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RESUMO

MARTINS, Vinicius Cantazini. POTENCIAL DA A(;AO ANTIFUNGICA DO LICOR
PIROLENHOSO DE Hovenia dulcis Thunb. A FUNGOS XILOFAGOS in vitro. 2017.
39f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia Florestal) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2017.

O presente trabalho foi realizado no municipio de Dois Vizinhos, no Laboratério de
Tecnologia da Madeira e no Laboratério de Fitossanidade da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, campus Dois Vizinhos-PR, com o objetivo de analisar
o potencial do licor pirolenhoso de Hovenia dulcis como inibidor natural em meios de
cultura inoculados com os fungos Trametes versicolor (podridao branca) e Neolentinus
lepideus (podridao parda). Os tratamentos utilizados no experimento foram: 0% (T1 -
testemunha), 0,5% (T2), 1% (T3), 2,5% (T4), 5% (T5) e 10% (T6) de concentragéo de
licor pirolenhoso em BDA. Os fungos Trametes versicolor e Neolentinus lepideus
foram inoculados em meios de cultura semi sélidos, por meio de discos de micélio dos
fungos ja em coldnia pura, e entdo levados a BOD, por 13 dias para crescimento das
coldnias. Para cada um dos tratamentos, foram utilizadas 8 placas de petri
(repeticoes) inoculadas com os fungos em meio de cultura BDA. Em concentracbes <
0,5% o licor pirolenhoso dificultou o desenvolvimento do fungo de podridédo branca.
Entretanto, em concentracdes > 0,5% o licor apresentou a¢ao inibidora ao crescimento
do fungo. Em relacéo ao fungo de podridao parda, verificou-se que apenas nas placas
da testemunha (0% de concentracdo de licor) o fungo desenvolveu-se. Em nenhum
dos outros cinco tratamentos o fungo conseguiu se desenvolver. Isso comprova o
efeito inibidor do licor pirolenhoso no controle do fungo. Com base na metodologia
empregada in vitro e com os resultados obtidos, conclui-se que o licor pirolenhoso da
madeira de Hovenia dulcis apresenta grande acdo inibidora. O mesmo mostrou-se
eficiente quando submetido ao tratamento aos fungos de madeira (podriddo branca —
Trametes versicolor e podridao parda — Neolentinus lepideus). Recomenda-se futuros
experimentos com concentracdes na faixa de 0,1% a 1% para avaliar qual a
concentracdo minima do produto que inibe o desenvolvimento dos fungos.

Palavras-chave: Tratamentos alternativos. Podriddo branca. Podriddo parda.

Hovenia dulcis. Licor pirolenhoso.



ABSTRACT

MARTINS, Vinicius Cantazini. POTENTIAL FOR THE ANTIFUNGAL ACTION OF
THE PYROLIGNOUS LIQUOR OF Hovenia dulcis Thunb. IN XYLOPHAGS FUNGI
in vitro. 2017. 39f. Conclusion of Course Work (Bachelor of Forestry Engineering) —
Federal Technological University of Parana. Dois Vizinhos, 2017.

The present work was be carried out in the municipality of Dois Vizinhos, in the Wood
of Technology Laboratory and in the Phytosanitary Laboratory of the Universidade
Tecnolégica Federal do Parand, Dois Vizinhos-PR campus, with the objective of
analyzing the potential of the pyroligneous liquor of Hovenia dulcis as a natural inhibitor
in culture media inoculated with the fungi Trametes versicolor (white rot) and
Neolentinus lepideus (brown rot). The treatments used in the experiment were: 0% (T1
- witness), 0.5% (T2), 1% (T3), 2.5% (T4), 5% (T5) and 10% (T6) concentration of
pyroligneous liquor in BDA. The fungi of Trametes versicolor and Neolentinus lepideus
were inoculated in the semi solids culture media, by means of mycelium discs of the
fungi already in pure colony, and then taken to BOD, for 13 days to grow the colonies.
For each of the treatments, 8 petri dishes (replicates) inoculated with the fungi in BDA
culture medium were used. At concentrations < 0.5% the pyrolignous liqueur made the
development of the white rot fungus difficult. However, in concentrations > 0.5% the
liquor presented inhibitory action to fungus growth. Regarding brown rot fungus, it was
found that only on the witness plates (0% liquor concentration) did the fungus develop.
In none of the other five treatments did the fungus develop. This proves the inhibitor
effect of pyroligneous liquor on fungus control. Based on the methodology employed
in vitro and the results obtained, it is concluded that the pyrolignous liquor of the
Hovenia dulcis wood has a great inhibitory action. The same proved to be efficient
when submitted to treatment in wood fungi (white rot - Trametes versicolor and brown
rot - Neolentinus lepideus). Future experiments with concentrations 0,1% to 1% are
recommended to assess the minimal concentration of the product that inhibits fungal
growth.

Keywords: Alternative treatments. White rot. Brown rot. Hovenia dulcis. Pyroligneous
liquor.



SUMARIO

L INTRODUGAO ..., 11
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt 13
2.1 OBIETIVO GERAL ....coooviieeeee ettt ettt 13
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooviviieeeeee ettt 13
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oooveieeeeeeee e, 14
3.1 UVA DO JAPAO (Hovenia dulcis Thunberg) .........ccceeveeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeens 14
3.2 PRODUTOS PRESERVANTES .....oooiiiiiecieeee ettt 15
3.3 LICOR PIROLENHOSO .....coiviiieeieicieeee ettt 16
3.4 FUNGOS XILOFAGOS ..ottt ettt saeaneas 17
A METODOLOGIA ...ttt ettt ettt 19
4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO .....cviiiiiieeceeeeee e 19
4.2 ABATE DE ARVORES .....cooiiiiiieie ettt ettt 19
4.3 CONFECCAO DE CAVACOS PARA PIROLISE........ccccvoovivivieceeseeennns 20
4.4 DESTILACAO SECA E EXTRACAO DO LICOR PIROLENHOSO ............ 21
4.5 PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA .....oovivceceeeee et 24
4.6 PREPARO DOS TRATAMENTOS .....oooiiviiiieceeeeeeteeeee e 25
4.7 INOCULAGCAO DOS FUNGOS.......ooeeeeieeeteeeeeee e 26
4.8 ANALISE ESTATISTICA ..ot 27
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .....coiiviiiiieeceeeeeee e 28
5.1 RENDIMENTO DA CARBONIZACAO........ccoootieeeieeeeeee e, 28
5.2 ACAO DO LICOR PIROLENHOSO NOS FUNGOS XILOFAGOS............. 29
B CONCLUSOES ......coieeceeeeeeeeeeeee ettt 34

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 35



11

1 INTRODUCAO

Durante os periodos pré-histéricos e historicos, a madeira ndo foi apenas
utilizada como material de construgcédo, mas gradativamente também como importante
matéria-prima quimica para a producao de carvao (usado na fuséo de ferro), alcatrao
e piche (utilizados para preservacéao e selamento de cascos de embarcacdes) e cinzas
empregadas na producdo de vidros e agentes branqueadores de linho e tecidos de
algodao (KLOCK, 2013).

A utilizacdo sobretudo econ6mica e sustentavel das florestas, notadamente
aguelas de crescimento rapido, é hoje em dia muito estudada em suas diversas
aplicacdes. Um exemplo tipico de aproveitamento de espécies de rapido crescimento
€ o0 de Eucalyptus spp. Sua madeira desempenha um papel de grande relevancia no
setor florestal do pais. Segundo a Associacao Brasileira de Produtores de Florestas
Plantadas, existem atualmente 4,51 milhdes de hectares florestados com esse género
(ABRAF, 2010).

Assim como o eucalipto, outra espécie de rapido crescimento é a Uva-do-Japéao
(Hovenia dulcis Thunberg), e um dos possiveis usos de sua madeira é na geracao de
energia. Isso se da através da producédo do carvao da madeira, onde essa alternativa
torna-se viavel e gera beneficios multiplos, e cria uma grande possibilidade de gerar
o desenvolvimento econdmico da espécie, colaborando com o seu controle. O maior
conhecimento dessa tecnologia é vital para o desenvolvimento da inddstria do carvao
de Uva-do-Japao, madeira essa de rapido desenvolvimento e de grande abundancia
devido ao seu alto poder invasor, e que pode representar um caminho para a elevacéo
da renda dos produtores e diversificacdo de seu uso.

Por outro lado, para o uso da madeira, as mesmas precisam ser resistentes aos
agentes deterioradores, como por exemplo fungos e cupins, esses que causam perda
de sua resisténcia acarretando em grandes prejuizos. Para que ndo ocorra danos na
madeira e consequentemente prejuizos, por ter que haver a substituicdo da peca, a
mesma deve ser submetida a algum tipo de tratamento para que se mantenha suas
caracteristicas preservadas.

Sendo assim os produtos preservativos de madeira, geralmente quimicos, séao

toxicos aos agentes deterioradores, e devem penetrar efetivamente no material a ser
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preservado, sem causar risco de evaporacdo ou lixiviagdo, e sem apresentar
toxicidade as plantas, animais e ao homem.

Existem diversas técnicas de tratamento preservativo, podendo ser classificados
em naturais ou quimicos. Apesar de serem considerados mais eficientes na
preservacdo da madeira, os tratamentos quimicos possuem precos elevados e
utilizam-se de componentes que podem tornar-se contaminantes ao meio ambiente.
Assim, se faz necessaria a busca por produtos alternativos que sejam eficientes na
preservacdao de madeiras e que causem o minimo de impacto ambiental, além de
apresentarem baixo custo.

O licor pirolenhoso, obtido através da condensacéo dos gases no momento da
carbonizacdo da madeira para producédo de carvdo, mostra-se um possivel produto
preservativo que atende a essas necessidades basicas. Trata-se entdo, de um
produto de origem natural que, apesar de possuir diversas utilidades como atividade
fungicida, normalmente é descartado no processo de producdo do carvao vegetal e
acaba sendo liberado no ambiente na forma de fumaca, causando poluicdo ambiental
e desperdicio (MATSUOKA; BERALDO, 2014).

Visando a busca por um produto alternativo que reuna as qualidades
necessarias para um tratamento eficaz e a reutilizacdo da fumaca, descartada sem
tratamentos adequados no meio ambiente, analisou-se o potencial do licor pirolenhoso
de Uva-do-Japéao (Hovenia dulcis Thunb.) como inibidor natural in vitro inoculado com
os fungos Trametes versicolor (L. ex. Fr.) Pilat. (podriddo branca) e Neolentinus

lepideus (Fr.) Redhead & Ginns (podridéao parda).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial do licor pirolenhoso resultante da carboniza¢cdo da madeira
de Hovenia dulcis Thunberg. como inibidor a fungos de madeira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a eficiéncia do licor pirolenhoso em diferentes concentra¢cdes na
inibicdo aos fungos Trametes versicolor e Neolentinus lepideus in vitro;

b) Quantificar o crescimento micelial total dos fungos de Trametes versicolor e
Neolentinus lepideus em meio de cultura BDA — Batata Dextrose Agar —

tratados com licor pirolenhoso.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 UVA DO JAPAO (Hovenia dulcis Thunberg)

Planta pertencente a familia Rhamnaceae, que € composta por cerca de
aproximadamente 60 géneros e em torno de 900 espécies, o qual tem como
caracteristica uma distribuicAo cosmopolita. Na américa tropical, segundo Heald
(2004), é representada por cerca de 25 géneros e aproximadamente 170 espécies. O
género Hovenia possui trés espécies conhecidas, a Hovenia dulcis, Hovenia
trichocarpa e Hovenia acerba (XU et al., 2004).

Hovenia dulcis é conhecida popularmente como uva-do-japdo, pau-doce, caju-
do-japdo. Apresenta ocorréncia natural na China e no Japado principalmente
(RIGATTO et al.,, 2001) e se encontra presente em algumas areas de florestas
montanhosas da Tailandia e Vietna (LIM, 2013).

Plantas do género Hovenia sdo amplamente cultivadas em paises como China,
Jap&o, india, na regi&o sul da Europa e Brasil (MAIEVES, 2015).

No Brasil a espécie foi introduzida através de sementes doadas pela Academia
Chinesa de Florestas para a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria para fins
ornamentais e de reflorestamento (CARVALHO, 1994). A espécie comecgou a ser
cultivada em paises da américa do sul como a Argentina, Uruguai, Paraguai e na
regido sul do Brasil. Apresentando adaptabilidade a regides com clima Cfa, Cfb e Cwa
segundo a classificacdo climatica de Képpen. Pode ser encontrada de forma isolada
ou em pequenos povoamentos (RIGATTO et al., 2001).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas, € uma planta heliéfila, caducifélia,
gue pode chegar em média a 15 m em altura, com diametro médio de 30 cm.
Apresenta, geralmente, o tronco cilindrico e reto, copa globosa com ramos
pubescentes quando jovem, folhas simples, flores pequenas que apresentam
coloracdo branco-esverdeada com aroma elevado, gerando assim alto potencial
melifero (CARVALHO, 1994; SELLE et al., 2009). Quanto a sua composi¢cdo quimica
apresenta teor de extrativos em torno de 7%, lignina 24% e holocelulose 69%. Seu
poder calorifico superior em torno de 4534 kcal/kg permite sua recomendacao para
producao de energia (RIGATTO et al., 2001). A espécie € cultivada em toda a regiao
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sul do Brasil, principalmente para areas com temperatura média de julho acima de 12
°C, e apresenta demanda de solos como bom nivel de fertilidade (KINUPP e
LORENZI, 2014). E uma espécie muito explorada na arborizac¢éo e paisagismo do Sul
do Brasil, devido ao seu valor ornamental, por apresentar uma copa ampla e floracéo
intensa (CARVALHO, 1994).

A ocupacao de areas com plantas exoticas afeta o funcionamento natural do
ecossistema e diminui o0 espaco de ocupacédo das plantas nativas (ZILLER, 2000). A
uva-do-japdo (Hovenia dulcis) é uma das espécies arboreas que tem apresentado
invasao biologica na regido sul do pais (LORENZI, 2003). Segundo Ziller (2001), as
espécies exgticas apresentam alta capacidade de modificar os sistemas naturais, sao
consideradas como a segunda maior ameaca a biodiversidade, atrds apenas da
destruicdo de habitats pela exploracdo humana.

A espécie apresenta como principal utilizacdo o uso da madeira serrada e
rolica, geralmente para méveis e laminados. No Rio Grande do Sul os plantios foram
executados pela industria madeireira e moveleira, a qual introduziu pequenas areas
obtendo grande resultado (CARMINATTI, 1992).

3.2 PRODUTOS PRESERVANTES

A obtencao de produtos que apresentem toxicidade baixa principalmente para
mamiferos, e que também apresentem baixo impacto ambiental, sdo fundamentais
para 0 sucesso técnico, econdmico e ambiental de preservantes de madeira. A
ampliacdo de pesquisas sobre novos produtos com caracteristicas preservantes em
madeira é importante, sendo indispensavel a analise destes com menor potencial de
danos ambientais e a saude de outros organismos (STRATEGIS, 2004 Apud BRAND
et al., 2006).

Dentre os produtos existentes, o CCA (arseniato de cobre cromatado),
patenteado em 1934, é altamente eficiente protegendo contra podridao por ataque de
fungos, cupins, etc. Muitas vezes utilizado juntamente com repelentes de agua
visando melhorar sua resisténcia a absor¢do de umidade pela madeira. Por outro lado,
0 CCA é considerado por muitos pesquisadores como causador de diversos efeitos
ao ambiente e a saude humana (STRATEGIS, 2004 Apud BRAND et al., 2006).



16

Mesmo assim, o CCA é utilizado para tratar cerca de 80% dos produtos de madeira
nos EUA, sendo o principal preservante utilizado na construgéo civil (FOREST AND
WILDLIFE, 2004 Apud BRAND et al. 2006).

Portanto, existe uma grande necessidade da producao de novos produtos para
tratar a madeira, 0s quais sejam ambientalmente mais seguros e que possibilitem
pregos competitivos com o CCA (ONUORAH, 2000).

Apesar da eficiéncia comprovada de algumas alternativas ambientalmente
corretas para o tratamento da madeira como os estilbendides, os compostos fendlicos,
éteres, etc, as informacdes sobre sua viabilidade econémica ainda séo dificeis de
serem encontradas, ou ainda nem comecgaram a ser avaliadas (BRAND et al., 2006).

3.3 LICOR PIROLENHOSO

Também € conhecido por extrato pirolenhoso e vinagre de madeira, o licor
pirolenhoso € um produto natural. Apresenta varias formas de aplicacéo, entre elas a
utilizacéo agricola como antifungico (COSTA et al., 2003; BORTOLETTO et al., 2009).
O extrato é obtido a partir da condensacao da fumaca na producédo do carvao vegetal
(ZANETTI et al., 2004).

O extrato pirolenhoso pode ser obtido com a carbonizagdo de diferentes
espécies vegetais, como Eucalyptus spp., Pinus spp., etc. (MU et al., 2004). Além do
uso agricola € empregado na remocao do cheiro em aterros sanitarios (HUH et al.,
1999). Apresenta também aplicacdo medicinal (LOO et al., 2008) e na alimentacao
humana e animal (WANG et al., 2010), como apresenta aroma particular, acaba
apresentando efeito de inibicdo do crescimento microbiano (YOUN, 2003;
SANGSRICHAN, 2009). Varios pesquisadores atribuem propriedades antifingicas ao
extrato pirolenhoso, geralmente no tratamento de madeira (FREEL & GRAHAM, 2000;
MOURANT et al., 2008).

Apesar do licor ser um produto de origem natural, o controle de qualidade
durante a sua obtencao é rigoroso, devido a presenca de componentes toxicos, que
acabam inviabilizando o seu uso (CAMPQOS, 2007).

Durante a carbonizagéo ocorre a diminuicdo da massa atraves da evaporacao

de agua nas fases iniciais de aquecimento. Quando a temperatura alcanca os 160 °C,
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ocorre a remocao da umidade higroscopica. Segundo Nachenius et al. (2013) a partir
dos 180 °C os complexos de celulose, hemicelulose e polimeros de lignina comegam
a ser rompidos, ocorrendo a liberacdo de varios gases que ndo sdo condensaveis e
vapores condensaveis.

Em temperaturas acima de 400°C os elementos que apresentam menor
volatilizagdo sao expelidos gradualmente, gerando um produto que apresenta maior
guantidade de carbono fixo e menos carbono volatil.

A fumaca € a mistura dos gases e vapores, que quando atravessa um cano,
ocorre o0 processo de condensacdo dos vapores. O liquido condensado é coletado,
deixado em repouso por aproximadamente 90 dias, periodo este para que ocorra a
decantacdo dos compostos. Ao final do processo € obtido trés fracbes, na parte
superior um 6leo, o extrato pirolenhoso na fase intermediaria e o alcatrdo vegetal na
parte inferior (WEI et al., 2010a).

3.4 FUNGOS XILOFAGOS

A principal causa da degradacdo da madeira é através do ataque de
organismos xil6fagos, o que acarreta grandes prejuizos. Como no caso do pinus, 0s
principais microorganismos degradadores sao os fungos. De modo geral, os fungos
podem ser divididos entre emboloradores, manchadores e apodrecedores. Sendo os
dois primeiros grupos formados por microorganismos que nao decompdem a parede
celular da madeira, pois utilizam geralmente o amido e os acucares como alimento
(MAGALHAES, 2005).

Por outro lado, os fungos apodrecedores causam perda na resisténcia da
madeira, devido a sua caracteristica de serem decompositores lignoceluloliticos. As
manchas, bolores e apodrecimentos sdo causados por fungos, os quais penetram e
se disseminam na madeira. Os emboloradores sé@o responséaveis pela alteracdo na
superficie da madeira, conhecida por bolor, sendo resultante de grande producéo de
esporos, e a coloracao varia de acordo com a espécie de fungo. Normalmente nao
chega a causar degradacao mas prejudica o acabamento (IBACH, 1999).

Em relacdo a degradacdo dos constituintes estruturais da madeira, a mesma é

causada por fungos apodrecedores, esses sao classificados de acordo com a
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decomposicdo que causam: podriddo, podriddo parda/marrom (causadas
principalmente por basidiomicetos) e podriddao mole (causada por ascomicetos)
(BLANCHETTE et al., 2000).

Atuando na superficie da parede celular vegetal, os fungos de podridéo branca,
sao capazes de degradar seus trés componentes (celulose, hemicelulose e lignina).
Podem ocorrer de duas formas, a mais comum envolve a remoc¢édo simultanea de
todos os componentes e a outra, menos frequente, envolve a remocao seletiva de
lignina e polioses, mantendo a celulose quase intacta. A madeira atacada geralmente
apresenta uma aparéncia esbranquicada e rompendo-se facilmente no sentido das
fibras (RYVARDEN, 1991). Dentre os grupos enzimético produzidos por fungos de
podridao branca estdo a lacase e a fenoloxidase extracelular com importante papel na
degradacéo da lignina (SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008).

Em relacdo aos fungos de podriddo parda, os mesmos degradam a superficie
da parede celular, principalmente as fracdes polissacaridicas (celulose e
hemicelulose) por acdo enzimatica e ndo-enzimatica, causando a coloracdo pardo-
escura, gerando um residuo enriquecido em lignina, quebrando facilmente em cubos,
no sentido transversal ao das fibras vegetais (RYVARDEN, 2007).

Os fungos apodrecedores sdo mais agressivos a madeira por serem
segregadores de enzimas, as quais sao capazes de decompor o0 material
lignoceluldsico estrutural das paredes celulares da madeira. Essa decomposicdo gera
a alteracdo de propriedades fisicas e quimicas com diminuicdo de resisténcia
mecanica da madeira atacada/deteriorada (MAGALHAES, 2005).

Ja os fungos emboloradores, assim como 0os manchadores, comprometem a
qualidade da madeira, gerando aumento na permeabilidade. No entanto, algumas
pessoas apreciam o aspecto produzido na madeira pelo fungo manchador. No
mercado internacional de madeiras decorativas, a busca é alta por madeira até
mesmo com ataque de fungo da podriddo branca, o qual provoca diminuicdo da
resisténcia, dependendo do grau de infestagcdo (KNAEBE, 2002).
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4 METODOLOGIA

4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado no municipio de Dois Vizinhos, no Laboratério
de Tecnologia da Madeira e no Laboratorio de Fitossanidade da Universidade

Tecnologica Federal do Parana, campus Dois Vizinhos-PR.

4.2 ABATE DE ARVORES

As arvores utilizadas neste experimento foram selecionadas por visualiza¢do a
campo, sendo escolhidas pelos critérios de DAP (Diametro a Altura do Peito) médio
de 20-25 cm e com boa fitossanidade. Ao total, foram derrubadas 3 arvores de Uva-
do-Japéo.

As arvores foram abatidas no interior da trilha ecol6gica em um fragmento de
ecotono de Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila Mista, localizada
nos entornos do campus da UTFPR — Campus Dois Vizinhos.

Os individuos escolhidos foram abatidos com o auxilio de uma motosserra e
tracados em toretes de 1 metro de comprimento médio, para posterior carregamento
e transporte. Os toretes foram empilhados em piso de concreto (Figura 1) para

secagem natural por aproximadamente 15 dias, em local seco e coberto.
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Figura 1 — Pilha de toretes de Uva-do-Japé&o.

Fonte: O autor (2016).

4.3 CONFECCAO DE CAVACOS PARA PIROLISE

Apébs secagem natural, foi retirado 1 disco de cada torete (Figura 2), com auxilio

de motosserra, buscando representatividade total das arvores/amostras.

Figura 2 - Corte de disco do torete.

Fonte: O autor (2016).
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Os discos foram descascados manualmente, com o auxilio de um facdo.
Posterior ao descasque, deu-se a confeccéo dos cavacos.

Os cavacos gerados foram cortados manualmente (Figura 3A), em palitos de
medidas irregulares (Figura 3B) com o auxilio de um facdo, colocados em sacos de
papel kraft e identificados. Em seguida, os materiais foram acondicionados em sala
aclimatada por quatro meses, até o inicio da pirdlise (processo no qual a madeira €
submetida a acéo do calor em temperaturas relativamente elevadas, da ordem de 300
a 700°C, na auséncia de oxigénio, com a finalidade de obter o liquido proveniente dos

vapores condensaveis).

Figura 3 — Cavacos sendo cortados (A) e exemplo de cavacos gerados para o experimento (B).

Fonte: O autor (2016).

4.4 DESTILACAO SECA E EXTRACAO DO LICOR PIROLENHOSO

Antes de serem submetidos a pirolise ou destilacdo seca, os cavacos foram
pesados e seus pesos devidamente anotados. Posteriormente, foram secos em estufa
(Figura 4A e 4B) a 103 + 3°C por 24 horas. Apos secagem, foi feita novamente a

pesagem dos mesmos para a verificagcdo do TU% (teor de umidade). Seguidamente,
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os cavacos foram dispostos dentro de um capsula metalica (Figura 5), o equipamento
entdo foi fechado e acomodado dentro do forno mufla para iniciagéo da pirdlise.

Figura 4 —Cavacos sendo secos em estufa (A) a 103 £ 3°C (B).

a ==

Fonte: O autor (2017).

Figura 5 — Capsula metalica utilizado para pirodlise.

Fonte: O autor (2017).
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A marcha de carbonizacao utilizada esta disposta na Tabela 1.

Tabela 1: Marcha de carbonizacdo da madeira utilizado no experimento de extracao

do licor pirolenhoso de Hovenia dulcis.

Temperatura (°C) Tempo de
) Tempo
Marcha aquecimento
150 200 250 350 450 ] total
(°C/min)
1 1 hora 1 hora 1h30 1h 30 1 hora 1,25 6 horas

A fumaca produzida durante a carbonizagdo foi captada através de uma
mangueira adaptada na saida da capsula e entdo condensada dentro de um kitasato
(Figura 6 e 7). ApOGs a coleta, o liquido precipitado foi mantido tampado e

acondicionado em frasco ambar por aproximadamente 15 dias para posterior uso.

Figura 6 — Conexdo do bico da capsula na porta da mufla e mangueira captadora de fumaca.

{ VERIFIQUE A
VOLTAGEM DO

EQUIPAMENTO

ANTES DE SUA
UTILIZACAO.

Fonte: O autor (2017).
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Figura 7 — Sistema montado para condensacéo.

Fonte: O autor (2017).

O rendimento em licor pirolenhoso (RLP) € obtido pela divisdo do peso do licor
(PLIcorPirolenhoso) produzido pelo peso da madeira seca (Pmadeira), tudo isso
multiplicado por 100, para que o resultado seja expresso em porcentagem. A formula

utilizada encontra-se a seguir:

PLicorPirolenhoso (g)

RLP (%) = ( )x 100

Pmadeira (g)

4.5PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

O meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) foi preparado em laboratério
com a seguinte receita: 200 g de batatas; 20 g de dextrose; 20 g de &gar e 1 L de agua

(500 ml para cozinhar as batatas e 500 ml para misturar os ingredientes).
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Inicialmente, 200 gramas de batatas foram lavadas, descascadas e cortadas
manualmente em pequenos pedacos e reservadas para posterior uso.
Posteriormente, pesou-se 20 gramas de dextrose e 20 gramas de agar em balanca
analitica para a elaboracédo do meio de cultura.

As batatas foram cozidas em forno micro-ondas em um recipiente de vidro,
contendo aproximadamente 500 ml de agua até ficarem macias. Posterior ao
cozimento, o liquido foi filtrado e reservado, e as batatas descartadas.

Apés o cozimento, misturou-se o restante dos ingredientes com o filtrado em
um recipiente de vidro, juntando-se mais 500 ml de 4gua destilada e mexendo com
uma haste de vidro para completa dissolu¢gdo e homogeneidade do meio.

ApoOs o preparo, 0 meio de cultura foi disposto em erlenmeyers, auto clavado,

e guardado em refrigerador até o momento do seu uso.

4.6 PREPARO DOS TRATAMENTOS

Dentro da camara de fluxo laminar, 0 meio de cultura preparado foi posto em
erlenmeyers de 100 ml, identificados com as respectivas concentracdes a serem
preparadas.

Para o primeiro tratamento (testemunha), foi vertido em um erlenmeyer 100ml
do meio de cultura puro; Para o segundo tratamento com o licor de Uva-do-Japéao
(0,5%) foi vertido em um erlenmeyer 99,5 ml do meio de cultura e 0,5 ml de licor
pirolenhoso; Para o restante dos tratamentos segue-se as concentracdes referentes
ao licor pirolenhoso + meio de cultura - BDA.

Apos a formulacado das concentracdes do respectivo licor com o meio de cultura
(Figura 8), os erlenmeyers foram agitados manualmente para a mistura por completa
dos compostos.

Salienta-se que o licor pirolenhoso utilizado para os tratamentos estava em sua

composicado completa, ou seja, sem distingdo/separacédo de fases.
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Figura 8 — Erlenmeyers preparados com BDA + licor pirolenhoso.

Fonte: O autor (2017).

4.7 INOCULACAO DOS FUNGOS

Apbs o preparo das concentragfes, o meio de cultura tratado foi vertido em
placas de petri esterilizadas dentro de uma camara de fluxo laminar. Posteriormente,
esperou 0 meio solidificar-se nas placas e entéo iniciou-se a inoculagéo dos fungos.

Os fungos Trametes versicolor e Neolentinus lepideus foram inoculados
separadamente nos meios de cultura solidificados, por meio de discos de micélio de
5 mm dos fungos encontrados ja em colénia pura, e entdo levados a BOD
(Biochemical Oxygem Demand — Demanda Bioquimica de Oxigénio) em temperatura
de * 25° C, por 13 dias sem acompanhamento diario, para crescimento das colénias
(Figura 9).
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Figura 9 — Placas de petri jainoculadas com os fungos.

Fonte: O autor (2017).

Para cada um dos tratamentos, foram utilizadas 8 placas de petri (repeticées)

inoculadas com os respectivos fungos em meio de cultura BDA.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com 8 repeti¢cdes
em 6 tratamentos (concentragcdes do licor) totalizando 48 amostras por fungo
analisado. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
posteriormente ao teste de comparacdo multipla de médias a 95% de probabilidade

utilizando o software estatistico Statgraphics Centurion XVIL.II.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DA CARBONIZACAO

Dentre as carbonizagfes efetuadas, o rendimento médio obtido de licor
pirolenhoso de Uva-do-Japéo foi de 46,7%, valor esse similar ao encontrado por
Rancatti (2012), quando em estudo semelhante, carbonizando a mesma espécie,
obteve 43,4% de rendimento médio.

Paes et at. (2012) ao carbonizar cavacos de Jurema-preta (Mimosa hostilis),
encontrou um rendimento de licor pirolenhoso de 32,7%, com taxa de aquecimento de
1,36° C/min e utilizando uma marcha de carbonizacdo proxima da utilizada neste
trabalho.

Em outro estudo, Oliveira et al. (2006) na carboniza¢éo de Jurema-preta obteve
um rendimento de licor pirolenhoso de 32,6%, valor esse proximo ao de Paes (2012),
entretanto, ambos os resultados encontrados pelos autores estdo abaixo do valor
obtido no presente estudo, o que pode ser compreendido de maneira positiva para a
obtencéo de licor da madeira de Uva-do-Japéo, ampliando o leque de utilizagdo desta
espécie.

Rancatti (2012) avaliando o potencial energético de Bracatinga (Mimosa
scrabella), utilizou trés temperaturas finais de carbonizacao (300, 400 e 500°C - sem
variacdo de marcha) e duas velocidades de aquecimento (3 e 5°C/min), encontrando
um rendimento médio de 43,35% em licor pirolenhoso. O resultado obtido pelos
autores encontra-se proximo do resultado encontrado neste experimento, e aceita-se
como um bom rendimento, considerando que a Bracatinga € uma espécie de rapido
desenvolvimento assim como a Uva-do-Japédo. O resultado de Rancatti ainda esta
préximo ao valor encontrado por Lima et al. (2007) onde caracterizando Eucalyptus
benthamii obtiveram o valor médio de 39,6% em rendimento de licor pirolenhoso.

Em sua pesquisa, Oliveira et al. (2010) utilizando a mesma marcha de
carbonizagdo do presente trabalho em Eucalyptus pellita com cinco anos, teve o
rendimento em licor pirolenhoso de 58,9%, ou seja, 12,2% a mais do que o obtido
neste experimento. Isso mostra a superioridade da espécie, em que com apenas cinco

anos ja propiciou resultados consideraveis em rendimento, sendo assim, é uma



29

espécie recomendada para a produc¢do de carvao vegetal e posterior aproveitamento
do licor pirolenhoso para diversos fins.

Souza et al. (2016) citam que a marcha de 6h de duracéo é a que apresenta 0s
melhores resultados no rendimento de licor pirolenhoso, o que é Util para sistemas
gue realizam o aproveitamento deste material, como no caso deste experimento. A
marcha de carbonizacdo com taxa de aquecimento de 1,25° C/min, tempo de
carbonizacéo total de 6 horas e temperatura final de 450°C apresenta-se como a
melhor marcha a ser utilizada, devido aos seus ganhos de rendimento gravimeétrico
em carvao e porcentagem de carbono na constituicdo do mesmo, além de elevado

poder calorifico superior e teor de carbono fixo (OLIVEIRA, 2010).

5.2 ACAO DO LICOR PIROLENHOSO NOS FUNGOS XILOFAGOS

Apos o periodo de 13 dias, as amostras foram retiradas da BOD e realizou-se
uma inspecao visual (Figura 10 e 11) para a verificacao de possiveis contaminacfes

e descarte das mesma se ocorrido.

Figura 10 — Placas de Neolentinus lepideus retiradas da BOD ap6s 13 dias.

Fonte: O autor (2017).
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Figura 11 — Placas de Trametes versicolor retiradas da BOD apés 13 dias

Fonte: O autor (2017).

Enfatiza-se que o tratamento T1 a 0% (testemunha) estava com suas placas
completamente tomadas por ambos os fungos (Trametes versicolor e Neolentinus
lepideus), o que se considera conveniente os dias em que o0 experimento ficou
instalado até ser findado. A seguir, foi quantificado o crescimento micelial em diametro
(cm), com o auxilio de uma régua milimétrica dos respectivos fungos.

Os resultados de crescimento micelial do fungo Trametes versicolor apés 13

dias de experimento podem ser observados na Tabela 2:

Tabela 2: Crescimento micelial de Trametes versicolor (podridao branca) apds 13 dias
em BOD.

Placa Placa Placa Placa Placa Placa Placa Placa

Tratamentos 1 > 3 4 5 6 7 8 Média
T1 (0,0%) 10 10 10 10 10 10 10 10 10
T2 (0,5%) 1,8 1,5 0,8 2,7 0 0 0 0 0,85
T3 (1,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T4 (2,5%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T5 (5,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T6 (10%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Valores expressos em centimetros (cm); Diametro da placa de petri = 10 cm.

De antemdao, evidencia-se que devido a disparidade dos dados, e estes nao
seguirem uma distribuicdo normal, consequentemente nao pode ser aplicado um teste
de média se os dados ndo estiverem normalizados. Como muitos valores sao iguais
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a 0 (zero) qualquer tipo de transformacdo destes dados n&do modifica o valor. E
nenhum teste ndo paramétrico mostrou-se eficiente para os dados do experimento.

Analisando os dados da Tabela 2, constata-se que no tratamento T1 (0,0%) o
fungo desenvolveu-se por completo, tomando as placas, o que de fato ja era esperado,
e é explicado por se tratar da testemunha, a qual ndo contém licor pirolenhoso.

No tratamento a 0,5% de concentragéo do licor pirolenhoso o fungo conseguiu
se desenvolver em quatro placas, entretanto o crescimento foi relativamente baixo.

Isso demonstra que em concentragdes < 0,5% o licor de Uva-do-Japéo reduziu
o desenvolvimento do fungo, porém nado impediu que o0 mesmo apresentasse
crescimento micelial em 50% das repeticdes, 0 que indica que concentracdes abaixo
desse valor ndo inibem por completo o crescimento do fungo.

A maior agressividade desse fungo em relacdo ao fungo de podriddo parda,
segundo Magalhdes (2005), é devido a capacidade de degradacao de lignina que o
mesmo possui, além da degradacdo da celulose e hemicelulose (carboidratos),
tornando o seu ataque em madeiras mais severo e caracteristico por deixar a
superficie da madeira com uma coloracao clara, tornando-a esbranquicada. O mesmo
autor relata que os fungos de podriddo branca além de atacar madeiras de folhosas,
podem também decompor as coniferas, peculiaridade dessa classe de fungos.

E importante ressaltar que a maioria dos estudos nesta linha de pesquisa est&o
voltados a biodegradacdo de madeira in vitro, por fungos de podriddo branca e/ou
parda e realizado em diversas espécies de madeira (ALVES et al.,, 2006;
FERNANDES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005 a,b; SILVA et al., 2005; SILVA et al.,
2004). No entanto, ndo foram encontrados relatos sobre pesquisas com fungos
xil6fagos inoculados em BDA tratados com licor pirolenhoso in vitro.

Em concentra¢des > 0,5% do licor pirolenhoso de Uva-do-Japédo apresentaram-
se inibidoras ao mesmo fungo, ou seja, suprimindo sua acdo. Isso deve-se,
provavelmente, a sua composi¢cdo de mais 200 compostos organicos, oriundos da
degradacdo térmica da madeira, como &cido acético, acetonas, furanos, etc. Cita-se
também a presenca de guaicol, fenol, siringol, etc. resultantes da degradacédo da
lignina (ADRIANSZ et al., 2000, WEI et al., 2010).

Em sua pesquisa, testando produtos alternativos para a preservacao de
madeira e utilizando a mesma espécie de fungo (Trametes versicolor) do presente
trabalho, Bossardi (2014) realizou ensaios de hidrofobicidade e de exposi¢ao ao fungo

de podriddo branca. Os resultados obtidos no estudo de Bossardi mostraram que o
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Tall Oil e seus subprodutos Oleo Ejetor (OE) e Light Oil (LO), possuem potencial para
proteger a madeira contra o ataque do fungo de podriddo branca, sendo o Oleo Ejetor
(OE) o que obteve os resultados mais satisfatorios nas espécies de Pinus e
Eucalyptus. Assim como no estudo do autor citado, evidencia-se que licores, extratos
e Oleos oriundos de espécies florestais possuem potencial para inibir a acdo de
organismos xil6fagos.

A Tabela 3 demonstra os resultados de crescimento micelial encontrados nas

oito repeticdes dos seis tratamentos submetidos ao fungo Neolentinus lepideus.

Tabela 3: Crescimento micelial de Neolentinus lepideus (podridao parda) apés 13 dias
em BOD.

Tratamentos Placal Placa?2 Placa3 Placa4 Placa5 Placa6 Placa7 Placa8 Média

T1 (0,0%) 10 10 10 10 10 10 10 10 10
T2 (0,5%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 (1,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T4 (2,5%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T5 (5,0%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T6 (10%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Valores expressos em centimetros (cm); Didmetro da placa de petri = 10 cm.

Verifica-se que apenas nas placas da testemunha (T1 — 0,0%) o fungo
desenvolveu-se. Isso comprova o efeito inibidor do licor pirolenhoso no controle e/ou
inibicdo de fungos de podridao parda/marrom em meio de cultura.

Na mesma linha de pesquisa, em laboratério, Stumpp (2001) testou o extrato a
base de tanino de Acacia mimosa (Acacia podalyriifolia), em que o produto mostrou
bom desempenho no controle do cupim de madeira seca (Cryptotermes brevis), tendo
em alguns ensaios uma taxa de mortalidade de 100% em corpos de prova de madeiras
da espécie Pinus spp.. Stumpp et al. (2006) ainda relata que em outro estudo, o 6leo
de mamona obteve resultados similares no controle de Cryptotermes brevis,
alcancando em alguns ensaios uma taxa de mortalidade de 100% em corpos de prova
de madeiras de Pinus spp.

Em estudo semelhante, Jung (2007) cita que o crescimento do fungo
fitopatogénico Alternaria mali foi completamente inibido com licor pirolenhoso (de
origem desconhecido) na diluicdo de 1:32, e também n&o ocorreu crescimento de
Botrytis cinerea em uma diluicdo de 1:4, resultado esse similar ao encontrado neste
experimento. Estas propriedades séo diretamente relacionadas aos acidos organicos,

0S quais sdo os componentes principais do licor (WEI et al, 2008a, 2008b, 2009, 2010).



33

Os resultados da literatura descritos, assim como os obtidos no presente
estudo, enfatizam que os produtos biocidas apresentam elevada capacidade de inibir
e mitigar a acdo de organismos xil6fagos, como cupins e fungos xiléfagos, ampliando

a gama de utilizacdes destes produtos de origem vegetal.
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6 CONCLUSOES

Com base no ensaio in vitro, conclui-se que o licor pirolenhoso da madeira de
Hovenia dulcis (Uva-do-Japao) apresenta grande acéo inibidora para os fungos
estudados. O mesmo mostrou-se eficiente quando submetido ao tratamento em
fungos de madeira (podriddo branca — Trametes versicolor e podriddo parda —
Neolentinus lepideus).

O crescimento médio do fungo Trametes versicolor foi de 0,85 cm em 0,5% de
licor pirolenhoso, crescimento esse relativamente baixo, demonstrando que o licor
reduziu o desenvolvimento do fungo, porém ndo impediu que 0 mesmo apresentasse
crescimento micelial, 0 que constata-se que que concentragdes abaixo desse valor
nao inibem por completo o crescimento do fungo in vitro.

N&o houve crescimento micelial nas placas de Neolentinus lepideus tratadas
com licor pirolenhoso, e assim conclui-se que para esse fungo o licor possui acéo
inibidora ao seu desenvolvimento in vitro.

Além da contribuicdo dos resultados obtidos este trabalho abre caminho para
outros na mesma linha de pesquisa, deste modo recomenda-se: experimentos com
concentracdes na faixa de 0,5% a 1% para o fungo Trametes versicolor, e com
concentracfes abaixo de 0,5% para o fungo Neolentinus lepideus, com o intuito de
avaliar qual a concentracdo minima do produto que inibe o desenvolvimento de ambos
os fungos; Testes com impregnacao do licor em amostras de madeira e inoculacdo de
fungos xiléfagos na mesma; Inoculacdo dos fungos em BDA puro pos experimento
com BDA tratado com licor pirolenhoso. Deste modo, havera uma comprovacao

efetiva se o produto possui efeito fungicida ou fungistatico.
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