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Resumo

Entre os organismos xil6fagos, os fungos sao os maiores responsaveis por grandes prejuizos na produgéo
de madeira. O uso de fungicidas quimicos por tempo prolongado tem como implicagdo o surgimento de
linhagens mais resistentes e a toxidez ao ambiente. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
fungitéxico do extrativo tanino derivado da Acacia Negra (Acacia mearnsii) sobre o crescimento micelial do
fungo Pycnoporus sanguineus, causador da podriddo branca. Trés metodologias foram elaboradas para
trabalhar com o produto (esterilizando, ndo esterilizando e filtrando) e quatro concentragées (0,5; 1,0; 1,5
e 2,0%) foram individualmente incorporadas ao meio de cultura (BDA), avaliando-se o crescimento radial
do micélio avaliados e comparados com a testemunha. O procedimento se repetiu com a metodologia
avaliada como sendo a mais adequada, porém aumentando as concentragdes (3,0; 4,0 e 5,0%). As con-
centragdes de 4 e 5% mostraram-se as mais eficientes sobre a atividade fungica, sendo que a segunda
demonstrou inibigdo total em 50% das placas avaliadas, apresentando também o menor indice de cresci-
mento micelial dentre todos os tratamentos testados.

Palavras-chave: tanino, decomposic¢ao, podriddo branca, ensaio fungitoxico.

Abstract

Among the xylophagous organisms, fungi are mostly responsible for major losses in wood production.
The prolonged use of chemical fungicides implies in the emergence of more resistant lines and toxicity
in the environment. The goal of this study was to evaluate the toxic effect of the tannin extractive derived
from the black wattle (Acacia mearnsii) on the mycelial growth of the fungus Pycnoporus sanguineus,
causing white rot. Three methodologies have been developed to work with the product (sterilizing, non-
sterilizing and filtering) and four concentrations (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%) were individually incorporated into
the culture medium, evaluating the radial growth of the evaluated mycelium and results were compared
with the non-treated specimen. The procedure was repeated with the methodology evaluated as being the
most adequate, but increasing concentrations (3.0, 4.0 and 5.0%). The concentrations 4 and 5% were more
efficient to fungal activity, and the second showed total inhibition in 50% of the plaques evaluated, also
showing the smallest mycelial growth rate among all treatments tested.

Keywords: tannin, decomposition, white rot, fungitoxic test.

INTRODUCAO

A madeira é um dos mais importantes e versiteis materiais da construcao civil e do setor mobi-
lidrio e, por isso, desempenha um importante papel na economia mundial. No entanto, esse ma-
terial é suscetivel a deterioracao causada por diversos agentes bioticos e abidticos (BROCCO et al.,
2017) e exige atencio durante seu armazenamento, transporte, fabricacio e aplicacio (GONZALEZ-
-LAREDO et al., 2015).

Dentre os bidticos, o fungo xil6fago denominado de Pycnoporus sanguineus, conhecido popu-
larmente como orelha-de-pau, pode ser encontrado na madeira, onde apds instalado é capaz de
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hidrolisar a celulose, a hemicelulose e a lignina resultando em alteracdes nas propriedades fisicas
e mecanicas desse material (ROWELL, 2012). Dessa forma, tendo em vista os prejuizos que a de-
composicao bioldgica pode causar na producao madeireira, o emprego de substancias preservantes
torna-se compulsoério, pois é uma das mais eficientes alternativas de evitar o ataque desse e de ou-
tros organismos xiléfagos (BROCCO et al. 2017; HSU et al., 2007).

Atualmente os tratamentos tradicionais, de acordo com Kartal et al. (2015), utilizam o CCA
(arseniato de cobre cromatado) ou CCB (borato de cobre cromatado). Porém, esses produtos in-
dustriais s3o téxicos aos seres humanos, aos organismos nao xiléfagos e sdo compostos por me-
tais como cobre, cromo, zinco, arsénio, boro e flior, além de complexos como creosoto e aminas
(ZHANG et al., 2016). Dessa forma, ha uma crescente necessidade de inovagao tecnolégica em
produtos antifiingicos eficazes e que nio agridam o meio ambiente (GONZALEZ-LAREDO et al.,
2015; MACHADO et al., 2006).

Uma possivel solucao pode ser encontrada na propria natureza, visto que as plantas produzem
diversos compostos organicos, denominados de metabélitos secundarios, que possuem direta as-
sociacdo com a relagdo planta/meio ambiente (SIMOES et al., 2007). Algumas espécies arboreas
possuem natural resisténcia a diversos organismos deterioradores por produzirem compostos poli-
fenolicos, flavonoéides, lignanas, estilbenos e taninos (GAO et al., 2006; LIIMATAINEN et al., 2012;
RAMIREZ et al. 2012; SMEDS et al., 2011; ZHANG et al., 2016); ou seja, a presenca dessas substan-
cias na madeira estd relacionada com um aumento na vida util do material (MAKINO et al., 2011;
YAO et al., 2010).

O tanino, por exemplo, ja é um produto explorado pela industria do couro devido a sua capa-
cidade de isolar fibras naturais contra fungos e bactérias que sido as principais responsaveis pela
deterioragdo da pele animal (CANNAS, 2011). Comprovada a toxidez dos componentes quimicos
desses produtos naturais, os mesmos podem ser aplicados no controle de fungos fitopatogenos
(KIRKER et al., 2013; SILVA; BASTOS, 2007).

A utilizagao de extratos botanicos para elevar a durabilidade de madeiras propensas ao apodreci-
mento é vista como uma alternativa, a fim de promover a utilizacao de produtos ecolégicos na indus-
tria de tratamento de madeira (ASAMOAH et al., 2011; KIRKER et al., 2013; SYOFUNA et al., 2012).

Esse estudo fundamenta-se na investigacao de alternativas para encontrar a melhor forma de uti-
lizar o extrativo tanino, considerando a falta de informacoes consistentes de tal produto, examinan-
do o seu comportamento com altas temperaturas em meio de cultura e, principalmente, o seu grau
de toxidez ao fungo causador da podridao branca. Assim, o presente trabalho tem como principal
objetivo analisar a atividade antifingica do extrato natural da acacia-negra a Pycnoporus sanguineus.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacao do experimento o extrato natural de acacia negra foi fornecido pela empresa
Sociedade Extrativa Tanino de Acdcia - SETA S.A., situada no municipio de Estancia Velha/RS. Jd a
colénia com fragmentos do fungo de podridao branca, Pycnoporus sanguineus, foi cedida pelo Setor
de Biodegradacao e Preservacao da Madeira - LPF/ IBAMA.

O meio de cultura utilizado foi batata-dextrose-agar (BDA) por ser considerado universalmente
indicado para o crescimento da maioria dos fungos (ALFENAS; MAFIA, 2007). O fungo foi repicado
para placas de Petri contendo BDA para conserva¢ao dos isolados em ambiente refrigerado a 10°C
e multiplicado conforme a metodologia de Santos et al. (2009).

A fim de investigar a metodologia ideal para solubilizar e tornar a solu¢ao de tanino compativel
com o meio de cultura, foram realizados, inicialmente, trés procedimentos de preparo: (1) esteri-
lizando o tanino junto ao meio, (2) realizando filtragem a vacuo e (3) nao esterilizando o tanino.

No primeiro método analisado o produto foi adicionado antes do meio de cultura ser autocla-
vado. No segundo, o tanino passou por um processo de filtragem com o auxilio de uma bomba de
vacuo, adicionando-o ao BDA apés o mesmo ter sido esterilizado. Ja no terceiro procedimento ela-
borado, o extrativo, sem passar pela filtragem, foi misturado ao meio apds a esterilizagao, ou seja,
depois do BDA ser autoclavado.

Para realizagao dessa primeira etapa o experimento foi composto pelo tratamento testemunha
e por quatro concentragoes do produto: 5, 10, 15 e 20 g.L.'(0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%, respectivamente),
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que foram individualmente incorporadas ao meio de cultura e entao vertidos em placas de Petri,
formando um total de 10 placas por tratamento. Logo ap6s, cada placa recebeu um disco de 6 mm
de diametro contento micélio, sendo entao levadas para a BOD e incubadas por, aproximadamente,
7 dias ou até que a testemunha preenchesse a primeira placa. O ambiente manteve-se climatizado
a25°C, 75 + 5% de UR e com fotofase de 12 horas.

O efeito do tanino foi avaliado por meio de mensuracoes didrias do crescimento micelial do fungo
P. sanguineus as quais tiveram inicio 24 horas ap6s a inoculagio e corresponderam a média de duas
medidas diametralmente opostas da colonia fingica. Em seguida, o indice de crescimento micelial
(ICM) ou taxa de crescimento (TC) foi calculado pela férmula adaptada por Salgado et al. (2003).

Para analisar a primeira etapa do experimento utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado (DIC), com 10 repeti¢cdes em esquema bi fatorial 5x3, sendo 5 doses e 3 metodo-
logias. Dessa forma, o indice de crescimento micelial (ICM) ou taxa de crescimento (TC) calculados
foram submetidos a andlise de variancia para verificar a existéncia de diferencas significativas pelo
teste de t, com o auxilio do software estatistico Genes (CRUZ, 2001). A avaliagao das doses, por se
tratar de um fator quantitativo, foi realizada pela andlise de regressao.

Na segunda etapa do experimento foi realizado o teste fungitxico com concentragdes maiores, de
30,40e50g.L"(3,0; 4,0 e 5,0%, respectivamente), utilizando somente a metodologia que foi avaliada
como ideal no primeiro estudo - tanino nao esterilizado, buscando, dessa forma, melhores resultados.

Nessa etapa o arranjo experimental também foi em DIC, porém composto por 4 tratamentos
(incluindo a testemunha) e 10 repeticdes. As médias do indice de crescimento micelial (ICM) ou
taxa de crescimento (TC) calculadas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro utilizando o mesmo pacote estatistico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados da primeira etapa do experimento, a analise da varidncia demonstrou significan-
cia do indice de crescimento micelial tanto para doses quanto para os métodos avaliados. Na Tabela
1 verifica-se diferencas entre as concentragoes utilizadas e nas metodologias adotadas, apresentando
também efeito de interacdo entre doses e métodos na taxa de crescimento.

Tabela 1. Valores médios do indice de crescimento micelial obtidos nos métodos avaliados.
Table 1. Mean values of mycelial growth index obtained in the evaluated methods.

Dose (%) Tanino esterilizado Filtragem a vacuo Tanino nao esterilizado
0,0 51,49 eB* 40,9 dA 43,42 dA
0,5 36,33 dB 35,68 cAB 33,23 cA
1,0 29,38 cA 26,30 bA 27,31 bA
1,5 23,21bB 24,22 abB 16,73 aA
2,0 16,36 aA 22,18 aB 15,53 aA

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste t a 5% de probabilidade

A partir dos valores do ICM, os dados foram analisados estatisticamente pelo desdobramento do
efeito da interacao, ou seja, cada método avaliado individualmente dentro de cada dose. O método
que emprega o tanino nao esterilizado se mostrou mais eficiente, diferindo na maioria das doses
das demais metodologias. Em todas as doses essa metodologia foi estatisticamente igual (doses O e
1%) ou superior (doses 0,5; 1,5 e 2%) aos demais métodos testados. Assim, essa diferenc¢a permite
afirmar que o tanino nao esterilizado traz beneficios a inibicao do crescimento micelial do P. san-
guineus, visto que apresentou os melhores resultados de ICM.

A menor eficiéncia do tanino esterilizado, onde o produto foi submetido a um processo de su-
peraquecimento junto ao meio de cultura, provavelmente estd associada a alteragdo da sua compo-
si¢ao original. Conforme Borsato et al. (2008), algumas substancias importantes podem volatilizar
ou alterar suas caracteristicas em virtude da longa exposicao a altas temperaturas. Com relacao ao
método onde o produto passou pelo processo de filtragem a vacuo, possivelmente teve nesse retida
alguma substancia importante da composi¢ao do tanino.

Ao analisar o efeito das concentracdes foram observadas taxas varidveis de inibicio do cresci-
mento micelial do fungo P. sanguineus pelo extrativo tanino. Entretanto, de maneira geral, houve
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uma tendéncia decrescente do ICM com a dose aplicada, ou seja, a medida que aumentou a concen-
tragao do extrato ocorreu inibi¢ao do crescimento micelial do fungo (Figura 1).
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Figura 1. Indice de crescimento micelial de Pycnoporus sanguineus em funcdo da concentracdo de extrato tanico
(A-tanino esterilizado, B-filtrado, C-ndo esterilizado).

Figure 1. Mycelial growth index of Pycnoporus sanguineus depending on the concentration of tannic extract (A-
-sterile tannin, B- tannin filtered, C-non-sterile).

Na Figura 1 evidencia-se que o ICM da testemunha (sem extrato) obteve valores entre 31,05 e
54,49 enquanto no tratamento onde foram adicionados 0,5% de tanino, o mesmo reduziu para a
faixa de 29,34 e 49,70. Variacoes semelhantes foram observadas para as concentragoes de 1,0% (va-
lores médios de ICM entre 20,09 e 44,99), 1,5% (ICM médio entre 13,44 e 39,9) e, na dosagem de
2,0%, onde a inibicao mostrou-se ainda maior, apresentando os menores indices de crescimento,
entre 6 e 27,59.

A reducio do ICM nos diferentes métodos e concentracoes de tanino foi observada visualmente
apos a execu¢ao do experimento, conforme demonstra a Figura 2.
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Figura 2. Avaliagdo visual do crescimento micelial: esterilizado (A), filtrado (B) e ndo esterilizado (C). As concentra-
cOes estdo dispostas da esquerda para direita, de maneira crescente, iniciando pela testemunha e seguida
pelas concentracoes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%.

Figure 2. Visual assessment of mycelial growth: sterile (A), filtered, (B) and non-sterile (C) The concentrations
increased from left to right, increasingly, beginning with the control and followed by the concentrations of
0.5; 1.0; 1.5 and 2.0%.

Ao analisar a Figura 2 verifica-se que o potencial téxico do extrativo a P. sanguineus foi visivel uma
vez que, enquanto a testemunha preencheu completamente a placa em aproximadamente sete dias,
os tratamentos contendo o extrativo tiveram um crescimento reduzido. Essa constatacao foi observa-
da desde a menor concentragao (0,5%) tornando-se ainda mais expressiva com o aumento das doses.

Resultados relatando a toxidez do extrato tanico também foram descritos por Anttila et al. (2013),
onde fracoes de tanino extraidas de cones de coniferas inibiram o crescimento de fungos de podri-
dao parda em culturas de meio liquido em baixas concentragdes (0,25 - 0,5 g L'). No entanto, para
a inibicao de fungos de podridao branca, os autores relataram a necessidade de concentragbes mais
altas (1,25 - 1,75 g L"), situacao contrdria a encontrada no presente trabalho, onde verificou-se poder
inibitério do extrato tanico sobre P. sanguineus desde as concentracdes mais baixas testadas (0,5 g L1).

Para a realizagao da segunda etapa do experimento e assim determinar a dose do extrato capaz
de inibir completamente o crescimento do organismo deteriorador, 0 método com o tanino nao
esterilizado, avaliado como mais adequado no estudo inicial, foi empregado. Os resultados evi-
denciaram a mesma tendéncia da primeira parte da investigacao, onde as maiores concentragdes
reduziram gradativamente o desenvolvimento do fungo (Tabela 2).

O extrato demonstrou maior grau de toxidez com o aumento das concentra¢oes, de modo que
enquanto a testemunha apresentou ICM médio de 53,79, diferindo de todos os demais, no mesmo
periodo a dose de 30 g.L! teve uma redugao do crescimento de 69,44% em relagao ao tratamento
sem produto. Quando adicionado 40 g.L'! esse percentual subiu para 89,12%, que s6 é numerica-
mente inferior a dose de 50 g.L!, a qual inibiu 93,6% do desenvolvimento micelial quando com-
parada a testemunha (Figura 3).
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Tabela 2. Comparacdo das médias dos tratamentos 0, 3, 4 e 5%.
Table 2. Comparison of the means of the treatments 0, 3, 4 and 5%.

Concentragao (%) indice de Crescimento Micelial
0 53,79 c*
3 16,45 b
4 5,86 a
5 3,45 a

* Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 3. Avaliacdo visual das concentragdes testadas: placa testemunha (A), 3% (B), 4% (C) e 5% (D).
Figure 3. Visual assessment of the concentrations tested: control plate (A), 3% (B), 4% (C) and 5% (D).

De outra forma, o aumento da concentragao do extrato tanico também revelou a incompatibili-
dade do produto com o agar, substancia responsdvel por deixar o meio de cultura gelatinoso (Figura
3). Entretanto, tal situagdo nao comprometeu os resultados, alterando somente o aspecto visual das
placas com maiores concentra¢cdes do produto.

Embora as doses de 4 e 5% nao tenham apresentado diferenca entre suas médias, o maior grau
de inibicao total por placa foi na maior concentracao, a qual impediu completamente o crescimen-
to micelial em 50% das unidades experimentais testadas (Figura 4).

Figura 4. Inibicdo do crescimento micelial nas repeticdes da concentracao de 5%.
Figure 4. Inhibition of mycelial growth in repetitions of 5% concentration.

Dessa maneira, ficou evidente que quanto maior a dose de extrativo, menor o vigor de cresci-
mento do fungo. O mecanismo da toxidez do tanino é explicado por Leinmdiller et al. (1991) como
a capacidade do produto em precipitar proteinas e interagir com outras macromoléculas, como car-
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boidratos, membrana celular das bactérias e ions metalicos, inibindo dessa forma as enzimas dos
fungos e reduzindo seu crescimento.

Em estudo semelhante, o extrato tinico obtido do mesocarpo de coco mostrou baixo efeito
contra o crescimento do fungo Trametes versicolor, onde somente a combinagao da substancia com
sais de cobre mostraram resultados satisfatérios (RAMIREZ et al. 2012). Uma possivel explicagio
encontrada por Arras e Grella (1992) seria de que uma mesma espécie de planta pode dar origem
a uma variedade de extratos, com diferentes composicdes e bioatividades. Devido a isso, afigura-
-se mais fidedigno a utilizagao de produtos industrializados, com pureza conhecida, mais estaveis,
consistentes e com melhor relagao custo/beneficio.

Os cones e cascas de coniferas sao considerados como uma fonte de extracio de taninos com
potencial na prote¢do de madeiras. No entanto, as chances para a utilizacao industrial de tais extra-
tos sao baixas, pois o processo de purificacao tornaria o custo de producao elevado (ANTTILA et al.
2013). Devido ao extrato de acdcia-negra ja ser um produto comercial utilizado no curtimento de
peles de animais, torna-se vantajosa a sua aplicacao também na preservacao de madeiras pelo fato
de ndo ser necessario adicionar nenhum processo especifico na sua fabricacao e ja ser produzido em
larga escala (TASCIOGLU et al., 2013).

CONCLUSOES

1. A melhor forma de avaliar a eficicia do tanino em meio de cultura foi utilizando o método
nao esterilizado, ou seja, adicionando-o ap6s a autoclavagem do meio.

2. O extrato tanico possui potencial téxico ao fungo Pycnoporus sanguineus.

3. As concentragoes de 4 e 5% foram as mais eficientes sobre a atividade fiingica, sendo que a
segunda inibiu 50% das placas avaliadas, apresentando também o menor indice de crescimento
micelial dentre todos os tratamentos testados.
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