra o
potencial da descoberta de novos metabolitos secundarios na natureza e que podem ser
utilizados para os mais diversos fins. Um forte motivo para a preservacdo da natureza ser
extremamente importante para a humanidade (CRAGG; NEWMAN, 2001).

A descoberta de novos compostos quimicos bioldgicamente ativos obtidos de
plantas passa por diversas etapas (selecdo da espécie a ser pesquisada, extracdo dos
metabdlitos secundarios, isolamento, caracterizacdo do composto ativo, avaliacdo do efeito
inibitério e producdo do composto em escala industrial) em longos processos que se
estendem por anos (SASIDHARAN et al., 2011).

Esse campo de pesquisa apresenta resultados muito promissores, apesar da
producdo dos metabdlitos secundarios pelas plantas ndo ser sempre satisfatoria. Por essas
razdes, diferentes ferramentas biotecnoldgicas podem ser usadas com o objetivo de
alavancar essa producdo: obtencdo de compostos bioativos a partir de uma cultura de
células vegetais, métodos alternativos de cultivo, melhoramento genético e metabdlico das
células produtoras (RIBERA; ZUNIGA, 2012).

Para DiCosmo e Masanaru (1995), uma barreira significante a comercializacao
destes produtos é que a producdo de metabdlitos bioativos em culturas de células vegetais,
somente se torna plausivel, caso o preco de venda esteja acima de mil dolares por quilo.
Esse fato torna a competicdo com industrias quimicas e petroquimicas muito dificil e,
segundo o autor, o nicho destes metabolitos seria a utilizacdo como subprodutos e/ou em

aplicacdes de alto valor, geralmente em pequenos volumes.

4.7. Processos para remocao do extrativo da madeira

Existem diversos processos para remover o0s extrativos da madeira, bem como para
separar e identificar seus metabdlitos secundarios. Esta técnica é baseada no principio da
polaridade quimica em que "semelhante dissolve semelhante”. Para Simdes et al. (2006), a

escolha entre os diversos métodos varia de acordo com o objetivo de cada trabalho e se 0s
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metabdlitos de interesse sdo conhecidos ou ndo. A remocao inicial do extrativo pode ser
feita por métodos a quente, tais como: ebulicdo, infusdo, sublimacéo, Soxhlet, destilacdo a
vapor, extracdo sob refluxo e extracdo com fluidos supercriticos, e métodos a frio:
maceracao, turbolizacdo e percolacao.

A extracdo é o passo fundamental na analise do potencial inibitério dos compostos
quimicos, uma vez que é necessaria a remoc¢do dos componentes quimicos desejados do
material vegetal para posterior separacdo e caracterizacdo (SASIDHARAN et al., 2011).
No processo de maceracdo, a extracdo ocorre com a utilizacdo de um solvente em
temperatura ambiente, em um recipiente fechado por horas ou dias. O solvente escolhido
deve extrair a maior quantidade possivel das substancias desejadas. A escolha dos
solventes depende da sua polaridade e da polaridade do grupo de substancias que se deseja
extrair (SIMOES et al., 2006). A proporcdo entre a quantidade de madeira e solvente
utilizados na maceragdo pode variar na literatura de 1:1 a 10:1, e o tempo de maceragéao
podendo ser de poucas horas a varios dias (BORGES et al., 2012; DELLAVALLE et al.,
2011; SASIDHARAN et al., 2011; MOREIRA et al., 2010; SILVERIO et al., 20086;
NOLDIN et al., 2003; HE et al., 2002).

Segundo Sarker et al. (2012), as extracOes podem ser seletivas ou totais. Na
extracdo total, um solvente organico polar, por exemplo, etanol, metanol ou uma mistura
alcoolica aquosa, é utilizado na maceracdo para tentar extrair o maximo de compostos
possiveis da madeira. Ja a extracdo seletiva utiliza varias abordagens para remocao e
separacdo do extrativo, em que solventes organicos, com polaridades distintas, sdo
utilizados de forma a explorar as diversas polaridades dos constituintes da planta (MAHDI,
ALTIKRITI, 2010). Assim, os solventes apolares retiram compostos apolares, os de
polaridades intermediarias retiram compostos com polaridade intermediaria, e os de alta
polaridade, retiram compostos muito polares.

No processo de remocdo do extrativo, o solvente se difunde para dentro da célula
para dissolver os compostos afins. Um equilibrio é estabelecido com o soluto dentro das
células e o solvente envolvendo o fragmento da planta a ser extraido, sendo que a
velocidade com que esse equilibrio é estabelecido depende da temperatura, pH, tamanho da
particula e do movimento do solvente (MAHDI; ALTIKRITI, 2010).

Surpreendentemente, a agua nao € o melhor solvente para a extracdo inicial de
compostos sollveis em agua, visto que muitos dos compostos a serem extraidos estdo
intimamente associados a estruturas lipofilicas como as membranas, dificultando sua

extracdo. Dessa forma, o metanol ou etanol sdo as melhores escolhas inicialmente, sendo
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0s mais utilizados no processo de extracdo inicial (SEIDEL, 2012; COLEGATE;
MOLYNEUX, 2008). Phrompittayarat et al. (2007) compararam varios métodos de
extracdo com diferentes solventes, sendo que o metanol foi o que obteve o maior

rendimento, removendo quase o dobro de material quando comparado com o etanol.

4.8. Separacao dos extratos em grupos de polaridade distintas

O extrato bruto de um produto natural geralmente € uma mistura extremamente
complexa de varios compostos de diferentes caracteristicas fisico-quimicas e polaridades.
Dessa forma, a separacdo destes compostos ainda permanece um grande desafio no
processo de identificacdo e caracterizagdo de compostos bioativos (SASIDHARAN et al.,
2011). A estratégia fundamental para fazer a separacdo dos compostos do extrato bruto se
baseiam nessas duas propriedades, por esse motivo, torna-se dificil aplicar uma Unica
técnica de separacdo para isolar compostos individuais a partir da mistura bruta, sendo
necessario a utilizagdo de mais de um solvente (SARKER et al. (2012; COLEGATE;
MOLYNEUX, 2008).

Para a separacdo dos compostos quimicos de interesse podem ser utilizadas varias
técnicas, tais como o particionamento liquido-liquido, cromatografia de camada delgada
preparativa, cromatografia em coluna, cromatografia flash, Sephadex ou a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (SASIDHARAN et al., 2011).

O método de particdo liquido-liquido é amplamente utilizado para separacdo dos
extratos, e essa metodologia exige na maioria das vezes que os dois solventes envolvidos
no processo sejam imisciveis, ou seja, que ndo se misturem. Este método requer muito
contato entre os dois solventes, utilizando-se um funil de separacdo para a realizacdo da
mistura. Ap6s mexer vigorosamente o funil, ocorre a mistura entre os dois solventes e
posterior separacdo em duas camadas (Figura 4.6).

Esse processo envolve a transferéncia do soluto, nesse caso 0s metabolitos
secundarios, de um liquido para o outro, por meio da afinidade entre o solvente e os
compostos quimicos presentes no extrato (GHOSH, 2006). Durante o particionamento, o

liquido mais denso fica por baixo, saindo na primeira retirada
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Figura 4. 6. Processo de separacao dos extratos por meio da parti¢do liquido-liquido.

Esse método de particdo sucessiva por meio de solventes com polaridades
diferentes resulta na obtencdo de diferentes extratos, um para cada solvente utilizado na
separacdo. Seguindo a metodologia proposta por Cechinel Filho e Yunes (1998) obtém-se
primeiramente o extrato hexanico, em seguida, o extrato diclorometanico, o extrato do
acetato de etila e extrato butandlico. Em cada um dos extratos separados existem
compostos com polaridades similares e que podem ou ndo possuir efeito inibitorio contra

microrganismos xil6fagos, seja de forma individual ou em sinergia conforme apresentado

Extrato
diclorometéanico

Esteroides Lignanas Flavonoides Flavonoides glicosilados

na Figura 4.7.

Extrato do acetato de Extrato
etila butandlico

Extrato
hexanico

Terpenos Flavonoides metoxilados Taninos Taninos
Acetofenonas Sesquiterpenos Acidos triterpénicos Saponinas

Lactonas Saponinas

Triterpenos Compostos fendlicos
em geral

Cumarinas

Figura 4. 7. Metabolitos secundarios encontrados nos diferentes extratos obtidos por meio
da parti¢do sucessiva com solventes de diferentes polaridades. Fonte: Adaptado de
Cechinel Filho e Yunes (1998).
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4.9.  Testes de inibicdo de crescimento fangico

Uma ampla variedade de metodologias para inibi¢do de microrganismos séo usadas
por varios laboratérios em todo o mundo. A selecdo do melhor método leva em
consideracdo varios fatores, como performance, flexibilidade, adaptabilidade a sistemas
automatizados ou semi-automatizados, custos, reprodutibilidade, confiabilidade, preciséo e
condicGes de cada laboratorio (WHITE et al., 2001)

Os metabdlitos secundarios sdo objetos de varios estudos, dessa forma, testes
acerca da sua atividade antimicrobiana sdo frequentes. Os principais testes para avaliacao
do potencial inibitério in vitro sdo os testes de difusdo ou diluicdo em &gar (Figura 4.9) e a
bioautografia. Os testes de difusdo ou diluicdo em &gar sdo comumente usados em
laboratdrios de diagnosticos (SAAD et al., 2013). No teste de difusdo em &gar, 0s
compostos a serem testados sdo colocados em cima da superficie do meio de cultura,
previamente inoculado com uma cultura pura da cepa de fungo estudada, podendo ser feito
de duas maneiras: colocado em cima de um disco ou tiras de papel; ou em um orificio feito
no meio de cultura (PAULI; SCHILCHER, 2010).

Existem diversos estudos para avaliar o potencial antifingico dos metabdlitos
secundérios, todos eles utilizando o teste de difusdo em &gar com resultados positivos
(SILVA; SOUZA, 2016; TEOH; DON, 2013; COLEMAN et al., 2011; HARA KISHORE
et al., 2007). Kawamura et al. (2010) testou o potencial inibitério dos extratos de cerne,
alburno e casca de espécies de madeiras da Malasia em diferentes concentracfes contra 0s
fungos G. Trabeum e P. sanguineus. As trés partes da madeira apresentaram atividade
inibitoria, apesar de haver diferencas no grau de inibi¢do promovido.

Figura 4. 8. Testes para andlise da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. (A)
Teste de difusdo em agar. (B) Teste de diluicdo em &gar. Os sombreados nas placas e tubos
correspondem a concentracdo do agente antimicrobiano. Fonte: (SAAD et al., 2013).

No teste de difusdo, o extrato atua do reservatério no centro da placa para as

extremidades desta, que contém um meio de cultura inoculado com o microrganismo a ser
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avaliado. Caso possua algum composto inibitorio forma-se uma zona de inibi¢do ao redor
do reservatorio durante a incubacédo, e geralmente em situacbes padronizadas, o diametro
da zona de inibicdo dependera somente da sensibilidade do microrganismo (SAAD et al.,
2013). Medeiros et al. (2016) conseguiram obter resultados quantitativos do teste de
difusdo em &gar, por meio do célculo da area de inibi¢cdo com o auxilio de um software de

tratamento de imagens.

5. MATERIAIS E METODOS
Este trabalho foi divido em trés partes:

1. Ensaio de apodrecimento acelerado das cinco espécies de madeiras da
Caatinga;

2. Execucdo do processo de remocdo do extrativo da madeira e sua separacdo
com solventes organicos de diferentes polaridades;

3. Avaliacdo da influéncia das classes de metabolitos secundarios dos
diferentes extratos na acdo dos fungos apodrecedores, realizado por meio do
teste de difusdo em placas de Petri em meio de extrato de malte, de modo a

verificar quais porgdes possuem componentes com efeito antifingico.

5.1. Coleta das espécies de madeira

Para a realizacdo desse estudo, cinco espécies de madeiras foram obtidas de Planos
de Manejo Florestal comunitéario apoiados pelo Servico Florestal Brasileiro — SFB, em
areas de assentamentos rurais localizados no municipio de Lagoa do Sitio, regido centro-
norte do estado do Piaui. Esta regido possui uma area com cobertura florestal do tipo
Caatinga.

Foram abatidas cinco arvores de cada espécie, que foram reduzidas a toretes de
aproximadamente 1,5 m de comprimento, visando facilitar o transporte até o Laboratério
de Produtos Florestais — LPF. Posteriormente, foi feito o corte dos toretes em pranchas e a
selecdo daquelas que ndo apresentavam rachaduras ou defeitos para a confec¢do dos corpos
de prova na marcenaria do LPF. A Tabela 5.1 apresenta as espécies estudadas, bem como

sua densidade bésica, propriedade determinada pelo setor de Engenharia e Fisica do LPF.
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Tabela 5. 1. Espécies de madeira da Caatinga avaliadas.

Densidade béasica

Nome comum Nome cientifico 3 Familia
(g/cm™)
Amarelo Pterodon abruptus 0,75 Fabaceae-Mim.
Birro Branco Diptychandra aurantiaca 0,80 Fabaceae-Caes.
Chapada Terminalia fagifolia 0,96 Combretaceae
Coracdo-de-negro ~ Machaerium acutifolium 0,90 Fabaceae-Fab.
Pequid Cascudo  Aspidosperma multiflorum 0,64 Apocynaceae Juss.

As cinco espécies de madeiras da Caatinga avaliadas no presente estudo e suas

caracteristicas fisicas sdo apresentadas na Figura 5.1.

Figura 5. 1. Espécies da Caatinga avaliadas nesse estudo. (A) P. abruptus; (B) D.
aurantiaca; (C) T. fagifolia; (D) M. acutifolium e (E) A. multiflorum. Foto: Autor.

5.2. Durabilidade natural em ensaio acelerado

Para determinacgdo da durabilidade natural das madeiras da Caatinga ao ataque de
fungos apodrecedores foi realizado o ensaio de apodrecimento acelerado no Laboratério de
Fungos da Area de Biodegradacio e Preservacdo de Madeiras do LPF. Este ensaio foi
realizado de acordo com a norma padronizada da American Society For Testing Materials
—ASTM D 2017 (2005), adaptada pelo LPF.

5.2.1. Preparo dos frascos de vidro e corpos de prova

O preparo do solo e dos frascos foram conduzidos de acordo com a norma ASTM
D 1413 (1999), utilizando frascos de vidro com tampa rosqueavel e capacidade de 250 ml
em volume liquido. Em cada frasco foram adicionados 130 g de solo de horizonte B,
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proveniente da Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia. Este solo foi peneirado
com malha de aproximadamente 30 mm de abertura, o pH foi corrigido para ficar entre 5 e
8 e foram utilizados 65 ml de agua destilada, observando-se o preconizado pela norma em
relacdo a capacidade de retencdo de dgua e teor de umidade do solo para cada frasco.

Em cada frasco foi adicionada uma placa suporte visando o adequado
desenvolvimento micelial. Estas placas possuiam dimensdes de 3 x 29 x 35 mm e foram
dispostas sobre o solo, sendo utilizada uma placa de Pinus (Pinus sp.) para os fungos de
podriddo parda e Embauba (Cecropia sp.) para os fungos de podriddo branca (Figura 5.2).
A Cecropia sp. é considerada uma espécie de madeira leve e reconhecidamente suscetivel
ao ataque de fungos de podridédo branca (TEIXEIRA et al., 2015).

Figura 5. 2. Placa suporte introduzida nos frascos de vidro ja preparados para a inoculagdo
do fungo. Foto: Autor.

Os frascos entdo foram autoclavados a 120°C durante 45 minutos, e acondicionados
em uma incubadora com umidade de 75 + 2%, e temperatura de 25 £ 2°C por 10 dias, para
verificagdo de eventuais contaminagdes.

Os corpos de prova utilizados no ensaio de apodrecimento acelerado foram
retirados das pranchas de madeira de cada espécie, e mediam 2,5 x 2,5 x 0,9 cm, sendo a
menor dimensao no sentido da grd. Essas amostras foram lixadas para remocao de rebarbas
e pequenas farpas, para entdo serem colocadas em uma sala climatizada com umidade
relativa do ar de 63 + 2% e temperatura de 22 + 2°C, até atingirem o teor de umidade de
equilibrio de 12%.
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Para avaliar quando as amostras atingiram a estabilizacdo da massa foi utilizada
uma amostragem de 20% dos corpos de prova, os quais foram pesados a cada dois dias até
atingirem massa constante, quando a variacdo entre as pesagens era inferior a 0,01g. Neste
ponto, todas as demais amostras foram pesadas, 0s corpos de prova colocados em um
dessecador com silica-gel por aproximadamente 15 minutos, sendo em seguida pesados em
balancga eletronica da marca SHIMADZU, modelo AY220, com sensibilidade de 0,0001g.

Foram utilizados 30 corpos de prova para cada fungo, livres de defeitos,
preferencialmente de cerne, retirados da parte central da madeira, sendo esta livre de
medula. Algumas espécies apresentaram cerne indistinto e em outras de pouca espessura.

Foram também confeccionados 16 corpos de prova de amostras controle por fungo,
de Pinus sp. e Cecropia sp., totalizando 184 amostras (120 corpos de prova + 64 controles)

para cada um dos fungos utilizados, e um total de 920 corpos de prova.

5.2.2. Cultivo dos fungos

Para este experimento foram utilizados dois fungos de podridao branca (Trametes
versicolor (L.) Lloyd e Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill) e dois de podriddo parda
(Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill e Gloeophyllum striatum (Fr.) Murrill),
provenientes da colecdo de fungos da Area de Biodegradacio e Preservacdo de Madeiras
do LPF.

O meio de cultura utilizado para o crescimento dos fungos foi preparado com agua
deionizada e extrato de malte (30g do extrato para cada 1000 mL de agua). A solucéo foi
esterilizada em autoclave a 121°C por 30 minutos e, posteriormente, levada a incubadora
por sete dias com o intuito de verificar a ocorréncia de contaminacao.

A repicagem dos fungos foi realizada assepticamente em capela de fluxo laminar
ap6s a acdo da luz ultravioleta por 5 minutos. Inéculos de aproximadamente 1 cm? |
contendo micélios, foram adicionados ao meio de cultura e encaminhados para uma mesa
agitadora a 100 rpm durante 72h. Em seguida, os fungos permaneceram na incubadora por

guatro semanas até seu completo desenvolvimento.

5.2.3. Inoculagéo dos fungos

Previamente a inoculacdo dos fungos, os frascos foram limpos, externamente, com
etanol absoluto e depositados na capela de fluxo laminar, onde permaneceram por 5
minutos sob a acdo da luz ultravioleta. Em seguida foi feita a flambagem da regido entre a

tampa e o frasco, a fim de evitar contaminacdo. O fungo ja desenvolvido no meio de
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cultura foi homogeneizado em liquidificador e 3 mL desta mistura foram inoculados na
placa suporte e no solo, com o auxilio de um pipetador automatico (Figura 5.3).

Depois de inoculados, os frascos voltaram a incubadora por um periodo de quatro
semanas, tempo necessario para os fungos pudessem se desenvolver adequadamente na

placa suporte até o inicio do experimento.

Figura 5. 3. Esterilizacao dos frascos (A) e inoculacdo do fungo (B). Foto: Autor.

5.2.4. Ensaio acelerado de ataque de fungos apodrecedores

Antes do ensaio, 0s corpos de prova e os controles foram envoltos em papel
aluminio e colocados em tubos metélicos adequados a esterilizagdo em autoclave por 30
minutos a 120°C e, entdo, resfriados naturalmente. Antes de receber os corpos de prova, 0S
frascos foram novamente esterilizados externamente com etanol absoluto e flambados na
capela de fluxo laminar. Os corpos de prova e os controles foram entdo colocados com o
auxilio de uma pinca sobre a placa suporte colonizada pelo fungo. Posteriormente, 0s
frascos retornaram a incubadora onde permaneceram por um periodo de até 16 semanas.

A partir 8 semana, dois corpos de prova das amostras controle foram pesados
semanalmente para avaliagdo da perda de massa. Quando esta perda atingia mais que 50%
da massa inicial, finalizava-se o experimento para aquele fungo. Entretanto, caso a perda
de massa destas amostras fosse inferior a 50%, 0s corpos de prova permaneciam até a
pesagem dos outros dois controles na semana seguinte e assim sucessivamente até a 16°
semana, quando entdo o experimento foi encerrado.

Ap0s a retirada dos frascos, os corpos de prova foram limpos utilizando escova de
dente com cerdas macias e encaminhados a sala de climatizacdo, onde permaneceram até a
estabilizacdo da massa, quando entdo foi realizada a pesagem final para determinagdo da
perda de massa em razdo do ataque fungico.
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5.2.5. Perda de massa e durabilidade natural

A durabilidade natural das cinco espécies de madeira da Caatinga avaliadas neste
estudo foi classificada a partir da perda de massa de cada corpo de prova, sendo calculada
pela diferenca entre a massa inicial, que ocorre antes do ataque, e a massa final, apds o
ataque dos fungos, conforme a Equagéo 5.1.

Mi-Mf

i

PM = x 100 (Equacéo 5.1)

Em que: PM = perda de massa (%);
Mi = massa inicial (g);

Mf = massa final (g).

As espécies foram classificadas quanto a sua durabilidade natural com base na
média de perda de massa dos corpos de prova, segundo metodologia estabelecida pela
norma ASTM D 2017 (2005), e apresentadas na Tabela 5.2.

Tabela 5. 2. Classes de resisténcia natural das espécies de madeiras submetidas aos fungos
apodrecedores em razdo da média de perda de massa.

Classe de resisténcia Perda de massa (%0)
Altamente resistente (AR) 0-10
Resistente (R) 11-24
Resisténcia moderada (RM) 25-44
N&o resistente (NR) > 45

Fonte: ASTM D 2017-05 (2005)

5.3. Remocdao dos extrativos e separacdo com solventes de diferentes polaridades
5.3.1. Processo de secagem e moagem do material

Os ensaios quimicos foram feitos no setor de Quimica, Adesivos e Borracha
Natural do LPF. Para este procedimento foram utilizados discos com 10 cm de espessura,
retirados de cada uma das cinco arvores e coletados a 1 metro do solo. Esses discos foram
mantidos em sala climatizada com umidade relativa do ar de 63 + 2% e temperatura de 22
+ 2°C até estabilizacdo da massa.

De cada disco sem casca foi retirado uma cunha de um quarto do seu diametro para
determinacdo das propriedades quimicas. Cada cunha foi aplainada sucessivamente e o
residuo obtido deste procedimento foi triturado em um moinho de facas para reduzir,
mecanicamente, a madeira em pequenos fragmentos. O material triturado foi peneirado em

um agitador de peneiras marca Bertel, utilizando duas peneiras com aberturas de 4,75 e 0,5
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mm, conforme indicado por Simdes et al. (2006). O material utilizado nos ensaios foi

aquele recolhido na peneira de malha 0,5 mm apds cinco minutos em velocidade maxima

no agitador (Figura 5.4).

Figura 5. 4. Processo de obtencdo de particulas para a remogao do extrativo. (A) passagem
na plaina; (B) moinho de facas; (C) agitador de peneiras. Foto: Autor.

5.3.2. Calculo do teor de umidade das amostras

O teor de umidade do material particulado de cada espécie foi determinado em
estufa, marca Nova Etica modelo 400/6ND, a 103°C + 2°C antes do processo de remogao
dos extrativos, pesando-se inicialmente apds 2 horas e mais duas vezes de hora em hora, de
forma que a umidade da madeira ndo fosse fonte de erro no calculo do teor de extrativos.
Foram utilizados 2 g do material particulado de madeira para cada uma das triplicatas,

conforme formula expressa na Equacéo 5.2.

TU = PV-PS

x 100 (Equagio 5.2)

Em que: TU = Teor de umidade da amostra (%);
PV = Peso verde da amostra (Q);

PS = Peso seco da amostra (g).
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5.3.3. Maceracgéao

O processo de maceracdo foi feito em triplicata, sendo depositados em um
erlenmeyer de 1000 mL, 120 g do material particulado e 600 mL de metanol, obtendo-se
uma proporc¢do (v/m) de 5:1 entre o solvente e a madeira.

O tempo de mistura na mesa agitadora foi baseado na metodologia proposta por
Sasidharan et al. (2011). Os erlenmeyer contendo a solucdo de madeira e solvente foram
tampados e fixados com fita adesiva impermeavel, para evitar a perda de solvente durante
0 processo de maceracdo, uma vez que o metanol é altamente volatil. A mistura metanol-
madeira em maceragdo permaneceu em uma mesa agitadora, marca TECNAL modelo TE-
140, durante 120 horas ininterruptas a 130 rpm, com o objetivo de retirar 0 m&ximo
possivel de extrativo da madeira (Figura 5.5).

Os balGes utilizados na evaporacdo do solvente foram esterilizados com etanol
absoluto e para a definigdo do peso inicial foram colocados em uma estufa com ventilagéo
forgada a 105°C por 2 horas. Ao final desse periodo foram retirados e colocados em um
dessecador por 15 minutos para resfriar e em seguida colocados em uma balanca com
sensibilidade de 0,0001g marca Mettler, modelo AE-160, para determinacdo da massa
inicial de cada baldo. Esse processo foi repetido com todos os demais balGes utilizados no

experimento.

Figura 5. 5. Processo de maceracdo das particulas de madeira com metanol. Foto: Autor.

Ao final do periodo de maceracdo das particulas de madeira (120 horas), a mistura
metanol-madeira foi filtrada com um filtro de papel comum em um Becker de 1 L, e
transferida para um baldo de 300 mL para evaporacdo do metanol. Esta operacdo foi
realizada no evaporador rotativo marca QUIMIS, sucessivas vezes até a completa
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evaporacao do solvente, obtendo-se ao final do processo o extrato metandlico bruto — EMB
no baldo. As particulas de madeira que ficaram no filtro de papel foram inseridas
novamente nos frascos de 600 mL com metanol e o processo de maceracgéo foi repetido por
mais duas vezes (Figura 5.6).

Figura 5. 6. (A e B) Filtragem da mistura metanol-madeira; (C) evaporador rotativo com
presséo reduzida; (D) evaporacao do solvente e obtengdo do extrativo no baldo. Foto:
Autor.

O baldo com o EMB de cada uma das triplicatas foi colocado em uma estufa a
vacuo marca TECNAL, modelo TE-395, a 45°C por 24 horas, visando garantir a total
evaporacdo do solvente, e em seguida colocados em um dessecador por 15 minutos e

pesados para verificacdo do ganho de massa (Figura 5.7).
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Figura 5. 7. Bal6es com o EMB na estufa a vacuo para evaporagao completa do metanol.
Foto: Autor.

Retirou-se 1 g de cada extrato metandlico bruto obtido nesse processo para ser
utilizado posteriormente no teste de difusdo, visando a avaliacdo do potencial antifungico

destas amostras.

5.3.4. Particionamento entre solventes imisciveis

Ap0s o processo de maceracao foi preparado 1 L de uma solugdo metandlica a 95%
(950 mL de metanol e 50 mL de &gua), porque apesar de os dois solventes serem
majoritariamente imisciveis, segundo Sarker et al. (2012) eles sdo misciveis até certo ponto
e a preparacao dessa solucdo ajuda na formacdo de duas camadas distintas no processo de
particdo. Colocou-se 200 mL dessa solucdo em contato com EMB por 24h em um baldo,
com objetivo de dissolver totalmente 0 EMB antes do processo de separacéo.

Posteriormente foi iniciada a separagcdo do EMB com os solventes escolhidos pelo
método de particdo liquido-liquido, de forma a obter os quatro extratos com polaridades
distintas para o teste de inibicdo do crescimento fldngico: extrato hexanico, extrato
diclorometénico, extrato do acetato de etila e extrato butandlico. Todo esse processo de
separagdo com solventes esté representado na Figura 5.8.
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Figura 5. 8. Esquema de separacdo do EMB para formacéo dos diferentes extratos. Fonte:
Adaptado de Sarker, Latif e Gray (2012).
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5.3.5. Separacao dos extratos

Sarker et al. (2012) e Cechinel Filho e Yunes (1998) estabeleceram a seguinte
metodologia para a separacdo do extrato metandlico bruto obtido na maceracgéo de plantas:
n-hexano (CgHi4), diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (C4HsO,) e o 1-butanol
(C4H100). O n-hexano é apolar, e a polaridade aumenta entre os solventes até chegar ao
mais polar que ¢é a agua. Apesar de possuir polaridade inferior ao acetato de etila, o butanol
é o tltimo solvente a ser utilizado, pois seu alto ponto de ebuli¢do (118°C) faz com que sua
evaporacdo seja dificil, podendo ndo ser removido completamente em etapas

intermediérias, interferindo no processo de extragdo do acetato de etila (Tabela 5.3).

Tabela 5. 3. Propriedades fisico-quimicas de alguns solventes utilizados na extracéo de
produtos naturais.

Ponto de ebulicio Solubilidade em

Solvente indice de polaridade C) agua
(% massa/massa)

n-Hexano 0,0 69 0,001
Diclorometano 3,1 41 1,6
1-Butanol 3,9 118 7,81
Acetato de Etila 4,4 77 8,7
Metanol 51 65 100
Etanol 5.2 78 100
Agua 9,0 100 100

Adaptado de Sarker et al. (2012).

Para a separacdo do primeiro extrato, utilizou-se na parti¢cdo liquido-liquido o n-
hexano como solvente apolar, obtendo-se assim, um extrato contendo somente compostos
apolares. A solucdo metandlica foi colocada em um funil de separacdo de dois litros, e em
seguida, 200 ml de n-hexano. O funil foi fechado e agitado vigorosamente por alguns
segundos de forma a misturar os solventes, e deixado em repouso até a completa separacdo
das duas fases (Figura 5.9A). Por ser mais densa, a solu¢cdo metandlica foi a primeira a ser
retirada, e em seguida o n-hexano. A camada metandlica foi reservada para a préxima
etapa.

Adicionou-se sal de sulfato de sodio P.A. (Na,SO,4) ao becker com a solu¢édo de n-
hexano. O sulfato de sddio se liga a agua presente na solucéo e precipita, evitando que
compostos ligados a agua (polares) pudessem ficar no extrato hexanico, interferindo no
experimento. Na sequéncia, foi feita a filtragem da solucdo de n-hexano para um baldo

devidamente esterilizado e pesado, utilizando-se filtro de papel comum, com o objetivo de
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remover o sal de sulfato de sddio da solucdo (Figura 5.9B). O baldo foi encaminhado para
um evaporador rotativo até a completa evaporagdo do solvente.

O extrato hexanico apresentou uma coloracdo amarelada, pois o n-hexano por ser
apolar realiza a extracdo dos lipidios presentes no extrato metandlico bruto, fazendo a

chamada “desengorduragdo” do extrativo (Figura 5.9C).

Figura 5. 9. (A) Formacao das duas camadas imisciveis no funil de separacao (camada
hexanica acima e metanolica embaixo); (B) filtracdo do sulfato de sodio utilizado para
retirada da agua presente no extrato hexanico; (C) extrato hexanico pronto para a
evaporacéo do solvente no evaporador rotativo. Foto: Autor.

A separacdo do extrato foi feita em cada triplicata (Figura 5.10A). Assim, 0s trés
balGes, com o extrato hexanico, foram colocados em uma estufa a vacuo a 45°C por 24
horas. Ao final desse periodo, foram retirados da estufa, levados a um dessecador por 15
minutos, e pesados. O extrato hexanico nos trés balbes foi raspado e armazenado a + 5°C

em refrigerador até sua utilizacdo no teste de inibig&o (Figura 5.10B e Figura 5.10C).
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Figura 5. 10. (A) evaporacdo do solvente no evaporador rotativo; (B) extrato sem o
solvente no baldo; (C) extrato hexanico reservado apds raspagem do baldo. Foto: Autor.

Continuando com o processo de separacdo dos extratos, a camada metandlica
reservada apos a separagdo com o n-hexano foi evaporada até a secagem completa no
evaporador rotativo e entdo dissolvida em 300 mL de &gua por 24 horas para a formagédo da
solucgéo aquosa. Essa solucdo formou todas as camadas aquosas nas extragdes subsequentes
até o final do processo.

Para a obtencdo do extrato diclorometanico foi adicionado a solugdo aquosa, 200
mL de diclorometano por baldo. A particho com diclorometano apresentou uma
particularidade durante o processo de separacao em todas as espécies, que foi a presenca de
emulsdo apds a agitacdo no funil de separacdo e isso interferiu na visualizacdo da distingdo
nitida entre as duas camadas (Figura 5.11).

Para contornar esse problema foi adicionado cloreto de sédio P.A. (NaCl) em
pequenas quantidades na suspensdo até que a emulsdo desaparecesse. O cloreto de sddio
foi escolhido para remocdo da emulsdo por néo interferir no processo de separacdo dos

extratos.
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Figura 5. 11. Formacao de emulsdo durante a separa¢do com o diclorometano. Foto: Autor.

O extrato diclorometanico foi separado, pesado e armazenado conforme o0s
procedimentos adotados para 0 extrato hexanico, e a camada com a solu¢do aquosa foi
reservada para a proxima etapa de separacdo. O processo de particdo liquido-liquido foi
repetido por trés vezes para cada triplicata.

Posteriormente, a solugdo aquosa recebeu 200 mL de acetato de etila, sendo
particionada cada triplicata por trés vezes. Similarmente as etapas pregressas, 0 extrato do
acetato de etila foi separado, pesado e armazenado conforme os procedimentos adotados
para o extrato hexanico e diclorometénico, e a camada aquosa foi reservada para a ultima
separacdo de compostos com o 1-butanol.

O 1-butanol, devido ao seu alto ponto de ebulicdo (118°C), dificultou bastante a
evaporacdo do solvente no evaporador rotativo, mesmo com a baixa pressdo durante as
primeiras tentativas. A solucdo foi aumentar gradualmente a temperatura do banho-maria,
avaliando a velocidade de evaporagdo do solvente. A temperatura de 60°C a baixa pressdo
permitiu que a evaporacdo do 1-butanol fosse realizada de maneira eficiente e a uma
temperatura relativamente baixa.

Apds a separacdo do extrato butanolico, a camada aquosa restante, composta com
0s metabdlitos secundarios com maior afinidade pela agua, foi descartada por causa da
presenca do cloreto de sodio utilizado para remocdo da emulsdo, inviabilizando a

liofilizacdo para avaliagdo futura dos possiveis metabolitos ainda restantes.
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5.4.  Testes de inibicdo do crescimento fungico

Para avaliagdo da atividade antifingica dos diferentes extratos obtidos foram
utilizados os mesmos fungos testados no ensaio de apodrecimento acelerado: Trametes
versicolor, Pycnoporus sanguineus, Gloeophyllum trabeum e Gloeophyllum striatum. A
inibicdo do crescimento fungico in-vitro dos extratos foi avaliada usando o teste de difuséo
em placas de Petri conforme Medeiros et al. (2016), com modificaces.

Foi preparado meio de cultura preparado com uma mistura de 30 g de extrato de
malte e 18 g de agar em 1 L de &gua deionizada pré-aquecida. Esse meio foi esterilizado
em autoclave a temperatura de 121°C por 30 minutos. Durante esse periodo a capela de
fluxo laminar foi limpa e esterilizada com etanol absoluto e irradiada com luz ultravioleta
por 15 minutos, para esterilizacao.

Apds 30 minutos do meio de cultura na autoclave foram colocados 15 mL deste
meio por placa de Petri. As placas eram lisas, de poliestireno descartavel de 90 x 15 mm e
0 meio foi depositado com o auxilio de um pipetador. As placas foram protegidas com
plastico parafilm e mantidas em uma incubadora com umidade de 75 + 2% e temperatura
de 25 + 2°C por 72 horas.

Em cada placa foram colocados dois indculos na posi¢do “A” com 6 mm de
didmetro, contendo micélios do fungo a ser avaliado (Figura 5.12), e posteriormente
encaminhados para uma incubadora com umidade de 75 £+ 2% e temperatura de 25 + 2°C
de modo a permitir o adequado desenvolvimento micelial. O tempo de crescimento de cada
um dos fungos nas placas foi avaliado em triplicata.

O tempo de crescimento foi calculado quando o fungo cobria toda a extensdo da
placa de Petri, a partir do crescimento dos dois micélios colocados na posi¢do “A”. Os
fungos Trametes versicolor e Pycnoporus sanguineus cobriram a placa em 7 dias, ja 0s

fungos Gloeophyllum trabeum e Gloeophyllum striatum, em 14 dias.
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IG mm

Figura 5. 12. Mapa de posicionamento na placa de Petri. (A) micélio; (B) local de
deposicéo do extrato particionado. Fonte: Adaptado de Medeiros et al. (2016).

De posse desses valores, 0s cinco extratos separados por espécie de madeira na
etapa anterior (extrato hexanico, extrato diclorometanico, extrato do acetado de etila e
extrato butandlico) foram preparados para o teste de difusdo. O nimero de repeticBes para
cada extrato pode ser observado na Tabela 5.3. Nas amostras controle foi inoculado

somente o etanol (teste em branco), para avaliar se o solvente promovia inibi¢éo do fungo.

Tabela 5. 4. NUmero de repeticdes por placa utilizada em cada extrato.

Fungo Extrato Repeticbes
metandlico bruto (EMB) 10
hexéanico (Hex) 10
Trametes versicolor diclorometanico (DCL) 10
acetato de etila (AcEtl) 10
butandlico (But) 10
Controle 3
metandlico bruto (EMB) 10
hexéanico (Hex) 10
Pycnoporus sanguineus diclorometanico (DCL) 10
acetato de etila (AcEtl) 10
butandlico (But) 10
Controle 3
metandlico bruto (EMB) 10
hexéanico (Hex) 10
Gloeophyllum trabeum diclorometanico (DCL) 10
acetato de etila (AcEtl) 10
butandlico (But) 10
Controle 3
metandlico bruto (EMB) 10
hexanico (Hex) 10
Gloeophyllum striatum diclorometanico (DCL) 10
acetato de etila (AcEtl) 10
butandlico (But) 10
Controle 3

52



Para avaliar a atividade inibitoria de cada extrato, utilizou-se uma concentragéo
varidvel baseada na porcentagem separada de cada extrato em relacdo ao extrato
metanolico bruto obtido na maceracéo (Tabela 5.4).

Tabela 5. 5. Porcentagem separada de cada extrato e concentracdo utilizada no teste de
difusdo em placas.

Espécies de madeira HEX DCL  AckEtl But
Pterodon abruptus % seQarada 1,67 2,42 18,76 22,38
Concentragdo (mg/mL) 0,0167 0,0242 0,1876 0,2238

Diptychandra aurantiaca % sep~arada 571 2,21 3,28 477
Concentracdo (mg/mL) 0,0571 0,0221 0,0328 0,0477

Terminalia fagifolia % seQarada 0,87 0,30 2,60 2,69
Concentracdo (mg/mL) 0,0087 0,0030 0,0260 0,0269

Machaerium acutifolium % seQarada 0,72 0,28 12,39 3,15
Concentragdo (mg/mL) 0,0072  0,0028 0,1239 0,0315

% separada 1,45 0,38 0,17 2,95

Aspidosperma multiflorum o contracio (mg/mL)  0,0145  0,0038  0,0017  0,0295

Hex — extrato hexanico; Dcl — extrato diclorometanico; AcEtl — extrato do acetato de etila e But — extrato
butandlico.

A aliquota de 1 g retirada do EMB ap6s o processo de maceracdo de todas as
espécies foi dissolvida em etanol absoluto utilizando-se um baldo volumétrico de 100 mL
para ser utilizado no teste de difusdo. Em algumas espécies nao houve a total dissolu¢édo do
EMB no etanol, sendo necessario utilizar uma lavadora ultra-sénica marca UNIQUE,
modelo UltraCleaner 1600, por uma hora a fim de garantir a homogeneidade da solucao.

Foi realizado um teste exploratério para avaliar a quantidade de solucdo necesséaria
por placa de Petri, capaz de promover inibicdo. Foram testados os volumes de 20, 200,
250, 300, 350 e 400 pL por placa, seguindo as concentracdes separadas. O melhor
resultado foi obtido com o volume de 300 pL.

5.4.1. Inoculacdo dos extratos nas placas

As placas foram preparadas com dois discos de micélios de 6 mm de diametro,
cortados com o auxilio de um vazador de rolha, e colocados na posi¢cdo A da placa de Petri.
Em seguida, os cinco extratos separados foram inoculados na posicdo B de cada placa de
Petri nas concentracOes calculadas (Figura 5.12). O mesmo procedimento foi utilizado para
as placas controle, utilizando ao invés do extrato somente etanol absoluto.

Ap0s a deposicao, as placas foram deixadas em repouso sobre a bancada da capela

até a completa evaporagdo do etanol. Todas as placas foram entdo fechadas com pléstico
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parafilm e encaminhadas para a incubadora visando o pleno desenvolvimento do fungo
(Figura 5.13).

Figura 5. 13. (A) aplicacdo do extrato na placa ja inoculada; (B) placas com os diferentes
extratos na incubadora. Foto: Autor.

5.4.2. Analise do efeito antifungico dos extratos separados

A avaliacdo do efeito inibitorio dos diferentes extratos foi realizada por meio da
analise da imagem tirada de cada placa apds o prazo de crescimento para cada tipo de
fungo. Essa analise foi feita utilizando-se um software livre de tratamento de imagens
denominado Imagel, medindo a zona de inibicdo ao redor de cada disco contendo o0s
micélios de fungo ja depositados na placa de Petri.

Ap6s o periodo definido para o crescimento de cada fungo, as placas foram
retiradas da incubadora e posicionadas em cima de uma cartolina preta, com o objetivo de
realcar o contraste. A parte superior da placa de Petri foi removida e as fotos foram tiradas
no laboratdrio de fungos, que possui uma fonte difusa de luz, de forma a obter a melhor
imagem.

As fotos foram tiradas com um uma cimera de Iphone 6®, com 8 megapixels, sem
flash e sem zoom, posicionado a uma distancia vertical de 12 cm da bancada, conforme
metodologia estabelecida por Medeiros et al. (2016). As imagens coloridas foram obtidas
no formato JPEG, sendo em seguida analisadas pelo software ImageJ pelo processo de
limiarizacdo. Nesse processo, a imagem original colorida é transformada em uma imagem
em preto e branco de 8 bits, sendo em seguida limiarizada.

A limiarizagdo corresponde & transformacdo da &rea ocupada pelo fungo
transformada em uma imagem branca. Com base no tamanho da placa de Petri essa area €
calculada pelo software em porcentagem de placa ocupada pelo fungo. Esse processo esta
ilustrado na Figura 5.14.
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Figura 5. 14. Processo de transformacao da imagem: (A) imagem original; (B) imagem em
8 bits; (C) imagem limiarizada. Efeito do EMB na primeira linha e do extrato butandélico na
segunda linha da espécie D. aurantiaca sobre o fungo Pycnoporus sanguineus.

O software ImageJ fornece a porcentagem total da area da placa de Petri que o
fungo preencheu. O percentual de inibicdo foi calculado conforme metodologia proposta
por Cheng et al. (2011), conforme demonstrado na Equacéo 5.3.

AE
PI = (1-52)x 100 (5.3)
AC

Em que:

Pl = porcentagem de inibicéo (%).

AE = area ocupada pelos fungos nos extratos (%);

AC = érea ocupada pelos fungos nas placas controle (%).

5.5.  Analises estatisticas

Foi avaliada a presenca de outliers e promoveu-se a remocdo destes dados dos
calculos, com base na metodologia estabelecida por Hoaglin et al. (1986).

Neste trabalho utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, uma vez que

0s dados ndo apresentaram normalidade pelo Teste de Shapiro-Wilk, e nem
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homogeneidade das variancias pelo Teste de Levene. A analise foi baseada em trés
tratamentos (percentual de inibicdo dos extratos, fungos e espécies de madeiras) ao nivel
de significancia de 5%.

A avaliacdo ndo paramétrica post hoc foi realizada por meio da comparagdo de
pares entre os diversos fatores avaliados, de forma a avaliar se houve realmente influéncia
dos metabdlitos secundarios presentes em cada extrato na resisténcia da madeira. O

software utilizado foi o SPSS v. 21.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. Durabilidade natural em ensaio acelerado

As cinco espécies de madeiras da Caatinga submetidas aos fungos de podridao
branca e parda apresentaram grande variagdo na perda de massa. Segundo Schwarze
(2007) isso pode ser ocasionado ndo apenas pelas diferencas anatdbmicas entre as espécies,
mas também pela presenca de diferentes compostos antifungicos no extrativo das madeiras
(DIX; WEBSTER, 1995).

Essas diferencas de perda de massa para cada tipo de fungo e entre espécies de
madeiras corroboram os dados apresentados na literatura, que indicam uma alta
heterogeneidade entre as madeiras de angiospermas (DANIEL et al., 1991).

Os resultados de perda de massa obtidos no ensaio de apodrecimento acelerado
permitem afirmar que as espécies Pterodon abruptus e Diptychandra aurantiaca foram
classificadas como altamente resistentes aos quatro fungos apodrecedores. Estas espécies
apresentaram os maiores teores de extrativos removidos pelo processo de macera¢do com
metanol, uma indicagdo positiva da influéncia dos metabdlitos na sua resisténcia.

A média de perda de massa e as respectivas classes de resisténcia das cinco
espécies madeireiras da Caatinga submetidas ao ataque dos quatro fungos apodrecedores

podem ser observadas nas Tabelas 6.1.
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Tabela 6. 1. Valores médios de perda de massa e classe de resisténcia das cinco espécies de
madeiras da Caatinga submetidas ao ataque de quatro fungos apodrecedores.

Perda de massa (%0)

Espécies de madeira Trametes Pycnoporus  Gloeophyllum  Gloeophyllum
versicolor  sanguineus trabeum striatum
Am 5,90ab 7,63b 5,54a 8,83b
Pterodon abruptus
Classe AR AR AR AR
Am 2,49 4,58b 3,77b 4,72b
Diptychandra aurantiaca
Classe AR AR AR AR
Am 14,11b 5,20a 4 55a 4.12a
Terminalia fagifolia
Classe R AR AR AR
Am 17,44a 14,41a 16,18a 12,41a
Machaerium acutifolium
Classe R R R R
Am 11,57a 14,96a 31,68b 28,13b
Aspidosperma multiflorum
Classe R R RM RM

Letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagdo de pares ao nivel de 5% de
probabilidade. Am — Perda de massa; Classe: AR — Altamente Resistente; R — Resistente; RM — Resisténcia Moderada e
NR — Néo Resistente.

6.1.1. Pterodon abruptus

P. abruptus foi classificada como altamente resistente aos quatro fungos, uma vez
que a perda de massa ficou entre 5,90% e 8,83% (Tabela 6.1). A perda de massa entre 0s
dois fungos de podriddo parda Gloeophyllum trabeum e Gloeophyllum striatum foi
considerada significativa. Para Gloeophyllum trabeum a espécie apresentou a menor perda
de massa (5,54%) e para o Gloeophyllum striatum a maior (8,83%). Essa diferenca na
perda de massa pode ter sido ocasionada por diferencas de metabolismo e ataque
enzimatico de cada fungo, uma vez que o substrato de madeira foi o mesmo.

Avaliando o gréfico box plot da Figura 6.1, observa-se que o fungo Pycnoporus
sanguineus promoveu a maior variacdo na perda de massa da espécie Pterodon abruptus.
Ja os resultados do Trametes versicolor apresentam valores intermediarios de perda de
massa, uma vez que estdo ligados estatisticamente tanto a menor perda de massa, quanto

aos maiores valores (Figura 6.1).
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Teste de Kruskal-Wallis de Amostras Independentes
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Figura 6. 1. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie P.
abruptus.

6.1.2. Diptychandra aurantiaca

A espécie D. aurantiaca foi a que apresentou a menor perda de massa em todo o
ensaio de apodrecimento acelerado (2,49%), sendo classificada como altamente resistente
aos quatros fungos (Tabela 6.1).

Houve diferenca estatistica significativa, para a perda de massa, provocada pela
acao dos fungos Trametes versicolor e os fungos Pycnopors sanguineus, Gloeophyllym

trabeum e Gloeophyllum striatum (Figura 6.2).
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Figura 6. 2. Grafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
Diptychandra aurantiaca.
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A maior perda de massa foi ocasionada pelo fungo Gloeophyllum striatum, porém,
ainda assim, muito pequena (4,72%). Os baixos valores de perda de massa apresentados

pelos quatro fungos demonstram a alta resisténcia desta espécie.

6.1.3. Terminalia fagifolia

A espécie T. fagifolia foi classificada como altamente resistente ao ataque dos
fungos Pycnoporus sanguineus (5,20%), Gloeophyllum trabeum (4,55%) e Gloeophyllum
striatum (4,12%), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa pelo teste de
Kruskal-Wallis para perda de massa entre estes fungos. No entanto, o fungo Trametes
versicolor (14,11%) foi classificado como resistente e apresentou diferenca significativa
com os demais (Tabela 6.1). Esta maior perda de massa obtida com o T. versicolor indica
uma baixa eficiéncia dos metabolitos secundarios em inibir o crescimento deste fungo,
mesmo apresentando alta densidade. Essa grande variagdo na perda pode ser observada na
Figura 6.3.

Segundo Ayres e Chaves (2010), Garcez et al. (2003) e Sousa et al. (2007), as
plantas do género Terminalia sdo ricas em triterpenos pentaciclicos e seus derivados
glicosilados, flavonoides, taninos, compostos fendlicos e outros compostos aromaticos com
conhecida atividade antifungica (ARIF et al., 2011), corroborando os resultados deste

estudo para o ensaio de apodrecimento acelerado do P. sanguineus, G. trabeum e G.

striatum.
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Figura 6. 3. Grafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
Terminalia fagifolia.
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Observando a figura 6.3 pode-se observar a elevada variagdo de perda de massa

provocada pelo fungo Trametes versicolor nesta espécie, em relacdo aos demais fungos.

6.1.4. Machaerium acutifolium

A espécie M. acutifolium apds o ensaio de apodrecimento acelerado apresentou
perda de massa superior a 10% para todos os fungos, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa. Dessa forma, esta espécie foi classificada como resistente ao
ataque dos quatro fungos.

As maiores perdas de massa para esta espécie foram observadas nos fungos T.
versicolor (17,44%) e G. trabeum (16,18%). A Figura 6.4 mostra a alta variagdo na perda

de massa provocada pelos quatro fungos, em especial no T. versicolor e no G. trabeum.
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Figura 6. 4. Gréafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
Machaerium acutifolium.

6.1.5. Aspidosperma multiflorum

Essa espécie apresentou a menor resisténcia entre as cinco avaliadas, sendo
classificada como resistente aos fungos de podridao branca Trametes versicolor (11,57%) e
Pycnoporus sanguineus (14,96%). Aspidosperma multiflorum foi moderadamente
resistente aos fungos de podridao parda Gloeophyllum trabeum (31,68%) e Gloeophyllum
striatum (28,13%), representando as duas maiores perda de massa entre todos o0s
tratamentos. Essa diferenca obtida entre os fungos de podriddo branca e parda foi

significativa estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (Tabela 6.1).
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A alta perda de massa observada nos fungos de podriddo parda (Gloeophyllum
trabeum e Gloeophyllum striatum) podem indicar uma maior facilidade de atuacdo das
enzimas produzidas por essa categoria de fungos na obtencéo de energia ou baixa atividade

antifingica dos compostos presentes no extrativo desta espécie (Figura 6.5).
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Figura 6. 5. Grafico box plot da perda de massa dos quatro fungos para a espécie
Aspidosperma multiflorum.

6.2. Metabolitos secundarios

O teor de umidade da madeira € um dado importante para que possa ser
corretamente calculado o peso seco da amostra e o teor de extrativos da madeira. Os
valores de teor de umidade e teor de extrativos totais obtidos com a maceragdo em metanol

eoncontra-se na Tabela 6.2.

Tabela 6. 2. Teores de umidade e extrativos das cinco espéecies de madeiras da Caatinga.

Espécies de madeiras (%)

Pterodon  Diptychandra  Terminalia Machaerium Aspidosperma

abruptus aurantiaca fagifolia acutifolium  multiflorum
Teor de 10,29 9,32 10,37 9,18 9,31
umidade
Teor de 10,51 747 13,52 6.66 287

extrativos*

* Valor médio obtido com base em cada uma das amostras de madeira em triplicata (120 g).

A Tabela 6.3 apresenta o total separado em cada um dos extratos com os solventes
de diferentes polaridades utilizados, a partir do extrato metanolico bruto, e a porcentagem

da solugéo aquosa nédo separada ao final do processo.
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Tabela 6. 3. Percentual separado em cada extrato ao final do processo.

Espécies de madeiras (%)

Extrato Pterodon Diptychandra Terminalia Machaerium Aspidosperma
abruptus aurantiaca fagifolia  acutifolium  multiflorum
Hexanico 1,67 5,71 0,87 0,72 1,45
Diclorometéanico 2,42 2,21 0,30 0,28 0,38
Acetato de Etila 18,76 3,28 2,60 12,39 0,17
Butanolico 22,38 4,77 2,69 3,15 2,95
Solucdo aquosa 54,77 84,03 93,53 83,46 95,05
EMB total 100 100 100 100 100

A espécie P. abruptus apresentou o segundo maior teor de extrativos (10,51%) e a
maior quantidade de extratos diclorometanico (2,42%), acetato de etila (18,76%) e
butandlico (22,38%), bem como o menor percentual de solucdo agquosa nao separada
(54,77%) entre as cinco espécies estudadas.

Apesar de apresentar o terceiro maior teor de extrativos obtidos com a maceracéo
em metanol entre as cinco espécies testadas (7,47%), a espécie D. aurantiaca foi a espécie
mais resistente no ensaio de apodrecimento acelerado, demonstrando o alto poder
antifingico dos compostos presentes em seu extrativo. Além disso, esta espécie apresentou
0 maior percentual separado de extrato hexanico (5,71%) durante o processo de separacao
dos extratos.

Na maceracdo com metanol a Terminalia fagifolia apresentou o maior teor de
extrativos entre as cinco espécies estudadas (13,52%), porém, a quantidade separada de
cada um dos extratos foi muito baixa quando comparada com o volume total obtido,
apresentando inclusive o menor volume separado do extrato butanélico (2,69%). A maior
parte do extrato ndo foi separada durante todo o processo (93,53%), mostrando a maior
afinidade dos compostos presentes neste extrativo com a solucdo aquosa restante ao final
do processo de separacdo, nao se ligando, dessa forma, a nenhum dos diferentes solventes
utilizados na separacéo.

Em relacdo ao teor de extrativos, a espécie Machaerium acutifolium (6,66%),
obteve um percentual muito semelhante ao da espécie Diptychandra aurantiaca (7,47%), a
espécie mais resistente no ensaio de apodrecimento acelerado, demonstrando que apenas o

teor de extrativos ndo € um fator suficiente para avaliacdo da durabilidade natural de
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madeiras (SILVA; SOUZA, 2016). Os percentuais separados na M. acutifolium do extrato
do acetato de etila (12,39%) e extrato butandlico (3,15%) se destacaram positivamente dos
demais, no qual o extrato hexanico (0,72%) e extrato diclorometanico (0,28%) foram as
menores concentracles separadas entre todas as espécies de madeiras estudadas.

Os resultados acerca da maceragdo com metanol e separacdo dos diferentes extratos
da espécie Aspidosperma multiflorum demonstraram que essa espécie de madeira possui 0
menor teor de extrativos (2,87%) e a maior porcentagem de metabdlitos secundarios nao
separados (95,05%) entre as cinco espécies, bem como a menor por¢do do extrato de
acetato de etila (0,17%). Esse fato pode ter influenciado no teste de difusdo em placas, uma
vez que foram testadas quantidades muito pequenas dos extratos por fungo para esta
espeécie.

Ao final do processo, puderam-se observar diferencas na coloracdo, consisténcia e

estado fisico entre todos os extratos obtidos, conforme ilustrado na Figura 6.6.

Figura 6. 6. Extratos obtidos da espécie Machaerium acutifolium. Da esquerda para a
direita;: EMB; extrato hexanico; extrato diclorometanico; extrato do acetato de etila e
extrato butandlico. Foto: Autor.

6.3.  Potencial de inibicao
Os valores médios de inibicdo dos diferentes extratos por espécies de madeira da
Caatinga aos quatro fungos apodrecedores podem ser observados nas Tabelas 6.4 e 6.5.
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Tabela 6. 4. Valores médios de inibicdo do crescimento das hifas e perda de massa no ensaio de apodrecimento acelerado dos fungos de podriddo
branca Trametes versicolor e Pycnoporus sanguineus para as cinco espécies de madeiras da Caatinga.

Pterodon Diptychandra Terminalia Machaerium Aspidosperma
abruptus aurantiaca fagifolia acutifolium multiflorum
v PS TV PS v PS v PS TV PS

Extrato metandlico bruto 14,89 10,87 @ 10,22 41,48 2,23 4,55 4,62 12,18 0,00 0,00

Extrato hexanico 26,78 0,32 2,42 29,61 0,34 0,00 1,54 0,00 0,05 3,73

Extrato diclorometanico 7,22 0,00 1,46 24,64 0,00 0,00 3,97 2,56 0,00 2,71

Extrato do Acetato de Etila 0,54 3,68 0,00 16,23 0,00 0,00 3,01 6,88 0,01 5,88

Extrato butandlico 1,21 1,44 0,00 14,42 0,00 5,99 2,18 10,14 0,21 6,77

Perda de Massa 5,90 7,63 2,49 4,58 14,11 5,20 @ 17,44 14,41 | 11,57 14,96

TV — Trametes versicolor; PS — Pycnoporus sanguineus.
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Tabela 6. 5. Valores médios de inibigcdo do crescimento das hifas e perda de massa no ensaio de apodrecimento acelerado dos fungos de podriddo
parda Gloeophyllum trabeum e Gloeophyllum striatum para as cinco espécies de madeiras da Caatinga.

Pterodon Diptychandra Terminalia Machaerium Aspidosperma
abruptus aurantiaca fagifolia acutifolium multiflorum
GT GS GT GS GT GS GT GS GT GS

Extrato metanélico bruto 7,88 21,59 |« 42,61 19,05 0,01 0,21 = 28,94 27,70 0,00 0,00

Extrato hexanico 0,85 0,00 7,11 8,46 0,65 0,00 @ 13,92 0,95 0,00 0,00

Extrato diclorometanico 0,00 0,00 4,57 1,48 0,00 0,00 0,00 2,11 0,00 0,00

Extrato do Acetato de Etila 7,58 0,06 1,48 1,75 0,00 0,00 0,54 3,68 0,00 0,00

Extrato butandlico 6,79 0,00 2,02 0,00 0,55 0,97 1,54 0,65 0,00 0,00

Perda de Massa 5,54 8,83 3,77 4,72 4,55 4,12 | 16,18 12,41 @ 31,68 28,13

GT — Gloeophyllum trabeum; GS — Gloeophyllum striatum
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6.3.1. Pterodon abruptus

Avaliando as Figura 6.7, observa-se que 0s extratos do acetato de etila e butandlico,
apesar do maior percentual separado, tiveram efeito inibitério consideravel apenas no
fungo G. trabeum, evidenciando que a quantidade total de extrativos, ndo necessariamente

significa alta atividade antifingica dos metabdlitos secundarios.
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Figura 6. 7. Valores médios de inibi¢do fungica dos diferentes extratos da espécie P.
abruptus.

Os metabdlitos secundarios presentes no extrato hexano como esteroides, terpenos
e acetofenonas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998) inibiram fortemente o Trametes
versicolor (26,78%) e quase nada nos demais. Este fato mostra que os compostos desse
extrato provavelmente ndo apresentam efeito antifingico para os demais fungos, uma vez
que as diferencas morfoldgicas entre eles alteram o nivel de sensibilidade de cada um a
esse extrato.

Brand et al. (2006), e citado por Brocco et al. (2017) mencionam o efeito
sinergético dos compostos quimicos presentes no extrativo, destacando que certos
metabolitos quando usados sozinhos tem pouco ou nenhum efeito na resisténcia da
madeira, porém, quando combinados, podem produzir um grande aumento na resisténcia
da madeira.

A alta inibicdo promovida pelo extrato hexanico (26,78%) superou inclusive a

inibicdo provocada pelo EMB (21,59%), que possui todos 0s compostos quimicos e
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potencial mé&ximo de sinergia entre eles. Esse resultado demonstra o efeito da
especificidade dos metabdlitos secundarios do extrato hexanico desta espécie na inibigdo
do crescimento fungico, superando o efeito sinérgico entre 0s compostos presentes no
EMB.

O extrato diclorometanico promoveu uma pequena inibicdo (7,22%) somente do
fungo T. versicolor, indicando a especificidade dos metabolitos secundarios presentes neste
extrato, como as lignanas, flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos e
cumarinas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998), contra a atuacdo deste fungo.

Comparando os resultados obtidos no ensaio de apodrecimento acelerado com o
teste de difusdo em placas, observa-se que os fungos T. versicolor e G. trabeum
promoveram a menor perda de massa na espécie Pterodon abruptus no ensaio de
apodrecimento acelerado, e foram os fungos mais inibidos no teste de difusdo em placa de
Petri, apesar da alta inibigdo provocada somente pelo EMB no G. striatum (21,59%). Isso
demonstra o efeito positivo do teste de difusdo com os diferentes extratos separados, em
representar a potencial perda de massa desta espécie de madeira no ensaio de

apodrecimento acelerado.

6.3.2. Diptychandra aurantiaca

Os dados apresentados no teste de difusdo em placa de Petri apresentaram boa
relacdo com os resultados encontrados no ensaio de apodrecimento acelerado, com excecao
dos resultados deste mesmo teste para o fungo T. versicolor, uma vez que no ensaio de
apodrecimento acelerado a espécie D. aurantiaca apresentou a menor perda de massa para
este fungo (2,49%), porém, no teste de difusdo, os diferentes extratos promoveram uma
baixa inibicdo do fungo T. versicolor e uma elevada inibicdo nos demais (Figura 6.8).
Pode-se inferir que, como 0s extratos ndo provocaram uma inibicdo significativa no
crescimento do T. versicolor, a baixa perda de massa observada para este fungo se deu em
razdo das propriedades anatdmicas da madeira desta espécie e/ou devido a baixa eficiéncia

dos metabolitos secundarios em inibir este fungo.
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Figura 6. 8. Valores médios de inibi¢&o fungica dos diferentes extratos da espécie D.
aurantiaca.

No geral, os diferentes extratos desta espécie mostraram uma grande capacidade
de inibicdo, sendo mais forte no EMB em funcdo de um possivel efeito sinergético dos
metabdlitos secundarios presentes neste extrato, com inibi¢cbes acima de 40% para 0s
fungos P. sanguineus e G. trabeum. Esta sinergia pode ser observada na inibicdo dos
quatro fungos, mas principalmente no fungo Pycnoporus sanguineus, onde a atividade
antifingica do extrativo torna-se mais fraca conforme foram sendo realizadas as

separagdes a partir do EMB até o extrato butan6lico, com a menor inibicdo.

6.3.3. Terminalia fagifolia

fagifolia, observou-se que quase nao houve inibicdo promovida pelos cinco extratos,
contrariando a alta resisténcia da espécie ao ataque dos quatro fungos apodrecedores no
ensaio de laboratorio.

O baixo percentual de inibicdo apresentando por esta espécie pode ter sido
provocado pela alta quantidade de extrativo que permaneceu na solugdo aquosa ao final do
processo de separacdo (93,53%). Este fato reforca a teoria de que a maior parte dos
compostos quimicos inibitdrios desta espécie teve maior afinidade com a &gua, ndo sendo

separados com os solventes organicos utilizados durante os processos de particionamento,
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e nesse caso, estes metabolitos secundarios ndo foram utilizados no teste de difusdo, sendo

descartados.

Apesar da baixa inibicdo ocorrida no teste de difusdo em placas, a Figura 6.9
demonstra o efeito sinérgico dos componentes quimicos presentes no EMB, bem como o
efeito individual dos componentes presentes no extrato butandlico para os fungos Trametes

versicolor e Pycnoporus sanguineus.

Terminalia fagifolia

45,00 -
40,00 -
35,00
18 30,00 -
& 25,00 A
=
£ 20,00 -
X 15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 i
o > 2 |:' = o P 2 |:' | o > 2 }—_1 | [aa)] > 2 |:' |
2 T35 3232832 f3 832 F3 453
< < < <
v PS | GT | GS |

Extratos por fungo

Figura 6. 9. Valores médios de inibicéo fungica dos diferentes extratos da espécie
Terminalia fagifolia.

6.3.4. Machaerium acutifolium

A atividade antifungica promovida pelos diferentes extratos da espécie
Machaerium acutifolium apresentou um resultado similar ao obtido no ensaio de
apodrecimento acelerado em laboratdrio, uma vez que em todos os fungos foi observado
um pequeno percentual de inibi¢do no teste de difusédo promovido pelos cinco extratos.

Os componentes presentes no EMB apresentaram os maiores valores de inibicdo,
principalmente para os fungos P. sanguineus, G. trabeum e G. striatum (Figura 6.10).
Além desses, foram observados valores significativos de inibicdo no extrato hexanico para
o fungo G. trabeum (13,92%), e no extrato butandlico (10,14%) e extrato do acetato de
etila (6,88%) para o fungo P. sanguineus.

No extrato do acetato de etila é possivel encontrar flavonoides, taninos, acidos

triterpénicos, saponinas e compostos fenolicos em geral, ja no extrato butandlico é possivel
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encontrar flavonoides glicosilados, taninos e saponinas, sendo muitas destas classes com
atividade antifungica ja confirmada (SARKER et al., 2012).
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Figura 6. 10. Valores médios de inibicao fungica dos diferentes extratos da espécie
Machaerium acutifolium.

A acdo antifungica promovida pela sinergia dos metabolitos secundarios presentes
no EMB promoveu a maior inibicdo nos fungos Gloeophyllum trabeum (28,94%) e
Gloeophyllum striatum (27,70%). No G. trabeum o extrato hexanico promoveu a segunda
maior inibicdo (13,98%), apesar da menor quantidade de extrato hexanico separado entre
as espécies estudadas (0,72%), demonstrando a alta acdo inibitéria dos compostos

quimicos presentes neste extrato.

6.3.5. Aspidosperma multiflorum

Os dados apresentados pelo teste de inibicdo em placas de Petri confirmaram os
resultados encontrados no ensaio de apodrecimento acelerado, principalmente em relacéo
aos fungos de podriddo parda, uma vez que nao houve inibicdo de nenhum dos cinco
extratos para esses dois fungos e no ensaio de apodrecimento acelerado ambos os fungos
promoveram as duas maiores perdas de massa em todo o experimento (Figura 6.11).

Em relacdo aos fungos de podriddo branca foi observada uma inibicdo minima
somente no Pycnoporus sanguineus. Para esse fungo apenas o EMB ndo promoveu
inibicdo, demonstrando que o efeito dos metabolitos secundarios separados nos demais
extratos tiveram maior atividade antifungica, com o extrato butanolico tendo a maior
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inibicdo (6,77%). A baixa inibicdo mostra que 0s metabdlitos secundérios desse extrato

possuem um baixo efeito antifungico.
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Figura 6. 11. Valores médios de inibicao fungica dos diferentes extratos da espécie
Aspidosperma multiflorum.

Para avaliacdo do efeito inibitério dos cinco extratos obtidos em relacdo aos quatro
fungos apodrecedores, realizou-se o somatdrio das inibi¢cées promovidas por cada um dos
cinco extratos como um todo (extrato metanolico bruto, extrato hexanico, extrato
diclorometanico, extrato do acetato de etila e extrato butanélico) nas cinco espécies de
madeiras submetidas aos quatro fungos (Tabela 6.6).

Tabela 6. 6. Valores totais de inibicdo promovidos pelos diferentes extratos nas cinco
espécies de madeiras da Caatinga submetidos aos quatro fungos apodrecedores.

Inibicao nas cinco espécies (%0)

Fungos
EMB Hex Dcl Acktl But
Trametes versicolor 31,96 31,13 12,65 3,56 3,6
Pycnoporus sanguineus 69,07 33,66 29,91 32,67 38,76
Gloeophyllum trabeum 79,44 22,52 4,57 9,59 10,91
Gloeophyllum striatum 68,54 9,41 3,59 5,49 1,62

EMB — Extrato metandlico bruto; Hex — Extrato hexanico; Dcl — Extrato diclorometanico; AcEtl — Extrato do Acetato de Etila; But — Extrato butandlico.
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Pode-se observar que o extrato metanolico bruto — EMB foi o mais ativo,
promovendo a maior inibicdo em trés dos quatro fungos, chegando préximo de 80% de
inibicdo no fungo de podridao parda Gloeophyllum trabeum. Este resultado demonstra o
significativo efeito inibitorio que a sinergia entre todos 0s compostos quimicos presentes
neste extrato promovem.

Dentre os extratos separados, o extrato hexanico se destacou dos demais. Os
compostos apolares contidos no extrato hexanico promoveram alta inibicdo dos fungos
Trametes versicolor, Pycnoporus sanguineus e Gloeophyllum trabeum. O fungo
Pycnoporus sanguineus foi inibido por todos os extratos, demonstrando a alta eficiéncia

dos metabdlitos secundarios das espécies estudadas contra este fungo (Figura 6.12).
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Figura 6. 12. Efeito inibitdrio dos diferentes extratos para os quatro fungos testados.

A avaliagdo acerca do efeito inibitorio de cada extrato pelo teste de difusdo em
placas de Petri representou bem a perda de massa mensurada no ensaio de apodrecimento
acelerado em quatro das cinco espécies testadas, no entanto, para a espécie Terminalia

fagifolia, a alta resisténcia apresentada no ensaio de apodrecimento acelerado ndo se
confirmou no teste de difuséo.
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7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Ao final deste trabalho foi possivel concluir que houve relagdo entre a inibicdo
promovida pelos metabdlitos secundarios presentes nos diferentes extratos das cinco
espécies de madeira da Caatinga e a resisténcia natural ao ataque de quatro fungos
apodrecedores, com excecdo da Terminalia fagifolia.

O presente trabalho serve como um primeiro passo, facilitando a pesquisa dentro
dos extratos com maior potencial inibitorio para cada tipo de fungo e estimulando a
continuidade de estudos com essas especies.

As espécies Pterodon abruptus e Diptychandra aurantiaca foram altamente
resistentes aos quatro fungos apodrecedores testados no ensaio de apodrecimento acelerado
em laboratorio. A espécie Terminalia fagifolia foi altamente resistente aos fungos P.
sanguineus, G. trabeum e G striatum, e apenas resistente ao fungo T. versicolor. A espécie
Machaerium acutifolium foi classificada como resistente aos quatro fungos apodrecedores
e a espécie Aspidosperma multiflorum foi classificada como resistente aos fungos T.
versicolor e P. sanguineus, e moderadamente resistente aos fungos de podridao parda G.
trabeum e G. striatum.

As cinco espécies apresentaram valores muito diversos quanto ao teor de extrativos
obtidos com a maceragcdo em metanol. Terminalia fagifolia apresentou o maior teor de
extrativo (13,52%), seguida por Pterodon abruptus (10,51%), Diptychandra aurantiaca
(7,47%), Machaerium acutifolium (6,66%) e Aspidosperma multiflorum (2,87%). Essas
diferengas também se refletiram na separacdo do extrato hexanico, extrato
diclorometanico, extrato do acetato de etila e extrato butandlico das cinco espécies.

O teste de difusdo em placas de Petri permitiu avaliar o efeito inibitério dos
metabolitos secundarios nos diferentes extratos para os quatro fungos apodrecedores e
inferir quais possiveis grupos de metab6licos secundarios apresentam maior potencial de
inibicdo do crescimento fingico para cada espécie de madeira, sendo muito variada a
inibicdo dos diferentes extratos para cada fungo apodrecedor. O extrato metandlico bruto
teve a maior atividade inibitoria entre os quatro fungos, sendo seguido pelo extrato
hexanico. Dessa forma, pode-se inferir que o extrato hexanico é um bom candidato para a
pesquisa de novos metabdlitos secundarios com atividade antifungica.

O estudo dos metabolitos secundarios de madeiras pode trazer muitos beneficios na
pesquisa de novos compostos quimicos, principalmente como preservantes de madeiras.
Este estudo fitoquimico pode aumentar o aproveitamento de muitas espécies subutilizadas

e desvalorizadas. Posto isto, recomenda-se:
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Identificar quimicamente 0s compostos bioativos responsaveis pela
atividade antifangica observada, bem como avaliar e entender os
mecanismos moleculares e os caminhos envolvidos na producdo destas
moléculas;

Realizar testes com a utilizacdo desses extratos em madeiras menos
resistentes naturalmente, de forma a avaliar se o grau de protecdo
promovido pelos metabdlicos secundarios consegue ser transferido a outras

espécies de madeiras;

Avaliar o potencial inibitério dos metabolitos secundarios restantes na
solugéo aquosa ao final do processo de separagéo;

Realizar outros testes com esses extratos, como o teste de dilui¢cdo ou a
bioautografia direta, de forma a comparar a eficiéncia de cada método;

Realizar esta metodologia com um menor nimero de espécies e fungos, uma
vez que a analise fica muito complexa, dificultando a visualizacdo dos

diversos resultados.
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Anexo 1. Resultado do teste de Kruskal-Wallis.

- . . Significancia
Espécies Valor de qui-quadrado  Grau de liberdade assintotica
Pterodon abruptus 26.673 3 .000**
Diptychandra aurantiaca 29.795 3 .000**
Terminalia fagifolia 18.678 3 .000**
Machaerium acutifolium 3.077 3 .380
Aspidosperma multiflorum 51.171 3 .000**

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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