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RESUMO

Neste trabalho, a madeira de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil)
oriunda da Reserva Biologica da Estagdo Experimental de Moji-Guagu (SP) foi
analisada quanto ao teor e composicao de extrativos, lignina, polissacarideos de
parede celular e resisténcia a organismos xiléfagos e comparada com as madeiras
de Anadenathera macrocarpa (Benth.) Brenae (angico-preto), Eucalyptus grandis
Hill ex Maiden (eucalipto) e Pinus elliottii (Warm.) Engelm (pinus). Os extrativos
obtidos em etanol foram encontrados em maior teor no cerne de C. echinata
quando comparado as demais madeiras. A anélise dos extrativos quanto ao teor e
composigcao de ciclitis revelou que o alburno de C. echinata e os cernes de E.
grandis e A. macrocarpa apresentaram os maiores conteudos desses acgucares,
com predominio de pinitol em C. echinata e A. macrocarpa. Nos ensaios de
laboratério com cupins-de-madeira-seca foi observado que o cerne de C. echinata
sofreu 0o menor desgaste, ocasionando maior mortalidade desses insetos,
possivelmente devido as substancias téxicas presentes nos extrativos. Nos
ensaios com os fungos causadores de podriddes, o cerne de C. echinata sofreu
perda de massa inferior a 3%, sendo similar aquele de A. macrocarpa, conhecido
por sua alta resisténcia, o que confirma a elevada durabilidade natural de C.
echinata. O perfil de degradacao das madeiras pelos fungos evidenciou a reducao
preferencial de xilose nas angiospermas e manose em P. elliotti. Em relacdo ao
teor de lignina, o alburno e o cerne de C. echinata nao apresentaram diferencas

quantitativas, sendo os valores semelhantes aos observados para E. grandis. Das
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analises microquimicas por microscopia de luz, apds reacdo Maiile, constatou-se
padrdo de coloragdo do lenho de C. echinata semelhante ao de A. macrocarpa,
com predominio de lignina do tipo siringil nas paredes secundarias da fibra e
lignina do tipo guaiacil nas paredes do elemento de vaso. A andlise da
composicao da parede celular mostrou que a madeira de C. echinata difere das
demais madeiras na composicao de pectinas e no teor de hemiceluloses, sendo,
entretanto, a composicao desta fracao similar a apresentada por E. grandis e A.
macrocarpa.

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho mostram que a
madeira de paubrasil, analisada sob diferentes aspectos e comparada com
madeiras comerciais de alta e baixa resisténcia a organismos xiléfagos, possui
semelhancas com a madeira de alta resisténcia, podendo ser considerada de alta
durabilidade natural e sugerindo desempenho comercial semelhante. Nao foi
possivel no entanto, atribuir essa caracteristica a um fator isolado, uma vez que a
resisténcia é conseqiéncia da interagdo dos varios componentes na madeira.
Considerando-se que o0 pau-brasil encontra-se na lista do IBAMA de espécies
ameacadas de extincdo, sua indicacdo para usos multiplos deve ser

cuidadosamente avaliada.

Palavras-chave: biodegradacao, lignina, parede celular, pau-brasil.



ABSTRACT

In the present work, the wood of Caesalpinia echinata Lam.
(Brazilwood) from the Biological Preserve and Experimental Station of Moji-Guacgu
(SP) was analyzed in respect to the content and composition of extractives, ligrn,
cell wall polysaccharides and resistance to xylophagous organisms, and compared
with woods of Anadenathera macrocarpa (Benth.) Brenae (angico-preto),
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden (eucalipto) and Pinus elliottii (Warm.) Engelm
(pinus). The extraction of wood extractives using ethanol showed that heartwood of
C. echinata presents high content of extractives when compared to the other
woods. Extractives from the sapwood of C. echinata and heartwoods of E. grandis
and A. macrocarpa presented the highest contents of cyclitols, with the
predominance of pinitol in C. echinata and A. macrocarpa. Decay assays revealed
that the heartwood of C. echinata was less attacked by termites, leading to the
highest insect mortality, possibly due the toxic activity of ts extractives. In the
fungal assays, the heartwood of C. echinata presented weight loss values lower
than 3%, confirming its high natural durability; weight loss was similar that of A.
macrocarpa, which is well known for presenting high resistance to fungal attack.
The degradation profile indicated the preferential decrease of xylose in angiosperm
woods and mannose in P. elliotti. No differences in the lignin content were
observed in the sapwood and heartwood of C. echinata, and the heartwood of E.
grandis. After Malle reaction, similar lignin staining was observed in C. echinata

and A. macrocarpa, with predominance of syringil-type lignin in the fiber walls and



guayaciktype lignin in the secondary wall of the vessel elements. Cell wall analysis
showed that the wood of C. echinata differs from other woods in pectin composition
and hemiceluloses content, although the composition of the latter fraction was
similar to that of E. gradis and A. macrocarpa.

In conclusion, the results showed that the wood of C. echinata, analyzed
under different aspects and compared with commercial woods, has similarities with
the wood of high resistance, and may be considered of high natural durability.
However, its resistance can not be attributed to one single feature, but certainly it is
a consequence of the interaction of several wood components. Considering that
brazilwood was included in the IBAMA list of plant species in risk of extinction, the

use of its wood for multiple purposes has to be carefully evaluated.

Key words: biodegradation, brazilwood, cell wall, lignin.
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INTRODUCAO

7

A madeira € um produto de grande importadncia para o comércio
mundial. Ao longo do desenvolvimento da civilizagdo, madeiras que possuem
propriedades como elevada resisténcia a decomposi¢cdo por agentes fisicos,
quimicos ou biologicos, bom isolamento térmico e elétrico, além de serem
encontradas na natureza com ampla faixa de texturas e coloragbes, foram sendo
selecionadas para usos especificos. Atualmente, vastas quantidades de madeira
sdo utilizadas como combustivel, fibras (para polpa e produtos de papel),
assoalhos, construcées e mobiliario, entre outros. A versatilidade da madeira é
demonstrada pela grande variedade de produtos dela derivados, e que sédo o
resultado de seu amplo e variavel espectro de caracteristicas. Na maioria das
vezes, mais do que uma caracteristica da madeira é relevante para 0 seu uso na
elaboracdo de um produto final (Simpson & TenWolde 1999). A durabilidade ou
resisténcia da madeira, seja mecanica ou quimica, & imprescindivel para
determinados usos econ6micos (Lepage 1986). Apesar da importancia econdmica
da madeira, os processos que levam ao seu desenvolvimento e muitos de seus
aspectos bioquimicos e moleculares sdo ainda pouco conhecidos (Plomion et al.
2001).
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1. ESTRUTURA E COMPOSICAO QUIMICA DA MADEIRA

1.1. ESTRUTURA

A madeira, também chamada de lenho ou xilema secundario, €&
constituida de um conjunto heterogéneo de células, com propriedades especificas,
que variam devido, principalmente, a fatores genéticos e ambientais (Silva &
Trugilho 2003). A madeira é composta por trés tipos celulares que sao
especializados para desempenhar fungdes como: condugdo de seiva,
transformacdo, armazenamento e transporte de substancias nutritivas, além da
sustentacdo do vegetal. As caracteristicas celulares e 0 modo como as células
estdo associadas afetam as propriedades da madeira (Miller 1999)

Dois grupos vegetais sdao conhecidos por produzirem madeiras: as
gimnospermas e angiospermas (Miller 1999). As diferencas fundamentais desses
grupos devem-se a tipos, tamanhos, proporcdes e arranjo das diferentes células
que as compdem. Gimnospermas tém, microscopicamente, uma constituicao
anatbmica mais simples e menos especializada que as angiospermas, com a
presenca de dois tipos celulares e pequena variagdo estrutural entre essas
células. As angiospermas, por sua vez, possuem estrutura mais complexa com um
grande numero de tipos celulares e maior grau de variabilidade entre eles
(Wiedenhoeft & Miller 2005).

As gimnospermas sdo compostas principalmente por traqueides e
parénquima radial, sendo o parénquima axial pouco presente (Burger & Richter
1991). As traqueides, que representam os maiores componentes dessas madeiras
(até 95% do volume), sado células imperfuradas, alongadas e estreitas.
Desempenham a fungdo de conducdo e sustentagdo no lenho. As células do
parénquima axial (quando presente) e radial sao similares em tamanho e forma,
mas este ultimo possui as fung¢des de sintese, estoque e transporte de compostos
e, em menor escala, de agua (Wiedenhoeft & Miller 2005).
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As angiospermas, por sua vez, sdo comumente compostas de
elementos de vaso, fibras e parénquimas axial e radial (Burger & Richter 1991). A
conduga@o ascendente de seiva em sua madeira é feita através de elementos
traqueais sobrepostos, que possuem paredes espessadas. O armazenamento de
substancias é feito principalmente no parénquima axial. Quando comparadas aos
elementos de vaso, as células do parénquima apresentam paredes mais finas e
dimensdes menores. As funcdes de armazenamento, transformacédo e conducgao
transversal de substéancias nutritivas séo realizadas pelo parénquima radial. Além
disso, a madeira das angiospermas também ¢é formada por fibras, que sao células
alongadas com extremidades afiladas e paredes que variam quanto a espessura e
que constituem cerca de 20 a 80% de seu lenho. Distribuem-se longitudinalmente
no tronco e desempenham primordialmente a fungdo de sustentacdo (Burger &
Richter 1991).

Em angiospermas, o tronco apresenta do centro para a periferia,
respectivamente, a medula, o cerne, o alburno e a casca. O alburno é a regidao do
xilema que conduz agua e sais minerais, armazena substéncias de reserva e
colabora na sustentacao (Wiedenhoeft & Miller 2005). O cerne, por sua vez, € a
regido do xilema que ndao mais conduz agua e ions minerais € nao armazena
substancias de reserva, mas ainda mantém as fung¢des de sustentacdo e de
defesa quimica. A transformagéo do alburno em cerne, chamada por alguns
autores de cernificacdo, é geralmente acompanhada pelo aumento no conteudo
de extrativos, substdncias comumente armazenadas pelo cerne e que sao
conhecidas por contribuir para a durabilidade natural das madeiras. Os extrativos
escurecem o cerne dando a ele uma cor caracteristica, que €& variavel nas
diferentes madeiras e conferem maior resisténcia a biodeterioragéo (Miller 1999).
Durante a cernificagdo também ocorre a morte das células do parénquima radial,
consumo de amido, consumo de oxigénio e liberagdo de gés carbdnico (Silva &
Trugilho 2003). Nem sempre o cerne se distingue do alburno por uma coloracao
mais intensa, apesar de ser fisiologicamente diferente. Neste caso, é chamado de
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“cerne fisiol6gico”. A proporcéo entre cerne e alburno pode variar dentro da propria
arvore, dependendo da espécie, idade, local, solo e clima (Burger & Richter 1991).

O alburno e o cerne possuem diferengas marcantes que podem ser
interessantes ou ndo, e que sao levadas em consideracdo de acordo com a
utilizacdo que se pretende dar a cada um deles. As diferengas mais importantes
sdo: a) o cerne contém mais compostos fendlicos e acidos que o alburno; b) a
lignina presente no cerne é mais condensada e possui peso molecular mais
elevado; c) o cerne apresenta menor teor de umidade porque é um tecido sem
atividade fisiolégica; e o cerne é menos permeavel e com células mais
compactadas que o alburno. Tais diferengas fazem com que o alburno e o cerne
tenham comportamento diferenciado, tanto do ponto de vista fisico, quanto

quimico e estrutural (Silva & Trugilho 2003).
1.2. COMPOSICAO QUIMICA

1.2.1. EXTRATIVOS

Como o proprio nome indica, extrativos sao substancias que podem ser
removidas da madeira pela extragdo com solventes como agua, alcool, acetona,
benzeno, entre outros (Miller 1999). Nessa categoria estado incluidos os fendis,
terpenos, resinas, graxas, taninos, O6leos essenciais, e ceras, etc. Esses
compostos estdo presentes como monémeros, dimeros ou polimeros
(Wiedenhoeft & Miller 2005). Encontrados em gimnospermas e angiospermas, 0s
extrativos geralmente estao localizados no cerne e conferem propriedades como
cheiro, cor, gosto e algumas vezes apresentam atividades inibidoras ou téxicas,
servindo como preservantes naturais ao ataque de insetos ou a colonizagéo e
deterioragao por fungos (Schultz & Nicholas 2000, Lelis et al. 2001). O grau de
resisténcia da madeira a organismos xiléfagos (alto, médio ou baixo), segundo
Lelis et al. (2001), esta intimamente relacionado a quantidade e a qualidade dos
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extrativos. Dependendo da espécie, das condi¢cdes de crescimento e da idade da
arvore, os extrativos podem constituir de 5 a 30% da madeira (Miller 1999).
Madeiras tropicais tém sido analisadas quanto ao teor de seus
extrativos, porém poucos sdo os relatos nos quais a eficacia dessas substancias
na protecao é testada através da extracdo e impregnacado de outras madeiras.
Onuorah (2000) cita que os extrativos presentes em Cassia fistula e Afzelia sp.,
ambas pertencentes a familia Fabaceae, possuem atividade inibidora contra
fungos e insetos e caracteriza suas madeiras como muito duraveis. Este mesmo
autor, analisando o efeito da impregnacdo de exirativos de angiospermas em
gimnospermas, verificou a eficacia dos extrativos na inibicdo do ataque fungico.
Schultz et al. (1995, citado por Schultz & Nicholas 2000) estudando o papel de
alguns extrativos, principalmente da classe dos estilbenos, na durabilidade natural
de algumas madeiras de angiospermas, constataram que essas substancias tém
acao fungicida menos potente quando comparadas aos biocidas comerciais. Em
outro estudo, esses mesmos autores sugeriram que 0s extrativos possuem uma
dupla funcdo na madeira, atuando como fungicida e antioxidante. Esta funcéo
antioxidante estaria relacionada ao fato de que, no processo inicial de deterioracao
da madeira por fungos de podriddao parda e branca, ha a liberacdo de radicais
livres que afetam a parede celular, facilitando a colonizagdo por esses
microrganismos (Schultz et al. 1998 citado por Schultz & Nicholas 2000).
Historicamente, o primeiro extrativo comercializado para fins de
tingimento foi o extraido de Caesalpinia sappan (Fabaceae), espécie vinda do
oriente, a partir do século Xll. Mas foi de uma &rvore nativa do Brasil conhecida
como C. echinata Lam. (paubrasil) que os indios extraiam uma tinta vermelha
intensamente utilizada para tingimento de fibras de algodao e muito valorizada no
inicio do periodo colonial brasileiro. A popularizagdo do paubrasil na Europa a
partir do século XVI devido ao seu pigmento, e a sua intensa exploracao
econOmica para atender as industrias de tinta e obtencdo dos cobicados tons de
vermelho levaram essa espécie a se tornar rara, condicdo que durou quase até

meados do século XIX, quando ocorreu a sintese do primeiro corante artificial,
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chamado malveina (Rezende et al. 2004). O corante do paubrasil teve seu
principio ativo determinado em 1883 pelos quimicos Liebermann e Burg (Rocha
2004). Chamada de brasilina (C16H1405), essa substancia incolor torna-se
vermelha em solugdes alcalinas, ou apds exposi¢cao ao ar, transformando-se em
brasileina (C1H1205H20) (Figura 1).

HO 0
OH | OH
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/
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| “CH,OH

\
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais componentes presentes no extrativo de
pau-brasil. A: brasilina, B: brasileina (Oliveira et al. 2002) e C: protossapanina B
(Matsunaga et al. 2000a).
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Em Caesalpinoideae, subfamilia a qual pertence o pau-brasil, hé relatos
de extrativos isolados da madeira de algumas espécies, como Caesalpinia
volkensii e C. sappan (Kuria et al. 2001, Xie et al. 2000), das quais foram isoladas
a brasilina e a hematoxilina. A madeira de C. sappan, além de ser objeto de
estudo de pesquisadores chineses na area medicinal, ja tem sua madeira em po6
utilizada pela medicina tradicional como agente anti-inflamatério e analgésico
(Oliveira et d. 2002). Recentemente, foi descrito que os extrativos isolados de C.
echinata possuem atividade inseticida, matando larvas do mosquito Aedes
aegypti, e moluscicida, impedindo o desenvolvimento de ovos de Biomphalaria
glabrata (Luna et al. 2005).

Ha trabalhos que relacionam o teor de extrativos com a qualidade da
madeira utilizada na fabricagdo de arcos para instrumentos de corda. A madeira
de pau-brasil tem sido considerada como uma das melhores para este fim.
Matsunaga et al. (1996) e Matsunaga & Minato (1998) estudaram o efeito dos
extrativos isolados de C. echinata nas propriedades fisicas e mecanicas das
madeiras utilizadas na fabricacdo de arcos de violino. Esses autores verificaram
que os extrativos da madeira de pau-brasil alteram o tan delta (tan &), que é um
dos parametros relacionados as propriedades vibracionais e que indica a
qualidade da madeira para esta finalidade. Minato et al. (1997), Sakai et al. (1999)
e Matsunaga et al. (2000b) impregnaram a protossapanina B e a brasilina (Figura
1) em outras madeiras e observaram que as mesmas tiveram o tan & alterado,
constatando uma melhora nas caracteristicas vibracionais. Acredita-se que a
quantidade de extrativos, sua estrutura quimica e a localizacdo dos mesmos na
madeira também sejam responsaveis pelas propriedades vibracionais, além da
sua durabilidade. Os extrativos presentes nas madeiras, além de conterem
substancias toxicas a insetos e microrganismos, possuem outros componentes
que podem servir como fonte nutricional para organismos xiléfagos, como os

acucares sollveis e os agucares alcoois.
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1.2.2. AGUCARES ALCOOIS

Os acucares soluveis e s agucares alcoois, estes ultimos também
chamados de polidis, sdo metabdlitos de baixo peso molecular encontrados em
varios tecidos e 0Orgaos vegetais, estando também presentes em madeiras.
Acredita-se que podem atuar como estabilizadores de membranas e protegendo
macromoléculas de efeitos adversos, como, por exemplo, da excessiva perda de
agua (Vernon et al. 1993).

Poucos sdo os relatos a respeito do teor de polibis em madeiras.
Hoch et al. (2003), analisando alburno de vérias espécies oriundas de florestas
temperadas, observaram maiores teores de sacarose, glucose e frutose, e em
menores quantidades polidis. Atualmente, ha indicios de que a presencga de polidis
na madeira confere a mesma maior resisténcia a microrganismos xil6fagos, uma
vez que eles, em sua maioria, ndo sao degradados na planta. Entretanto essa
funcdo ainda ndo estd bem esclarecida (A. A. Richter, comunicacao pessoal).

Como uma sub-classe de acgucares alcoois, os ciclitbis sdo altamente
soluveis, ndo reativos e metabolicamente inertes. Essas qualidades permitem que
eles sejam acumulados em altas concentragbes sem interferir nas estruturas
celulares e no metabolismo (Vernon et al. 1993). Estdo divididos em quatro
grandes grupos baseados em: a) mio-Inositol (galactinol); b) D-ononitot ¢) D-
pinitol (galactopinitol A e B); e d) D-chiro-Inositol (fagopiritol) (Peterbauer & Richter
2001) (Figuras 2 e 3). A maioria dos ciclitdis € sintetizada a partir do mio-inositol,
sendo um dos mais comuns o pinitol (1-D-3-O-methyl chiro-inositol). Altas
concentragcbes de pinitol e de ononitol sdo encontradas em varias espécies de
plantas osmotolerantes, como por exemplo a jojoba (Vernon et al. 1993). Em
angiospermas, 0s polidis mais comuns sdo o galactitol, o sorbitol e o manitol,
sendo que o galactitol esta presente especialmente na familia Celastraceae. Em
Pinus pinasterforam observados os ciclitdis D- ononitol e D- pinitol (Noiraud et al.
2001). Atualmente, os ciclitdis tém sido estudados principalmente em sementes,

por estarem relacionados a tolerancia a dessecacgéo e a longevidade das mesmas,
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promovendo, quando em solucdo, a formacao de um estado vitreo que protege as
estruturas macromoleculares durante a dessecacao (Peterbauer & Richter 2001,
Horbowicz et al. 1998, Noiraud et al. 2001).

mio inositol e:_;,.,-t:pqnmq ciceritol galactopinital fagopiritol
galactosil-ciclitbis

Figura 2. Estrutura quimica de alguns dos agucares alcoois encontrados em

plantas superiores (reproduzido de Souza et al. 2005).
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glucose-6-P
l MIPS
1L-miodnositol-1-P
l MP
IMT )
mio-inositol , D-ononitol
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D-chiro-inositol  ,____ D-pinitol

DP1
GolS l GolS l STS
DP2 sacarose galactinol fagopiritol A1 galactopinitol A
fagopiritol B1 galactopinitol B
RFS l l STS
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DP3 rafinose fagopiritol A2 iceri
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trigalactopinitol A
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4
galactosil
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|
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Figura 3. Rota proposta para a sintese de ciclitbis, galactosil ciclitdis e

oligossacarideos da série rafindsica. A setas sem identificacdo indicam que a

enzima que cataliza a reagdo ainda nao foi

identificada. DP: grau de

polimerizagao; DGMI: digalactosil mio-inositol; GolS: galactinol sintase; IMP: mio-

inositol fosfato monofosfatase; IMT: mio-inositol 4-metiliransferase; MIPS; mio-

inositol fosfato sintase; RFS: rafinose sintase: STS: estaquiose sintase; TGMI:

trigalactosil mio-inositol; ?: rota ainda nao identificada em plantas superiores

(adaptado de Ma et al. 2005).
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1.2.3. COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DAS CELULAS DO XILEMA

A parede celular € um envoltério firme, mas extensivel, que sustenta e
protege o0 corpo vegetal, podendo ser definida como uma rede altamente
organizada de polissacarideos, proteinas e fenilpropandides. Apesar de
extremamente firme, a parede celular é pléastica o suficiente para permitir o
crescimento celular. As caracteristicas fisicas e as fungdes bioldgicas da parede
celular dependem de seus componentes e do modo como eles interagem entre si.
As propriedades da parede celular variam com a espécie, o ambiente, o tipo de
tecido e o estadio de desenvolvimento da planta. Em plantas jovens ou em
crescimento ela é representada por uma fina matriz extracelular, rigida e
extensivel, denominada de parede celular primaria, importante no processo de
expanséo celular. Quando a célula atinge a maturidade e os tecidos cessam seu
crescimento, é formada uma estrutura reforcada e espessa, que usualmente é
impregnada de lignina em tecidos secundérios, chamada de parede celular
secundéria (Roberts 2001). Esta € composta de trés camadas, denominadas S1,
S2 e S3 (Figura 4), que sado formadas nos diferentes periodos durante a
diferenciacao celular e que divergem entre si pela disposicdo de seus
componentes e por sua composi¢ao (Plomion et al. 2001).

Diversas fung¢des sédo atribuidas a parede celular, como definir a forma
e o tamanho celular, conferir resisténcia mecanica aos tecidos, controlar a
expansao celular, atuar no transporte intercelular, participar da sinalizacdo e do
reconhecimento entre células, armazenar composios de reserva e moléculas
sinalizadoras que controlam diversos processos fisiologicos e participar de
mecanismos de protecdo das plantas contra microorganismos (Darvill et al. 1992,
Aldington & Fry 1993).

As paredes primaria e secundaria sdo compostas por carboidratos,
glicoproteinas, agua e compostos fendlicos, diferindo apenas na propor¢ao destes
componentes (Carpita & Gibeaut 1993). Toda madeira € naturalmente composta

de polimeros como celulose, hemiceluloses e lignina que, juntamente com os
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extrativos, sdo responsaveis pela maior parte das propriedades fisicas e quimicas
exibidas pela mesma e por seus produtos (Pandey 1999). Variagbes nas
caracteristicas e quantidade desses componentes, além de diferencas na
arquitetura celular, estao diretamente ligadas ao fato das madeiras serem pesadas

ou leves, rigidas ou flexiveis e duras ou moles (Miller 1999).

Figura 4. Eletromicrografia de uma fibra presente em caule vegetal jovem na qual
sao visualizadas a lamela média (ML), a parede celular primaria (CW;) e as
camadas (S1, S2, S3) da parede celular secundaria (reproduzido de Carpita &
McCann 2000).

12
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1.2.3.1. POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos perfazem cerca de 75% da parede celular. A
distribuicdo e o tipo dos componentes na parede celular das células do xilema
variam de acordo com a espécie e com o tipo celular. A celulose (Figura 5 A),
considerada o maior componente, constitui cerca de 40 a 50% da biomassa da
madeira, sendo encontrada em altas quantidades na parede secundaria. E um
polimero linear composto de glucose ligada B-(1, 4), cujas cadeias se agrupam na
forma de microfibrilas, com zonas cristalinas intercaladas com zonas amorfas (ndo
cristalinas). Devido ao alto grau de polimerizagdo e cristalinidade, a celulose é
considerada a resporsavel pela resisténcia da fibra da madeira (Pandey 1999).

As microfibrilas de celulose estdo associadas a uma mistura de
polissacarideos n&o celulésicos, chamados de hemiceluloses, que sé&o
responsaveis por cerca de 25% do peso seco da madeira. Estes sdo depositados
ao redor e entre as microfibrilas de celulose formando uma estrutura que da
suporte mecanico a parede celular. As hemiceluloses compreendem um grupo de
polimeros ricos em glucose, xilose ou arabinose, com diversas ramificacdes. Tais
polimeros ocorrem sob a forma de heteropolimeros como os glucomananos,
galactoglucomananos e glucuronoxilanos, ou como homopolimeros como xilanos

e 3-(1,3) glucanos (Plomion et al. 2001).

Dentre as hemiceluloses, os xilanos e os glucuronoxilanos (Figura 5 B)
sdo encontrados em maiores proporgcdes nas paredes celulares secundarias
vegetais. Sa&o considerados os maiores componentes de madeiras de
angiospermas, chegando a compor 30% da parede celular das mesmas. Em
menores proporgdes sdo encontrados os glucomananos (2 -5%). Nas madeiras de
gimnospermas, por sua vez, sdo encontradas diversas hemiceluloses, sendo o
galactoglucomanano (Figura 5 C) considerado o principal componente,
perfazendo aproximadamente 20% da parede celular, seguido de
glucuronoarabinoxilano (5-10%) (Rowell et al. 2005).

13
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A- Celulose

_.4)B-D-Glc-(1 —|4)B-D-Glc-(1 4 4)B-D-Gle-(1- 4)B-D-Gle-(1 - 4) ~4)B-D-Gle-(1 - 4)B-D-Gle-(1-

glucose

B- Glucuronoxilano

acido glucurénico

xilose

(- 1)-vov-g-o

. 4)B-D-Xil-(1 - 4)B-D-Xil-(1- 4)B-D-Xik (1 -|4) B-D-Xil-(1 |- 4) B-D-Xil-(1 - 4)B-D-Xil-(1 -

C- Galactoglucomanano

. 4)B-D-Man-(1 -|{4)B-D-Glc-(1 - 4)B-D-Man-(1 - 4)B-D-Man-(1 }. 4B-D-Glc-(1 -

manose glucose

a-D-Gal-(1 - 6)

galactose

Figura 5. Representagdo estrutural. A: Celulose; B: Principal hemicelulose

encontrada em madeiras de angiospermas (glucuronoxilano); C: Principal
hemicelulose encontrada em madeiras de gimnospermas (galactoglucomanano)
(adaptado de Carpita & McCann 2000).
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Vian et al. (1986), estudando a madeira de Tilia platyphyllos, verificaram
que os glucuronoxilanos estdo relacionados a disposicdo e orientagcdo das
microfibrilas de celulose na parede celular presente nas camadas S1 e S2 e que o
xilano envolve as microfibrilas de celulose. Awano et al. (2002), analisando
microfibrilas de celulose presentes nas paredes celulares das células do xilema de
Fagus crenata (Fagaceae) em microscopia eletrénica, verificaram que as mesmas
estavam envolvidas por xilano e lignina, formando um complexo lignina-
polissacarideo, que estaria contribuindo para o seu espessamento. Esse complexo
seria o responsavel pelo suporte mecanico da fibra da madeira (Reis et al. 1994).

As hemiceluloses sdo mais abundantes em madeiras de angiospermas
do que em gimnospermas e podem diferir em sua composi¢cao entre as espécies.
Entre as camadas da parede celular secundaria (S1, S2 e S3) ha diferencas na
proporcao de celulose e hemiceluloses, sendo que estas Ultimas estao presentes
em maiores quantidades na camada S1. Por terem arranjo e composicao
diferentes, e sendo distinguiveis apenas por essas caracteristicas, as camadas
possuem fungbes diferentes. A camada S2 é considerada a mais importante, pois
estd relacionada ao suporte mecanico. A orientacdo perpendicular das
microfibrilas de celulose nesta camada pode influenciar as propriedades fisicas e
mecanicas na madeira (Plomion et al. 2001, Singh & Daniel 2001). Alguns autores
acreditam que a camada S3 minimiza os efeitos da tensdo da camada S2 e do
restante da parede celular durante o transporte de agua. Também pode formar
uma barreira a certos tratamentos quimicos e contra a invasao de microrganismos
durante a biodeterioragdo da madeira (Singh et al. 2002).

Proteinas e pectinas estao entre os menores componentes da parede
celular de madeiras (Rowell et al. 2005). Embora diferentes proteinas estejam
presentes na parede celular em diferentes momentos durante o desenvolvimento
da célula, as quantidades restantes na madeira sdo pequenas. Entretanto,
acredita-se que algumas proteinas desempenham importante papel na
determinacao da composi¢cdo e morfologia das paredes celulares das células do

xilema (Cassab 1998). As pectinas sdo caracterizadas por possuirem alto
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conteudo de &cido a-D-galacturénico. Os trés maiores componentes da pectina
sdo o homogalacturonano (HGA), que € constituido de unidades de &cido
galacturénico a-(1,4) ligadas e os ramnogalacturonanos | (RGI) e Il (RGll), que
possuem unidades de &cido galacturdnico a-(1,4) intercaladas por unidades de
ramnose ligadas a-(1,2) (Dumville & Fry 2000). Varias fun¢des sdo atribuidas as
pectinas, como contribuir na regulagdo da extensibilidade da parede celular,
determinar a porosidade, além de conter moléculas sinalizadoras da inducao de
respostas de defesa em plantas (Van Cutsem & Messiaem 1994).

O amido é o principal polissacarideo de reserva em plantas, e embora
nao faca parte da parede celular pode ser encontrado em pequenas quantidades
associado a parede celular da madeira. Ocorre geralmente em granulos e é
composto de unidades de glucose a-(1,4) ligadas (amilose), com ramificagdes a-
(1,6) (amilopectina) (Rowell et al. 2005).

Dentre os componentes quimicos de parede celular das células do
xilema, a celulose e a lignina tém sido as mais estudadas, devido a sua influéncia
na resisténcia e durabilidade da madeira (Singh & Daniel 2001). Lichtenegger et
al. (1999) descrevem que a celulose contribui consideravelmente para a
resisténcia mecanica da parede celular. Para Rowell et al. (2005), o fato da
associacao entre a celulose, as hemiceluloses e a lignina ser tao intima dificulta o
isolamento da celulose da madeira. Outra caracteristica importante, relacionada a
elasticidade da parede celular, é a disposicdo das microfibrilas de celulose nas
diferentes camadas da parede celular secundaria, principalmente na camada S2.
A resisténcia e a rigidez sdo outras caracteristicas diretamente influenciadas pelo

arranjo dos polimeros na parede celular da madeira (Bergander & Salmén 2002).

1.2.4. LIGNINA

Considerada o segundo maior componente da madeira, a lignina é
responsavel por cerca de 25 a 35% da parede celular das células do xilema,
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sendo abundante na parede celular secundaria e formando um sistema altamente
resistente entre e ao redor do dominio celulose-hemicelulose (Zabel & Morrell
1992, Plomion et al. 2001).

7

A lignina é encontrada em menores quantidades na parede celular
primaria e na lamela média e difere daquela presente na parede celular
secundaria. Além disso, sua natureza quimica € dependente da idade da célula
(Joseleau & Ruel 1997). As ligninas exibem intrinsecamente varias caracteristicas
que as tornam polimeros Unicos na natureza, sendo o polimero natural mais dificil
de ser hidrolisado (Boudet 2000).

De acordo com Hatfield & Vermerris (2001), existem duas formas para
definir as ligninas: a primeira do ponto de vista quimico, através da analise da
composicao quimica e estrutural; a segunda do ponto de vista funcional.
Encontradas em células especializadas, como traqueides, vasos e fibras, as
ligninas sédo derivadas da polimerizagdo oxidativa de trés alcoois cinamicos,
chamados de monoligndis: p-coumarilico, coniferilico e o sinapilico (Figura 6), que
dao origem aos residuos hidroxifenil (H), gquaiacil (G) e siringil (S),
respectivamente. O alcool p-coumarilico € o precursor menos abundante de
ligninas de angiospermas e gimnospermas; o alcool coniferilico € o precursor
dominante de ligninas de gimnospermas e os alcoois coniferilico e sinapilico s&o
precursores de ligninas de angiospermas (Rowell et al. 2005). O predominio de
um desses residuos define os trés tipos de lignina que diferem entre si apenas
pelo grau de metiliacdo. A unidade G é caracterizada por uma substituicdo por
grupo metil no anel aromatico, enquanto a unidade S é di-metilada e a unidade H
nao possui metilagdo (Dixon et al. 2001). O conteudo e o tipo de lignina pode
variar nos diferentes taxa, individuos, tecidos, tipos de células e camadas da
parede celular (Piqguemal et al. 1998, Plomion et al. 2001).

As ligninas de gimnospermas contém somente unidades G e uma

menor proporc¢ao de unidades H, perfazendo cerca de 25 a 35% da parede
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Figura 6. Via de biossintese dos trés monolignéis que compdem a lignina e os

respectivos residuos derivados (adaptado de Dixon et al. 2001).
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(Rowell et al. 2005). Ja as ligninas de angiospermas contém tipicamente uma
mistura de unidades G e S e uma quantidade minima de unidades H (Whetten et
al. 1998), e seu conteudo varia entre 18 a 25%. A razao entre as unidades G:S
varia de cerca de 4:1 a 1:2 (Rowell et al. 2005). Em gramineas sao sempre
encontrados os trés tipos de unidades, na seguinte ordem: H<G<S. (Yoshizawa et
al. 1999). Em gimnospermas, as ligninas apresentam-se altamente condensadas.
Os mecanismos que determinam as proporcdes entre as unidades ainda néao
estdo esclarecidos, porém, acredita-se que a lignina ndo é simplesmente um
polimero que possui unidades escolhidas ao acaso, mas a sua composicao é
programada (Dixon et al. 2001). A existéncia de mais ce um tipo de lignina e a
precisa regulacdo da composi¢ao durante o desenvolvimento indicam a existéncia
de diferencas adaptativas e em suas propriedades funcionais (Whetten et al.
1998).

A relacdo G:S em ligninas de diversos tipos de madeiras tem sido
extensamente estudada, pois, além de estar relacionada a capacidade de
deslignificagcdo da mesma, na qual a maior quantidade de unidades S facilita sua
fragmentagéo, também estd sendo utilizada como critério de selecdo de arvores
para uso exploratério, principalmente na industria do papel (Pereira et al. 1994).
Diferentemente, ligninas que contém uma maior quantidade de unidades H s&o
dificilmente degradadas (Campbell & Sederoff 1996). Esta relacdo G:S aumenta
conforme avanca a maturidade da célula. Alguns autores tém observado que
durante a diferenciacao celular, a parede celular do vaso sofre o processo de
lignificagao anteriormente a da fibra, e que a deposicao das unidades G antecede
a deposicdo das unidades S (Yoshizawa et al. 1999). Recentemente, alguns
estudos tém relacionado inversamente a quantidade de lignina e a relacdo G:S na
digestibilidade de forrageiras por animais ruminantes. Nas forrageiras mais jovens,
que apresentam baixo teor de lignina, um pequeno aumento na relagcdo G:S
acarreta diminuicdo da digestibilidade por ruminantes (Fukushima & Savioli 2001).
Assim, a medida que as plantas forrageiras tornam-se maduras, maior é o teor de

lignina, bem como maior é o seu efeito restritivo sobre a utilizacdo da parede
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celular. Por outro lado, Grabber et al. (1997), analisando plantas de milho quanto a
sua proporcdo de monolignédis, verificaram que a degradabilidade da parede
celular por hidrolases fungicas esta mais associada a quimica e ultraestrutura da
parede celular do que a composicao de ligninas.

A deposicao de fenilpropanoides na parede celular €, dentre outros, um
aspecto relacionado a respostas de resisténcia a doencas. O processo de reforco
da parede, que tem inicio apds a infeccdo ou por estimulos ambientais, leva a
mudancga na rigidez e digestibilidade das células e tecidos (Whetten et al. 1998,
Boudet 2000). A lignificacdo é um processo que confere protecao contra a invasao
fungica, pois a lignina é o ultimo componente a ser degradado pelos fungos
(Blanchete 1991). A lignina forma uma barreira ao redor das microfibrilas de
celulose e das hemiceluloses na parede celular, que deve ser alterada ou
removida antes que as microfibrilas possam ser enzimaticamente digeridas. Por
esse motivo, a presenca de lignina representa uma barreira que os fungos devem
remover ou modificar para ter acesso aos demais polimeros. A lignina pode ser
degradada somente por um pequeno grupo de fungos especializados ou bactérias,
em um processo que, algumas vezes, leva longos periodos (Zabel & Morrell
1992).

De um modo geral, como principais funcdes da lignina destacam-se o
suporte mecanico que confere aos vasos condutores, a rigidez adicional que da a
parede celular, tornando-a hidrofébica, impermeavel e resistente, além de estar
envolvida em resposta a sinais ambientais e em mecanismos de defesa contra

microorganismos (Boudet 2000, Minorsky 2002).

2. BIODETERIORAGAO DA MADEIRA

A deterioracdo da madeira € um processo em que ocorrem mudancas

significativas nas propriedades fisico-quimicas da mesma, que podem ser
causadas por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos (Zabel & Morrell 1992). A

resisténcia natural da madeira € medida pela sua capacidade de resistir a
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deterioracao (Paes 2002). Umidade e temperatura, que podem variar de acordo
com as condicoes locais, sdo os principais fatores que afetam a velocidade da
deterioracdo. A madeira é mais rapidamente degradada em d&reas quentes e
umidas que favorecem a deterioracao bioldégica (Simpson & TenWolde 1999),
resultante da atividade de microrganismos como fungos e bactérias (Schmitt et al.
2005).

Madeiras de gimnospermas sao naturalmente suscetiveis ao processo
de biodeterioragdo. As de angiospermas, ao contrario, apresentam geralmente
varios graus de resisténcia natural ao ataque bioldgico, graus esses influenciados
pelas diferencas ma qualidade dos extrativos presentes na madeira. De fato, a
constituicdo quimica, variavel entre as espécies e até mesmo entre as células da
mesma madeira, € um fator determinante da sua resisténcia natural ao ataque dos
microrganismos (Paes et al. 2002, 2005). O alburno é mais suscetivel que o cerne
por ser a parte da madeira que apresenta material nutritivo armazenado. O cerne,
além da auséncia desse tipo de material, possui os extrativos, que usualmente
contém substancias inibidoras ou téxicas (Silva et al. 2004).

O processo de biodeterioragdo ocorre em etapas ou estagios graduais e
continuos e que dependem do tipo de microrganismo que esta se desenvolvendo
na madeira. O primeiro estagio, chamado de incipiente, tem inicio quando o
microorganismo penetra superficialmente na madeira e comega a sua colonizagéo
liberando enzimas. Geralmente, neste estagio nao ocorrem evidéncias
macroscopicas da infec¢do. A deterioracao vai se desenvolvendo e quando alguns
sinais da infecgao ja podem ser notados, esta etapa é caracterizada como recente.
Na seguinte, chamada de intermediaria, mudancas na coloracao e na textura da
madeira ja sdo bastante evidentes, mas a sua estrutura ainda permanece intacta.
No ultimo estagio, conhecido como avangado, a madeira torna-se completamente
desestruturada. As etapas gerais de deterioracdo sdo semelhantes para diversos
microorganismos, porém o padrao de deterioracdo é variavel (Zabel & Morrell
1992).
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Muitos organismos diferentes podem atacar e deteriorar a madeira,
como fungos, brocas e cupins. Os ataques mais comuns e destrutivos sao
ocasionados por fungos (Istek et al. 2005), que sdo os responsaveis por profundas
alteracbes nas propriedades fisicas e mecéanicas da madeira, uma vez que
degradam progressivamente o material que compde a parede celular. Os
polissacarideos presentes na parede celular da madeira servem de fonte de
energia (alimento) para esses microrganismos (Lelis et al. 2001). No processo de
deterioracao por fungos, a lignificagdo é conhecida por ser um fator de resisténcia
a degradacdo da parede celular. Usualmente, a habilidade de fungos em
deteriorar a madeira ndo é a mesma para todas as espécies, sendo observada
especificidade de alguns fungos a algumas madeiras (Ferraz et al. 2001).

Os fungos xil6fagos, isto é, os que deterioraram a madeira, sao
comumente classificados em trés grupos principais, conhecidos como causadores
das podridoes parda, branca e mole. Fungos de podriddo parda degradam
preferencialmente as hemiceluloses e a celulose presentes na parede, e a
madeira atacada apresenta uma coloracédo residual pardacenta. Os fungos de
podridao branca degradam tanto os polissacarideos quanto a lignina. Neste caso,
a madeira adquire uma coloracao mais clara (Oliveira et al. 2005a). Muitas vezes,
nos estagios iniciais de deterioracdo, degradam preferencialmente certos
constituintes da parede celular em determinadas regiées da madeira (Schwarze et
al. 2000). A maioria degrada a celulose e hemiceluloses aproximadamente nas
mesmas quantidades, mas um pequeno grupo remove preferencialmente a lignina
e as hemiceluloses (Istek et al. 2005). Os fungos de podriddo mole degradam
primariamente a celulose e as hemiceluloses. A degradacdo da lignina é mais
lenta e € dependente do fungo e da madeira (Brazolin & Tomazello Filho 1999).

Schwarze et al. (2000), analisando a madeira de Acer pseudoplatanus
por microscopia eletrdnica de transmissao, depois de submetida a deterioragao
por Laetiporus sulphureus (podriddao parda), Ganoderma pfeifferi e Armillaria
mellea (podriddo branca), observaram degradagao preferencial dos componentes

da parede celular. O fungo L. sulphureus degradou preferencialmente a celulose,
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G. pfeifferi mostrou preferéncia por degradar as paredes celulares altamente
lignificadas e A. mellea em degradar paredes celulares pouco lignificadas. Singh et
al (2006), avaliando a resisténcia da madeira de Pinus radiata ao fungo de
podridao mole, notaram que os traqueides radiais, que possuem maior teor de
lignina, eram mais resistentes a degradacdo comparados aos traqueides axiais.

Com a crescente demanda do uso de madeiras das florestas e matas
nativas, torna-se necessario obter maiores informacdes sobre a durabilidade
natural das mesmas, para evitar seu uso inadequado e direcionar seu emprego
comercial e industrial, de forma racional (Alves et al. 2006). Desse modo,
madeiras do semi-arido brasileiro tém sido objeto de estudos de resisténcia natural
a fungos causadores de podriddes, em condi¢cdes de laboratorio (Paes et al. 2002,
2004, 2005), para este fim.

Os cupins, também chamados de térmitas, sdo os principais insetos
xil6fagos, sendo o cupim-de-madeira-seca considerado o mais importante, uma
vez que é ativo destruidor de madeiras, mesmo quando em colénias com poucos
individuos (Silva et al. 2004). Diferenciam-se em castas, nas quais muitos
operarios alimentam-se da madeira por possuirem protozodrios no intestino, o que
lhes possibilita digerir a celulose. O tempo de sobrevivéncia dos cupins é variavel
e depende das condigdes ambientais (Stumpp et al. 2006). A espécie
Cryptotermes brevis é considerada um cupim-praga. E considerado cosmopolita,
pois existe em todo o globo terrestre, principalmente nas regiées neotropicais
(Gongalves & Oliveira 2006). Vive em madeiras com baixo teor de umidade,
inferiores a 30% (Brazolin et al. 2001). Tem seus ninhos dentro da madeira, da
qual normalmente nao sai a ndo ser no periodo de revoada. Essa espécie ataca
fortemente madeiras de coniferas e algumas angiospermas de baixa resisténcia
natural. A celulose presente na parede celular da madeira é digerida e a lignina
depositada nas pelotas fecais (Stumpp et al. 2006). Alguns trabalhos relacionam a
resisténcia natural de madeiras de angiospermas ao ataque de cupins (Gongalves
& Oliveira 2006, Silva et al. 2004, Paes 2002, Paes et al. 2002). Esses estudos

também visam o uso racional da madeira.
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3. PAU-BRASIL

A arvore de Caesalpinia echinata Lam., conhecida como pau-brasil, €
um dos simbolos do pais e objeto de varias referéncias histéricas (Pickel 1951,
Vasconcelos 1994). O extrativismo do paubrasil foi a primeira atividade
econdmica desenvolvida pelos portugueses em terras brasileiras, ocupando o
centro da histéria brasileira durante todo o primeiro século da colonizagdo. Muito
utilizada por nossos indios para o tingimento de tecidos, os portugueses logo
descobriram nessa espécie uma riqueza inesgotavel. Além do pigmento vermelho
extraido do cerne e utilizado como corante e tinta de escrever, a madeira do pau-
brasil também foi muito utilizada na construcado naval e civil e em trabalhos de
torno e marcenaria de luxo. Embora abundante na época da chegada dos
portugueses, hoje essa arvore € uma espécie ameacada de extincao, devido a
exploracdo ilegal e irresponsavel. Atualmente, seu uso restringe-se a confec¢ao
de arcos para instrumentos de corda, principalmente de violino (Carvalho, 1994;
Lorenzi, 1992; Mainieri, 1960). Ainda ha corte ilegal de madeira de pau-brasil para

atender a esse mercado (Rocha 2004).

Pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, o pau-
brasil € uma leguminosa originaria das matas costeiras (Mata Atlantica),
estendendo-se do Rio Grande do Norte ao Rio de Janeiro. A madeira recebe
outros nomes populares, como: lbirapitanga, Ibiripitinga, Arabuta, Brasilete, pau-
rosado, pau-vermelho e pau-de-Pernambuco, dentre outros. Possui porte
elegante, copa arredondada (Figura 7 A), folhas verde-escuras brilhantes, flores
em cacho amarelo-ouro suavemente perfumadas. Apresenta porte médio, entre 10
a 30 m de altura e seu caule pode atingir de 40 a 60 cm, podendo chegar a 1 m de
didmetro em condicées naturais (Rizzini 1971, Aguiar et al 2005). Seu cerne,
muito duro e pesado, varia de coloracdo castanho-alaranjado ao vermelho escuro

e foi alvo da primeira grande exploracdo econémica de recurso natural em
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Figura 7. Fotos ilustrativas nas quais se observa o aspecto geral das arvores. A:
Pau-brasil (A. G. Freitas Neto); B: Angico-preto (www.comm.com.br); C: Eucalipto

(www.anbg.gov.au/images/photo_cd/myrtaceae); D: pinus
(www.floridagardener.com /FLNatives/Slashpine.htm).
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territorio brasileiro desde a colonizacdo portuguesa. O alburno é fino e de cor
amarela clara (Rezende et al. 2004).

A denominacdo vulgar pau-brasil € usada para designar seis géneros
distintos de plantas que produzem madeira (Mainieri 1960). Um dos fatores que
contribui para confundir muitas espécies de outras familias com o verdadeiro pau-
brasil € o desconhecimento quase completo da sua madeira (Mainieri 1960).
Apesar da sua importancia como arvore simbolo do Brasil, até o ano de 2001 era
uma espécie que carecia de estudos cientificos que permitissem conhecé-la
melhor e, conseqlentemente, promover sua conservagado e orientar a sua
utilizacdo. As informagdes a respeito das propriedades fisicas e mecéanicas da
madeira de pau-brasil eram escassas ou quase inexistentes. Com relagdo as suas
propriedades quimicas, os trabalhos restringiam-se a ocorréncia de brasilina e
brasileina. Além disso, ndo existiam relatos sobre sua resisténcia ao ataque de
organismos xil6fagos, que possivelmente seja decorrente de sua composicao

micromolecular e da composicao e estrutura da parede celular.

Para preencher essas lacunas, entre os anos de 2001 e 2005 foi
desenvolvido o Projeto Tematico: "Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil): da
semente a madeira, um modelo para estudos de plantas arbdreas tropicais
brasileiras”, com quatro enfoques principais: 1) relagcbes do pau-brasil com o
homem; 2) uso sustentavel e conservacdo; 3) uso racional e sustentavel da
madeira (propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas) e 4) perspectivas futuras do
uso do pau-brasil. Esse projeto ampliou 0 conhecimento existente sobre o pau-
brasil em diversos aspectos (www.paubrasilvirtual.bio.br). Como parte desse
projeto foram realizados estudos relativos a madeira de pau-brasil no que
concerne a composicao de suas paredes celulares e sua resisténcia a organismos

xil6fagos, apresentados nesta tese.
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4. OUTRAS MADEIRAS ESTUDADAS

Para caracterizar a madeira do pau-brasil em relacdo a composicao de
suas paredes celulares e a sua resisténcia a organismos xiléfagos e compara-la
com outras espécies comerciais que ja tivessem sua resisténcia a biodeterioracao
conhecida, foram selecionadas as madeiras de Anadenanthera macrocarpa
(Benth.) Brenae (angico-preto), Eucalyptus grandis Hill ex Maiden (eucalipto) e
Pinus elliottii (Warm.) Engelm (pinus), que sao objeto de estudos no Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas de Sao Paulo (IPT).

4.1. ANGICO-PRETO

Angico-preto € o nome popular dado a Anadenanthera macrocarpa
(Benth.) Brenae, leguminosa da familia Fabaceae (Figura 7 B), encontrada no
Brasil, Argentina e Paraguai (Chudnoff 1984). No Brasil, tem ampla distribui¢cao
geografica, ocorrendo desde o Maranhdo até Sao Paulo e no Brasil Central. E
comum na zona da mata em Minas Gerais, na regido Oeste do Estado de Sao
Paulo e no Sul de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Além do nome angico-
preto, é também conhecida por angico-preto-rajado, angico-rajado, angico-
vermelho, angico-do-campo, Arapiraca, Guarapiraca e Angici, dentre outros
(Mainieri & Chimelo 1989).

Como caracteristicas gerais do angicopreto destacam-se o cerne
castanho-amarelado quando recém-cortado, a abundancia de veios ou manchas
arroxeadas que sdo mais facilmente visualizadas quando a madeira é recém-
cortada, a presenca de fibras irregulares, de superficie pouco lustrosa e
irregularmente aspera, o cheiro imperceptivel e o gosto ligeiramente adstringente
(Chudnoff 1984).

Por ser muito pesada, de elevada resisténcia mecanica e de alta

durabilidade em condi¢cbes naturais, € uma madeira altamente valorizada, sendo
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indicada para construcao de estruturas externas, como estacas, esteios, postes,
dormentes, cruzetas, madeiramento de currais, moveis, vigas, caibros, ripas,
marcos de portas e janelas, tacos e tabuas para assoalhos, etc. E considerada de
alta resisténcia natural ao apodrecimento (Mainieri & Chimelo 1989) e ao ataque
de cupins (Paes et. al. 2003).

4.2. EUCALIPTO

O eucalipto Eucalyptus sp.) € uma planta da familia Myrtaceae que
conta com mais de 600 espécies e variedades descritas (Figura 7 C). No Brasil,
sua introducdo deu-se em 1868, no Rio Grande do Sul, com as espécies
Eucalyptus globulus, E. amygdalina e E. polyanthemo. Geralmente as plantas
alcangam uma altura de 43 a 55 m, com diametro entre 122 a 183 cm (Meskimen
& Francis 1990). Apesar de ser uma espécie exética, adaptou-se rapidamente ao
clima brasileiro, e € largamente utilizada em areas de reflorestamento. Para o caso
especifico do Brasil, o eucalipto possui um carater estratégico, uma vez que a sua
madeira € responsavel pelo abastecimento da maior parte do setor industrial de
base florestal. E também cultivado para a producédo de lenha e carvdo, além da
madeira ser usada para escoras, esteios, postes, dormentes e toras para
desdobra (serraria), fabricacdo de moveis, casas e estruturas na construgao civil e
fibras para a industria de polpa e papel. Muitas espécies produzem néctar para a

apicultura, assim como 6leos e taninos (Silva 2001).

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden destaca-se como uma das espécies
mais plantadas no Brasil e no mundo, por ser considerada muito versatil e
indicada para multiplos usos (Haselein et al. 2004). Possui cerne castanho rosado
e alburno bege rosado, pouco brilho e cheiro e gosto imperceptiveis. Sua madeira
possui resisténcia natural de moderada a baixa a deterioragdo por fungos
apodrecedores e cupins, sendo particularmente suscetivel ao ataque de fungos da

podriddo mole e cupins-de-solo. Silva et al. (2004), verificaram que a madeira de
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E. grandis, dentre as demais do género Eucalyptus, foi a que apresentou menor
resisténcia natural ao ataque do cupim-de-madeira-seca Cryptotermes brevis.

4.3. PINUS

Nativo do Hemisfério Norte, o género Pinus sp. (Pinaceae) é
economicamente importante pela sua madeira, polpa, alcatrdo e aguarras. Sua
resina € conhecida por formar uma camada protetora na superficie da madeira
contra microrganismos patogénicos. Como principal produto da resina, a aguarras
é utilizada para dissolver vernizes e tintas. Tem sido a principal fonte de madeira
para varios propositos, incluindo lenha, construgao e carpintaria. No Reino Unido
s&o encontrados exemplares introduzidos de Pinus contorta e P. nigra, na Nova
Zelandia P. radiata e no Brasil P. elliotti e P. taeda (www.botanik.uni-
bonn.de/conifers/pi/pin/index.htm).

Pinus elliottii (Warm.) Engelm, (Figura 7 D), € uma espécie exotica
originaria dos Estados Unidos, e que foi introduzida no Brasil em 1959,
inicialmente nos estados das regides Sul e Sudeste. O pinus encontrado no Brasil
€ uma madeira oriunda de reflorestamento e desponta como uma das melhores
alternativas para o abastecimento do mercado nacional, uma vez que cresce
rapidamente e pode atingir até 30 m de altura (www.tokstok.com.br). Além do
nome pinus, € conhecido também como pinheiro-americano. Sua madeira tem
coloragdo branco-amarelado com brilho moderado, textura fina, cheiro e gosto
distinto e caracteristicos devido a resina. Observagdes e ensaios laboratoriais
permitem considerar a madeira de pinus como de baixa resisténcia a deterioracéo
por fungos apodrecedores, cupins e brocas-de-madeira (Gongalves & Oliveira
2006). Geralmente, em ensaios de resisténcia a biodeterioragdo, sua madeira é
utilizada como controle, por ser considerada altamente suscetivel ao ataque de
organismos xiléfagos (Paes 2002, Gongalves & Oliveira 2006).
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OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar a madeira
do pau-brasil em relagdo a sua estrutura e a composicdo de suas paredes
celulares e tentar correlacionar esses dados com a resisténcia a biodeterioracao
ocasionada por organismos xiléfagos. Para fins de comparacdo, madeiras de
pinheiro, eucalipto e angico-preto, espécies cuja resisténcia a organismos
xiléfagos ja € conhecida, foram submetidas as mesmas analises. Os objetivos

especificos foram:

> Quantificar e analisar os extrativos presentes nas madeiras e o teor de
acucares alcoois, para verificar sua possivel relagdo com a resisténcia

da mesma;

» Determinar o teor de lignina, por meio de analises bioquimicas
especificas, e a presenca de lignina do tipo guaiacil e siringil nas

madeiras, empregand o-se microscopia de luz e testes microquimicos;

» Determinar o teor e a composi¢cdo dos polissacarideos presentes nas

paredes celulares de alburno e cerne;

» Avaliar o grau de resisténcia da madeira de pau-brasil a degradagao por
cupins e por fungos de podriddes branca, parda e mole, através da
comparacdo com madeiras comerciais cujo grau de resisténcia ja é
conhecido.
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

Por meio de coleta destrutiva, foram obtidos discos do tronco (DAP-
didmetro da altura do peito) de trés individuos adultos de Caesalpinia echinata
Lam. (Fabaceae) com cerca de 25 anos (Figura 8), procedentes de um bosque
implantado na Reserva Biol6gica e Estacdao Experimental de Moji-Guagu (Fazenda
Campininha/ SP) (22° 15-16' S, 47° 8-12' W). Uma amostra de tronco de pau-brasil
oriundo da Estagao Ecoldgica do Pau-Brasil, localizada em Porto Seguro (BA) foi
utilizada em alguns ensaios para fins de comparacao.

Ripas (triplicatas) de madeiras comerciais de Pinus elliottii (Warm.)
Engelm (pinus) (Pinaceae), cerne de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden (eucalipto)
(Myrtaceae) e cerne de Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenae (angico-
preto) (Fabaceae) foram obtidas na Fazenda Monte Alegre, SP, Estagéo
Experimental de Ciéncias Florestais de Anhembi, SP e Aquidauana, MT,
respectivamente (Figura 9). Neste trabalho, as amostras de pinus foram
consideradas como madeira (alburno) uma vez que nao houve distincdo do cerne
(“cerne fisiologico”). A idade das éarvores das quais foram obtidas as ripas
utilizadas neste trabalho n&o foi estimada.

Para os ensaios de degradacdo por organismos xil6fagos foram
utilizados o cupim Cryptotermes brevis (Walker) e os fungos apodrecedores
Pycnoporus sanguineus (Pers. Ex Fr.) Murr. (podriddo branca), da Belgian
Coordinated Culture Collection BCCC n® 30513, Gloeophyllum trabeum (Pers.)
Murrill (podridao parda), da American Type Culture Collection ATCC n°® 11539 e

Chaetomium globosum Kunze ex Fries (podridao mole), da ATCC n? 6205.
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Casca

Cerne
Alburno

Foto: Agne} E. Luchi - IBt

Figura 8 Disco de tronco de paubrasil Caesalpinia echinata), procedente da
Reserva Bioldgica da Estacao Experimental de Moji-Guagu-SP, com indicacao das

diferentes partesque o compdem.

Foto: Claudia A. Silva

Figura 9. Ripas de madeira. A: Pinus elliotti (pinus); B: Cerne de Eucalyptus

grandis (eucalipto); C: Cerne de Anadenathera macrocarpa (angico-preto) (C)

utilizadas no trabalho.
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2. METODOLOGIA

2.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Porcoes do tronco de plantas de paubrasil e de ripas de pinus,
eucalipto e angico-preto foram secas em estufa a 60 °C até peso constante. Da
madeira de pau-brasil foram separados manualmente, com o auxilio de uma
talhadeira, o alburno, o cerne e a casca. Parte dos materiais do alburno e do cerne
foi utilizada para a confeccdo de corpos-de-prova destinados as analises
anatdmicas ({tem 22) e aos ensaios de degradacdo por organismos xil6fagos
(tem 26) e o restante foi moido em micromoinho de facas, separadamente,
obtendo-se pdés que foram utilizados para as andlises bioquimicas. A casca
também foi utilizada para andlises relativas ao teor de extrativos (item 2.3) e
Lignina de Klason (item 2.5.1).

2.2. ANALISES ANATOMICAS E MICROQUIMICAS

Corpos-de-prova de trés individuos de pau-brasil e de trés individuos de
pinus, eucalipto e angico-preto (item 2.1) com dimensdes de aproximadamente 3,0
X 2,0 X 2,0 cm foram submetidos a autoclavagem em agua destilada por 1 h, a 1
atm e 121 °C, para amolecimento. A partir desse material foram obtidas secc¢des
transversais de 18-20 um de espessura em micrétomo de deslize Leica SM 2000R
e estas submetidas a reacdo de Maile (Yoshizawa et al. 1993), que indica a
presenca de ligninas do tipo guaiacil (G) e siringil (S) nas amostras. Gotas de uma
solucdo aquosa de permanganato de potassio a 1% foram aplicadas sobre as
seccoes e estas incubadas por 5 minutos. Apds lavagem em agua destilada, foram
adicionadas gotas de acido cloridrico 3% por 1 minuto, seguidas de lavagem e de

gotas de amoniaco 29% por 1 minuto. As laminas foram montadas em glicerina
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70% e cobertas com laminula. As secgdes foram observadas sob microscopio

fotbnico Carl Zeiss Jenamed 2 e fotografadas.

2.3. OBTENGCAO DOS EXTRATIVOS

Os pds das madeiras (item 2.1) foram pesados e submetidos a extragao
exaustiva com etanol comercial (92%) de forma automatica em extrator ASE 300
(Dionex), a temperatura ambiente, para a obtengdo dos extrativos. Os residuos
das extragdes foram lavados com agua destilada para completa eliminacao do
etanol e posterior secagem em estufa a 60 °C, até peso constante, e utilizados
para a obtengéo das paredes celulares (item 2.4) e para extragdo e quantificacao
de lignina (item 2.5). Os extrativos foram evaporados em evaporador rotatério a
pequeno volume, secos em banho-maria a 50 °C até evaporacdo completa do
etanol, sendo posteriormente pesados para calculo do rendimento e armazenados
em congelador. Aliquotas dos extrativos foram analisadas quanto a presenca de

acucares alcoois (item 2.3.1).

2.3.1. ANALISE DE ACUCARES ALCOOIS NOS EXTRATIVOS POR
CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(GC/ MS)

A analise a seguir foi efetuada pelo Dr. Andreas A. Richter, do
Department of Chemical Ecology & Ecosystem Research, University of Vienna,

Austria.

Vinte miligramas de cada extrativo foram colocados em tubos com
tampa de rosca com 500 uL de uma solugcédo contendo metanol:cloroférmio:agua

(12:5:1) e o padréo interno fenil-3-D—glucopiranosideo; estes foram mantidos em
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banho-maria por 30 minutos a 60 °C, sendo agitados a cada 10 minutos. Apos
centrifigagdo em centrifuga de mesa a 5500 g, 350 pL dos sobrenadantes foram
transferidos para um tubo eppendorff com 350 pL de agua deionizada. Apds
agitacao, os tubos permaneceram em repouso por 5 minutos e foram novamente
centrifugados. Apds centrifugacao, 200 uL da fase superior foram transferidos para
frascos especiais para cromatografia a gas. As amostras foram secas em
evaporador do tipo Speedvac por 2 h e mantidas em dessecador com pentoxido
de fosforo por 14 h, até completa secagem, estando entdo prontas para sililagao.
Em cada frasco foram adicionados 150 pL de piridina anidra Merck e estes
imediatamente fechados. Com uma seringa com émbolo de teflon foram
adicionados 50 pL de N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e trimetil-
chlorosilano (TMCS) na proporcao 10:1 em cada frasco, sendo estes lacrados
imediatamente. Os frascos foram agitados e mantidos em bloco aquecedor a 75
°C por 1 h. Cerca de 2 pL deste material foram aplicados em cromatografo a gas
acoplado a um detector de massas Agilent equipado com uma coluna HP 5 MS
(30,0 m X 250 pym X 0,23 pm nominal). Hélio foi utilizado como gas de arraste,
com velocidade média de 46 cm/s. A temperatura inicial da coluna foi de 130 °C
por 2 minutos, aumentando 8 °C por minuto até 320 °C, mantendo esta
temperatura por 2 minutos (total: 28 minutos). O injetor foi utilizado no modo
“splitless” a 275 °C. Os agucares foram identificados por comparagdo de seus
espectros de massas com os de padroes comerciais sililados existentes na
biblioteca Wiley (Hoch et al. 2003).
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2.4. EXTRACAO, FRACIONAMENTO E ANALISE DE POLISSACARIDEOS DA
PAREDE CELULAR

2.4.1. OBTENGCAO E FRACIONAMENTO DAS PAREDES CELULARES

Os residuos obtidos apds extracdo hidroalcodlica (item 2.3) foram
homogeneizados em tampéo acetato de sddio 50 mM, pH 5,5 por 2 minutos,
filtrados em nailon “pele de ovo”, e lavados seqlencialmente com
cloroférmio:metanol (1:1 v/v), acetona e éter (1 mL de solventes/ mg de p6 de
madeira), sendo os filtrados descartados. Na seqiéncia, os residuos foram secos
em estufa a 60 °C até peso constante e pesados. A auséncia de amido foi
confirmada através da coloragdo de aliquotas das paredes celulares com a
solucdo de iodo/ iodeto de potassio. Esse material foi considerado como o
rendimento bruto da parede celular.

Para o fracionamento da parede celular foi utilizado o método descrito
por Gorshkova et al. (1996), com algumas modificagdes. Cerca de 500 mg de
parede celular foram extraidos (2X) em triplicatas com solu¢do (4 mg/ mL) de
oxalato de aménio 0,5 %, pH 7,0, a 100 °C por 1 h, sendo os residuos coletados
por centrifugagdo a 2700 g por 15 minutos a 25 °C. Os sobrenadantes resultantes
foram combinados, dialisados contra agua destilada, submetidos a dosagens de
carboidratos (item 4.2) e liofilizados, constituindo a fragao oxalato de amoénio,
que contém pectinas. Os residuos dessa extragao foram submetidos ao processo
de deslignificacdo, em banho maria a 70 °C por 2 h, usando clorito de sédio e
acido acético, conforme descrito por Moraes et al. (2001). A fracao clorito de
sodio, que pode conter pectinas, foi dialisada, avaliada quanto ao teor de
carboidratos e liofilizada. Os residuos deslignificados foram submetidos a duas
extragbes sequenciais com hidréxido de sodio 0,2 M contendo 3 mg/ mL de
boroidreto de sodio (4 mg/ mL), a temperatura ambiente (1h e 14 horas),
resultando na fragdo soluvel em alcali fraco (que contém hemiceluloses

fracamente ligadas a celulose). Os residuos dessa extragdo foram submetidos a
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duas extragdes sequenciais em hidroxido de sddio 4 M contendo 3 mg/ mL de
boroidreto de sddio em temperatura ambiente (1h e 14 horas) para a obtencao da
fracao soluvel em alcali forte (que contém hemiceluloses fortemente ligadas a
celulose). Estas fracdes também foram reunidas, dialisadas, quantificadas quanto
ao teor de carboidratos e liofilizadas. Apds a extragdo com hidroxido de sédio 4 M,
os residuos (celulose) foram neutralizados, lavados em agua destilada, liofilizados

e pesados, sendo considerados como a-celulose.
2.4.2. QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS

Os acucares totais presentes nas diferentes fracbes das paredes
celulares foram quantificados pelo método do fenolsulfarico (Dubois et al. 1956),
sendo usada glucose (100 pg/ mL) como padrao. Os acidos urdnicos livres ou
ligados foram quantificados pelo método do m-hidroxibifenil (Filisetti-Cozzi &

Carpita 1991), sendo utilizado como padrao acido galacturénico (100 pg/ mL).

24.3. ANALISE DE MONOSSACARIDEOS NEUTROS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPAEC/ PAD)

Cerca de 5 a 10 mg das fracbes nao celuldsicas (oxalato, clorito, alcali
fraco e éalcali forte) das paredes celulares obtidas no item 2.4.1 foram hidrolisadas
com acido trifluoroacético 2 N a 121 °C por 1 h, em autoclave. O acido foi
eliminado por evaporagéo total em evaporador rotatério e os hidrolisados foram
ressuspensos em agua deionizada. A fracdo de a-celulose (5-10 mg), foi
hidrolisada com acido sulfurico 72 %, por incubacao em banho-maria a 30 °C por
45 minutos, diluido sequencialmente a 4 % com adicdo de agua destilada e
autoclavagem por 1 h a 121 °C. O material foi neutralizado com hidréxido de sédio
a 50 %. Todos os hidrolisados acidos foram recolhidos e analisados quanto a
presenga de monossacarideos neutros por cromatografia de troca anidnica de alto

desempenho com detecgao por pulso amperométrico (HPAEC/ PAD) em sistema
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Dionex DX 500, coluna CarboPac PA 1, em eluigdo isocratica com hidréxido de
sédio 20 mM por 40 minutos (1 mL/ min). Os perfis de eluicdo dos
monossacarideos presentes nos hidrolisados foram comparados com aqueles
obtidos para padrdes de monossacarideos comerciais (Simdes et al. 2005,

modificado).
2.5. EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DE LIGNINAS
2.5.1. LIGNINA DE KLASON

Dez miligramas dos residuos da extracao hidroalcodlica das madeiras
(item 2.3) foram suspensos em 100 pL de acido sulfdrico 72 % e incubados em
banho-maria a 30 °C por 45 minutos. Apos incubacao, o material foi diluido a 4 %
em 4gua destilada e autoclavado por 1 h a 121 °C. O hidrolisado foi recolhido e o
residuo lavado exaustivamente em agua destilada fervida e liofilizado, seco em
estufa a 60 °C até peso constante e sendo posteriormente pesado. Este residuo
foi denominado lignina de Klason (Hatfield et al. 1994, modificado). Os
sobrenadantes dessa hidrdlise com acido sulfurico 72% tiveram seu teor de acidos
urdnicos quantificado (item 2.4.2) e foram analisados por HPAEC/PAD, conforme

descrito no item 2.4.3.
2.5.2. LIGNINA DIOXANO

Cerca de 5g dos diferentes residuos obtidos apds extracao
hidroalcodlica (item 2.3) foram extraidos com 100 mL de uma solugao &cida de
Dioxano 0,2 N em HCI em manta aquecedora com ebulicao suave, por 30 minutos.
O material foi filtrado a vacuo em filtro de fibra de vidro Whatman (45 um), sendo o
residuo descartado e o sobrenadante neutralizado com 4 g de bicarbonato de
sbédio e novamente filtrado, porém com a inclusdo de uma membrana de nailon

Whatman (45 pum). O material foi concentrado em evaporador rotatério até volume
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de 15-20 mL, em banho-maria a 40 °C, sendo novamente filtrado. Esse material foi
adicionado, gota a gota, em agua destilada sob forte agitacdo, para ocorrer a
precipitacao da lignina e na sequéncia centrifugado a 3000 g por 20 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi aquecido em estufa ventilada (60
°C) por 40-45 minutos para eliminagdo do excesso de agua. O residuo foi
dissolvido em Dioxano puro e novamente filtrado. Em seguida, esta solugéo foi
gotejada em éter etilico anidro sob agitacdo e centrifugada a 3000 g por 20
minutos. Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes para melhor purificacao
da lignina. Imediatamente, foi adicionado éter de petréleo ao residuo, e este foi
novamente centrifugado. Apds a centrifugacao, o éter foi descartado e o material
foi mantido em capela por uma noite para evaporacao completa do éter residual.
Apds secagem, em estufa a 60 °C por 24 h, o material foi pesado e denominado
Lignina Dioxano (Fukushima & Hatfield 2001). Os sobrenadantes obtidos dessa

extracao foram analisados por HPAEC/ PAD, conforme descrito no item 2.4.3.
2.6. ENSAIOS DE BIODETERIORACAO POR ORGANISMOS XILOFAGOS

2.6.1. CUPINS

Este ensaio foi realizado no Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT,
Sao Paulo), sob responsabilidade do Biélogo Gonzalo Anténio Carballera Lopez,

do Laboratério de Preservacao de Madeiras e Biodeterioracdo de Materiais.

Os corpos-de-prova de pau-brasil, eucalipto e angico-preto (item 2.1)
foram obtidos manualmente a seco. Com dimensodes de 2,3 x 0,6 x 7,0 cm, em

pares, foram colocados em contato com 40 individuos da espécie Cryptotermes
brevis, na razao de 38 operarios e 2 soldados Figura 10), em 6 replicatas. A

avaliacao foi feita comparativamente com ®rpos-de-prova de madeira de pinus,
considerada altamente suscetivel ao ataque de cupins, sob condicdes laboratoriais
idénticas. O ensaio foi instalado em camara climatizada, sob a temperatura de 27

°C e umidade relativa de 70 %, por um periodo de 45 dias, com as observacoes
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sendo efetuadas em intervalos periédicos. Ao término do ensaio foi registrada a
porcentagem de cupins mortos, bem como atribuidas notas para o desgaste
produzido. As notas variaram de 0 (zero) a 4 (quatro), com a seguinte relacdo: 0 =
nenhum dano; 1 = dano superficial; 2 = dano moderado; 3 = dano acentuado; e 4
= dano profundo — correspondente ao desgaste observado na testemunha. A
variavel de resposta analisada foi o dano provocado pelos cupins (Gongalves &
Oliveira 2006).

corpo-de-prova

anel de acrilico

Foto: Gonzalo A. C. Lopez— IPT

Figura 10. Ensaio de biodeterioragdo de corpo-de-prova de madeira de pau-brasil

por cupins (Cryptotermes brevis).

2.6.2. FUNGOS CAUSADORES DE PODRIDOES BRANCA E PARDA

Estes ensaios foram realizados no IPT sob responsabilidade da Bidloga
Maria Beatriz B. Monteiro, do Laboratério de Preservacdo de Madeiras e
Biodeterioracdo de Materiais e consistiram na exposi¢cdo dos corpos-de-prova das
madeiras estudadas a culturas puras de fungos apodrecedores, causadores de
podriddo branca e parda, utilizando-se o método "mini-agar-block" (Monteiro
1997).

Corpos-de-prova de pau-brasil, pinus, eucalipto e angicopreto, com
dimensdes de 8 X 8 X 3 mm foram condicionados em camara climatizada a

aproximadamente 18° C e 75% UR até massa constante, pesados para
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determinacédo de sua massa inicial e esterilizados em autoclave. Paralelamente,
foram preparadas placas de Petri contendo meio de cultura composto por malte a
2 % em 4agar, sendo cada uma delas inoculada com o fungo Pycnoporus
sanguineus, causador de podriddao branca ou com Gloeophyllum trabeum, fungo
causador de podridao parda.

Seis dias apds a inoculagao das placas, os corpos-de-prova de pau-
brasil, pinus, eucalipto e angico-preto, esterilizados, foram colocados em 8 placas
de Petri, em numero de 4 por placa, em contato direto com o meio de cultura, na
zona limite de crescimento do fungo Figura 11). As placas foram fechadas e
seladas com uma fita adesiva semipermedavel, para evitar contaminagdo por
acaros, fungos oportunistas e bactérias, e incubadas em camara climatizada a
uma temperatura de 26,7 = 1 °C e umidade relativa de 70 + 5 %, durante 16
semanas. Ao final do ensaio, os corpos-de-prova foram, entdo, removidos das
placas de Petri e lavados sob agua corrente, secos em estufa e pesados para
determinacdo de sua massa final. A avaliacdo da deterioracdo dos corpos-de-
prova foi feita por meio da determinacdo da perda de massa, expressa em

porcentagem, devida a atividade de cada espécie fungica.

Foto: Maria Beatriz B. Monteiro - IPT.

Figura 11. Ensaio de biodeterioracdo de corpos-de-prova de madeira por fungo de
podridao branca (Pycnoporus sanguineus).
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2.6.3. FUNGO CAUSADOR DE PODRIDAO MOLE

Estes ensaios foram realizados no IPT sob responsabilidade da Bidloga
Maria Beatriz B. Monteiro e consistiram na exposicdo dos corpos-de-prova a
culturas puras do fungo apodrecedor Chaetomium globosum, causador da
podriddo mole na madeira, e seguiu os procedimentos detalhadamente descritos
por Brazolin (1998).

Dois tubos de ensaio do fungo, contendo massa micelial e corpos de
frutificacdo foram utilizados para obtencdo da suspensao de esporos. Esta
suspensao foi feita adicionando-se agua esterilizada com 0,05 % de tergitol
(agente surfactante) aos tubos de ensaio e esfregando-se a superficie da colénia
do fungo com uma alga de platina. A suspenséo de esporos (0,5 mL) foi inoculada
em placas de Petri e estas incubadas por cerca de 48 horas a 32° C e 90 % de
umidade relativa para crescimento micelial do fungo. Corpos-de-prova de pau-
brasil, pinus, eucalipto e angico-preto, nas dimensdes de 10 x 10 x 2 mm foram
condicionados em camara climatizada a aproximadamente 18° C e 75% UR até
massa constante, pesados para determinacdo de sua massa inicial. Quatro
repeticoes de cada madeira foram utilizadas para cada fungo. Apds pesagem, os
corpos-de-prova foram flambados para esterilizacao superficial, colocados em 10
placas de Petri inoculadas com o fungo e o conjunto incubado novamente a 32 °C
e 90% de umidade relativa por 16 semanas. Ao final deste periodo, os corpos-de-
prova foram lavados cuidadosamente em agua corrente, secos em estufa por 24
horas e obtidas as suas massas secas finais. A avaliacdo da deterioracao dos
corpos-de-prova foi feita por meio da determinacéo da perda de massa, expressa

em porcentagem, devida a atividade do fungo.
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2.6.4. ANALISE DA DEGRADAGCAO DA PAREDE CELULAR POR
ORGANISMOS XILOFAGOS

Os corpos-de-prova provenientes dos ensaios de biodeterioracdo por
fungos causadores de podriddes parda, branca e mole (itens 2.6.2 e 2.6.3) foram
secos em estufa até peso constante e lixados para separar a por¢cao degradada
pelos fungos. Os pds resultantes foram submetidos a extracdo etandlica (conforme
descrito no item 2.3) para a obtengdo dos extrativos e posterior determinacéo da
composi¢ao dos agucares soluveis e dos agucares alcoois por GC/MS (conforme
descrito no item 2.3.1). O residuo foi hidrolisado com &cido sulfurico 72 % para
posterior analise da composicdo de monossacarideos da parede celular por
HPAEC/ PAD (conforme descrito no item 2.4.3).

Hifas dos fungos causadores de podriddes, mantidas em meio malte a
2% em agar, foram submetidas a analise da composi¢ao de agucares soluveis e

alcoois por GC/MS (conforme descrito no item 2.3.1) para fins de controle.

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nas andlises dos extrativos, ligninas e polissacarideos
de parede celular foram submetidos a analise de variancia por ANOVA (p <0,05),
utilizando-se programa WIinSTAT for Excel. Os resultados dos ensaios com
organismos xiléfagos foram submetidos a andlise de variancia pelo programa
Statistica 5.1, 97 Edition (Statsoft).
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RESULTADOS
1. TEOR DE EXTRATIVOS E PRESENCA DE ACUCARES ALCOOIS

Na Figura 12 sdo apresentados os teores de extrativos soluveis em
etanol encontrados nas madeiras de pau-brasil e naquelas utilizadas para fins de
comparacao. Nota-se que as madeiras de angiospermas apresentaram maior teor,
perfazendo cerca de 12% do peso seco, quando comparadas a madeira de pinus
(gimnosperma), com rendimento ao redor de 2%.

Nao foram observadas diferencas significativas no teor de extrativos
entre o cerne de paubrasil e as demais madeiras de angiospermas estudadas.
Usualmente o alburno contém pouca quantidade de extrativos, porém para pau-
brasil o alburno excepcionalmente apresentou quantidades muito prdximas
daquelas encontradas no cerne. A casca de pau-brasil, por sua vez, apresentou
maior teor de extrativos quando comparada as demais, mas nao diferiu daquele
encontrado para o cerne da propria planta. Nao foi possivel a comparacdo com a
casca das outras madeiras, uma vez que destas foram utilizadas ripas comerciais.

Na Figura 13 sdo mostrados os teores de agucares sollveis e agucares
alcoois encontrados nos extrativos das madeiras analisadas. Para o pau-brasil
foram observadas grandes quantidades de sacarose, frutose e glucose no alburno,
quando comparado as demais amostras. Para as outras madeiras esses acucares
foram encontrados em quantidades cerca de 10 vezes menor, como em eucalipto
e angico-preto ou praticamente, ndo foram detectados, como observado no cerne
de pau-brasil e em pinus (Figura 13 A). Esses agucares eram esperados e estao
relacionados as caracteristicas distintas presentes no cerne e no alburno.

Em relacdo aos agucares alcoois (Figura 13 B), o alburno de pau-brasil
foi a parte da madeira que apresentou maior conteudo, havendo predominio quase
exclusivo de pinitol, seguido de quantidades bem menores de chiro-inositol e
galactopinitol B. Em eucalipto, chiro-inositol e galactopinitol B foram observados

em quantidades similares, enquanto em angico-preto foram encontrados pinitol e
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galactopinitol A. mio-Inositol foi detectado apenas em pequenas quantidades nas
madeiras, exceto em pinus e no cerne de paubrasil, nos quais foi encontrado

apenas galactopinitol B.

casca

‘© 3007 a O alburno
9 250 - W cerne
© .
S 0O madeira
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pau-brasil eucalipto  angico-preto pinus

Figura 12. Teor de extrativos (mg/ g massa seca de madeira) encontrado nas
madeiras de pau-brasil, eucalipto, angico-preto e pinus. As barras representam o
desvio padrao da média de triplicatas. Barras acompanhadas de letras iguais nao

diferem significativamente por Tukey a 5%.
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Figura 13. Conteddo (mg/ g massa seca de madeira) de agucares soluveis (A) e
de agucares alcoois (B) em extratos hidroalc6olicos de alburno e cerne de pau-
brasil, cernes de eucalipto e de angico-preto e madeira de pinus. As barras
representam o desvio padrdo da média de triplicatas. * valor dividido por 3 para

melhor visualizagéo.
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2. CONTEUDO DE LIGNINA

2.1. LIGNINA DE KLASON

Lignina de Klason (LK) é o residuo acido insoluvel resultante da
solubilizagdo/ hidrélise dos polissacarideos da parede celular. Apds a hidrolise
com acido sulfurico, em duas etapas, a LK € considerada como a diferenga, em
peso, do residuo antes e apds a hidrdlise.

Na Tabela 1 encontram-se as estimativas dos teores de LK das
madeiras analisadas. O maior valor foi encontrado em eucalipto, diferindo
significativamente daquele observado para o alburno e casca de paubrasil, mas
ndo das demais madeiras. Nao foram observadas diferengas significativas entre o
cerne e alburno de pau-brasil, embora este ultimo tenha mostrado média inferior
quando comparado as demais madeiras. A casca de pau-brasil mostrou o menor
valor dentre as amostras analisadas. Esses valores representam entre 50 a 70%
das paredes celulares, sendo bastante superiores ao usualmente encontrado em

madeiras.
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Tabela 1. Teor de Lignina de Klason (mg/g massa seca de madeira) presente em
diferentes partes da madeira de pau-brasil e nas madeiras comerciais de

eucalipto, angico-preto e pinus.

Lignina de Klason*

Madeira mg/ g MS de madeira
Pau-brasil casca 50050 a
alburno 650+50 b
cerne 700+0 bc
Eucalipto cerne 766+22 ¢
Angico-preto cerne 719+28 bc
Pinus madeira 709+68 bc

* Médias de trés determinacdes. Valores seguidos de letras iguais ndo mostram

diferencas significativas por Tukey a 5%.

Os teores de acidos urbnicos presentes nos hidrolisados de parede
celular das madeiras (Tabela 2) foram semelhantes para o alburno e cerne de
pau-brasil e para o cerne de eucalipto, sendo préximos a 4%. Em pinus o valor
encontrado foi bastante inferior, cerca de 50%, indicando menor proporcao de
polissacarideos pécticos nas suas paredes celulares.

A andlise por HPAEC/PAD dos monossacarideos presentes nos
sobrenadantes obtidos apds hidrélise dos polissacarideos com acido sulfurico 72%
para determinacao da LK estd mostrada na Tabela 2. Esses dados permitem uma
avaliagdo prévia da composicdo bruta da parede celular, indicando quais
monossacarideos serdo encontrados nas amostras resultantes de seu
fracionamento. Xilose foi o monossacarideo predominante nas madeiras de
angiospermas, variando de 50,3—-81,5%, seguido de glucose (5,3-26%), galactose
(5,2-10,5%) e arabinose (1,6-7,9%). Em pau-brasil, o teor de xilose foi superior no

cerne quando comparado ao alburno. Diferentemente das demais amostras
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analisadas, a madeira de pinus apresentou um alto teor de manose, sendo
também encontrada, em menores quantidades, no cerne de angico-preto. Baixos
teores de ramnose foram observados em pinus e angico-preto, indicando que
deve haver pequena proporcéo de polimeros pécticos em suas estruturas, o que é
corroborado pela menor proporcdo de &cidos urdnicos encontrada nos
hidrolisados. Quantidades maiores de ramnose foram observadas no alburno € no
cerne de pau-brasil.

Tabela 2. Porcentagem relativa de acidos urénicos e de monossacarideos neutros

presentes nos hidrolisados das madeiras ap6s a obtencao da Lignina de Klason.

% relativa *

Madeira Acidos Ram Ara Gal Glc Xil Man
urénicos
Pau-brasil alburno 3,8 78 39 84 260 503 -
cerne 4,1 52 50 8,3 19,8 576 -
Eucalipto cerne 3,9 1,2 1,6 5,2 66 815 -
Angico-preto  cerne 3,2 04 79 105 53 70,2 26
Pinus madeira 1,8 02 147 223 13,7 154 32,0

* Médias de triplicatas. Ram: ramnose; Ara: arabinose; Gal: galactose; Gic:
glucose; Xil: xilose; Man: manose. -: ndo detectado. Valores calculados atraves

das areas apresentadas pelos monossacarideos nos cromatogramas.
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2.2. LIGNINA DIOXANO

Considerando-se que a determinacao de Lignina de Klason apresentou
valores superestimados, também foi efetuada a extracao de lignina com Dioxano
(LDiox). Este método, proposto por Fukushima & Hatfield (2001), e baseado na
extragdo da lignina com uma solugao acida de dioxano, apresenta, segundo os
autores, vantagens em relacao a LK, como menor contaminacao por carboidratos
e auséncia de grupos acetato, porém é mais indicado para andlises quantitativas
da lignina.

O aspecto geral das LDiox obtidas para pau-brasil e as outras madeiras
analisadas é mostrado na Figura 14. E interessante destacar que a coloracdo da
LDiox assemelhou-se aquela presente nas diferentes madeiras analisadas,
variando de réseo e amarelo para aquelas extraidas de alburno de paubrasil
(Figura 14 A) e madeira de pinus (Figura 14 E) e entre marrom e vermelho para

aquelas extraidas do cerne das madeiras de angiospermas (Figuras 14 B, C, D).
B C D E

Figura 14. Aspecto final da Lignina Dioxano extraida de alburno (A) e cerne (B) de

pau-brasil, cerne de eucalipto (C), cerne de angico-preto (D) e madeira de pinus

(E).
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Como pode ser observado pela Tabela 3 os valores de LDiox foram
muito inferiores aqueles obtidos para Lignina de Klason (Tabela 1), além de
mostrarem algumas discrepancias. O maior teor de lignina foi encontrado para o
cerne de pau-brasil, embora este nao difira significativamente do alburno e
daquele encontrado no cerne de eucalipto. A madeira de pinus apresentou a
menor propor¢ao de LDiox em relagcdo as demais madeiras analisadas (Tabela 3).

Os valores obtidos representam menos do que 10% das paredes celulares.

Tabela 3. Teor de Lignina Dioxano (mg/ g massa seca de madeira) encontrado

nas madeiras analisadas.

Lignina Dioxano *

Madeira mg/ g MS madeira
Pau-brasil alburno 85+14 ab
cerne 91+6 a
Eucalipto cerne 83+4 ab
Angico-preto cerne 73+9 b
Pinus madeira 51+12 ¢

* Médias de trés determinagdes. Valores seguidos de letras iguais ndo mostram

diferencas significativas por Tukey a 5%.

De maneira geral, o teor de acidos urénicos obtidos nos hidrolisados da
lignina extraida com dioxano (Tabela 4) foi menor quando comparado aos valores
obtidos nos hidrolisados para determinagdao de Lignina de Klason (Tabela 2),
exceto para a o alburno de pau-brasil e madeira de pinus, que mostraram

quantidades similares em ambas as analises.
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Tabela 4. Porcentagem relativa de acidos urénicos e de monossacarideos neutros

encontrada na Lignina Dioxano extraida das madeiras analisadas.

% relativa
Madeira Acidos Ram Ara Gal Glc Xil/Man
urénicos
Pau-brasil alburno 3,7 - 109 125 15,6 574
cerne 3,4 1,3 7,5 11,7 15,2 60,9
Eucalipto cerne 2,2 - 1,5 95 99 769
Angico-preto  cerne 2,6 - 10,1 18,2 12,1 56,9
Pinus madeira 1,4 - 6,6 20,9 325 383

Ram: ramnose; Ara: arabinose; Gal: galactose; Glc: glucose; Xil: xilose; Man:
manose. - ndo detectado. Valores calculados através das areas apresentadas

pelos monossacarideos nos cromatogramas.

A analise por HPAEC/ PAD da fragcdo de LDiox para deteccado dos
carboidratos contaminantes encontra-se também na Tabela 4. Nesta andlise nao
foi possivel separar os agucares xilose e manose, que co-eluiram como um unico
pico no cromatograma. Pode-se observar que 0 componente majoritario € a
xilose/manose em todas as amostras. Considerando-se os dados mostrados na
Tabela 2 pode-se sugerir que a xilose deve ser o componente principal das
madeiras das angiospermas estudadas, exceto em pinus, cuja manose foi
observada em maiores proporcoes. Glucose, galactose e arabinose também foram
encontradas, porém em proporgdes diferentes daquelas mostradas na Tabela 2.
Tais discrepancias se devem, provavelmente, a perda diferencial de componentes
da parede celular nos dois procedimentos utilizados para a extragdo de ligninas.
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2.3. DETECCAO DE LIGNINA IN SITU

As amostras de madeira utilizadas neste trabalho foram submetidas ao
tratamento com reagente de Malle para visualizagdo de ligninas. Para fins de
comparacao utilizou-se, também, uma amostra de cerne de pau-brasil oriunda da
Bahia, local de sua ocorréncia natural.

As fotomicrografias de seccdes transversais das amostras do cerne de
pau-brasil procedentes da Bahia, de angico-preto, eucalipto e da madeira de
pinus, apés reacdo de Malle, encontram-se nas Figuras 15-19. Tais secg¢des
mostram que as paredes celulares dos elementos de vaso e das fibras de pau-
brasil Figura 15), angico-preto Figura 16) e eucalipto (Figura 17) reagiram de
forma distinta ao reativo de Malle quando comparadas aquelas de pinus (Figuras
18,19).

Em pau-brasil (Figura 15), as paredes celulares das fibras apresentam -
se coradas em castanho claro a amarelado na camada interna (S2), em diferentes
tonalidades de rosa na camada intermediaria (S1) e em tom castanho amarelado
brilhante na sua camada mais externa (parede primaria-PP), o que indica
deposicao diferencial de ligninas do tipo siringil (S) e guaiacil (G). Em vérias fibras
€ possivel notar a coloracao diferenciada das duas camadas da parede celular
secundaria, S1 e S2 (Figura 15). Nos elementos de vaso, as camadas S1 e S2
apresentam-se em tom castanho amarelado, com a tonalidade rosa praticamente
ausente, enquanto a parede primaria é de dificil visualizacdo e mostra a mesma
tonalidade que os demais elementos celulares. O elemento de vaso pode se
apresentar obliterado, com conteltdo de coloragdo castanho -avermelhada,
juntamente com as células parenquimaticas (radiais e axiais) e fibras com
conteudo de mesma cor e com paredes celulares coradas em castanho amarelado
brilhante (Figura 15).
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Figuras 15-19. Fotomicrografias de secc¢des transversais de cerne de pau-brasil
oriundo da Bahia (Figura 15), angico preto (Figura 16), eucalipto (Figura 17) e
madeira de pinus (Figuras 18, 19) apds reacdo de Madile. C: conteudo castanho -
avermelhado; LE: lenho estival; LP: lenho primaveril; PA: parénquima axial; PP:
parede primaria; PR: parénquima radial; OS: parede secundaria; PV: parede do
vaso; S1: camada S1; S2: camada S2. Barra: 25um.
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Na amostra de lenho de angico-preto Figura 16) notam-se elementos
de vaso com conteudo de cor marrom a castanho escuro, cuja parede primaria
(PP) se cora em amarelo brilhante e a parede secundaria (PS) em marrom-
amarelado. As fibras apresentam paredes celulares espessadas coradas em tom
réseo (S1), indicando maior proporcao de lignina do tipo S.

Em eucalipto (Figura 17), a parede do elemento de vaso (PV)
apresenta -se, também, corada em tom marrom amarelado. As paredes primarias
das fibras possuem coloragdo amarelo brilhante. Nesses elementos celulares, a
camada S2 se apresenta em tom réseo mais intenso que a S1, o que difere do
observado para o lenho de pau-brasil. As células parenquimaticas radiais mostram
paredes celulares menos espessas do que as de pau-brasil e angico-preto, de
coloracao castanha amarelada brilhante e podem apresentar contetdo.

A madeira de pinus (Figuras 18, 19), cujos elementos condutores séao
traqueides, apresenta tanto os elementos traqueais do lenho estival (LE) como do
lenho primaveril LP) com paredes primaria e secundaria (S1 e S2) coradas em
tom marrom-amarelado, indicando predominio de lignina do tipo G.

As Figuras 20-25 mostram as fotomicrografias de secg¢des transversais
de alburno e cerne de trés individuos de pau-brasil, oriundos da Reserva Bioldgica
de Moji-Guacgu. Nas seccdes analisadas, os elementos de vaso nao apresentaram
conteudo e suas paredes celulares (PV) mostraram-se coradas em tom castanho
amarelado. As fibras possuem paredes primarias (PP) em tom castanho
amarelado brilhante e paredes secundarias de castanho a réseo (S1) a castanho
amarelado (S2). Nota-se que as paredes das fibras estdo mais espessas nas
amostras de alburno Figuras 20, 22, 24) quando comparadas aquelas de cerne,
onde células parenquimaticas (axiais e radiais) podem apresentar conteudo
(Figuras 21, 23, 25). As paredes celulares das fibras de uma das amostras de
lenho de paubrasil, oriunda de Moji-Guacgu, apresentaram coloragcdo em tons de
rosa (Figuras 20, 21), semelhante a tonalidade observada para as fibras do lenho
de pau-brasil oriundo da Bahia.
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241 251

Figuras 20-25. Fotomicrografias de secg¢des transversais de alburno (Figuras 20,
22, 24) e cerne (Figuras 21, 23, 25) de trés individuos de pau-brasil oriundos de
Moji-Guagu, apds reacado de Maile. PA: parénquima axial; PP: parede primaria;
PR: parénquima radial; PV: parede do vaso; S1: camada S1; S2: camada S2.
Barra: 25um.
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Em relagdo ao tipo de lignina presente nas amostras, o padrdo de
coloracdo marrom-amarelado observado nas paredes celulares dos vasos das
amostras de pau-brasil, eucalipto e angico-preto, além da mesma coloragdo nas
traqueides de pinus, indica o predominio de lignina do tipo G nestes elementos
celulares. As paredes celulares das fibras, ao contrario dos vasos, mostraram
padrao de coloracao diferente entre as camadas S1 e S2, principalmente nas
amostras de paubrasil da Bahia e angico-preto Figuras 15, 16), variando de
tonalidade amarelada na camada S2 a résea na camada S1. Essas diferencas
indicam variagdes na proporgao de lignina guaiacil-siringil (G:S) entre as amostras
analisadas, sendo maior proporcéo de lignina G (amarelado) na camada S2 e de
lignina S (r6seo) na camada S1 das paredes celulares secundarias.

3. RENDIMENTO E COMPOSICAO DE POLISSACARIDEOS DA PAREDE
CELULAR

Na Tabela 5 encontram-se os rendimentos em parede celular das
madeiras analisadas apds a retirada dos extrativos e outros componentes sollveis
em tampao, agua, cloroférmio: metanol, acetona e éter. Pode-se observar que,
entre as angiospermas, os maiores rendimentos em parede celular foram obtidos
para pau-brasil, que diferem significativamente apenas da madeira de angico-

preto.
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Tabela 5. Rendimento (mg/ g massa seca de madeira) da parede celular das

madeiras analisadas.

Rendimento *

Madeira mg/g MS madeira %
Pau-brasil alburno 836+10 c 83,6
cerne 814 +46 bc 814
Eucalipto cerne 702 +92 abc 70,2
Angico-preto cerne 667 +34 a 66,7
Pinus madeira 723 +15 abc 72,4

* Médias de trés determinacdes. Valores seguidos de letras iguais ndo mostram
diferengas significativas por Tukey a 5%.

Os rendimentos das fracdes de parede celular das madeiras analisadas
estdo mostrados na Tabela 6 em mg/ g de parede celular e na Figura 26, em
diagrama de porcentagens. Para alburno e cerne de pau-brasil, a maior fracao
encontrada foi a de celulose, seguida das hemiceluloses extraidas em alcali fraco
(Figura 26 A, B), que interagem fracamente com a celulose. A fracdo que
corresponde as pectinas (oxalato) foi encontrada em menor proporcao no alburno
quando comparado ao cerne de pau-brasil. A soma desta fracdo com aquela
obtida pela extracdo com clorito de s6dio, que usualmente também contém parte
dos polissacarideos pécticos, revela que o teor de pectinas é cerca de 3 vezes

maior no cerne de pau-brasil quando comparado ao alburno.
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Tabela 6. Rendimento (mg/ g) das fragdes de parede celular para as madeiras das

espécies estudadas.

Rendimento (mg/ g parede celular) *

Madeira Oxalato Clorito Alcali Alcali Residuo
fraco forte
(Pectinas) (Hemiceluloses) (Celulose)
Pau-brasil alburno 17+ 13 39+8 348 +48 774 480 + 41
cerne 55+5 87+5 354 + 32 85+5 387 £35
Eucalipto cerne 355 85+8 1656 141 +18 48342
Angico-preto cerne 41+6 105+22 123+24 105+15 466 +45
Pinus madeira 373 113 +12 96 +4 150+15 385+ 11

* Médias de trés determinagdes, com desvio padrao da média.

Pinus, eucalipto e angico-preto apresentaram padrao de fracionamento
semelhante entre si, porém diferente da madeira de paubrasil. O principal
componente da madeira de pinus foi a celulose, seguida das hemiceluloses
extraidas em alcali forte, que interagem fortemente com a celulose (Figura 26 E).
As amostras de eucalipto e angico-preto mostraram rendimentos similares nas
diferentes fracdes. Para ambas as espécies, a maior fracdo correspondeu a
celulose (Figura 26 C, D), seguida de hemiceluloses extraidas em alcali fraco e
forte. A fracao de pectinas (oxalato) foi similar em propor¢cdo aquela encontrada no
cerne de pau-brasil.

As principais diferengas entre a madeira de pau-brasil e o cerne de
eucalipto e angico-preto foram observadas nas fracées de alcali fraco e forte, que
extraem polissacarideos hemiceluldsicos. Para as hemiceluloses que interagem
fracamente com a celulose (alcali fraco) foram observados valores cerca de 50%
maiores na madeira de pau-brasil (Figura 26 A, B).
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Figura 26. Rendimentos das fragces (%) das paredes celulares de alburno (A) e

cerne de paubrasil (B), eucalipto (C) e angicopreto (D) e pinus (E). Os valores
foram calculados com base na média de triplicatas, segundo Tabela 6.
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A anadlise da composicdo em monossacarideos e o teor de acidos
urdnicos presentes nas fragdes de parede celular sdo mostrados nas Figuras 27 e
28. Com excecado do residuo, a presenca de acidos urénicos foi observada em
todas as fragdes das madeiras analisadas, representando ndo mais do que 5% da
parede celular, confirmando os dados apresentados nas Tabelas 2 e 4. Maiores
teores foram detectados nas fragdes clorito de sodio (Figura 27 B) e alcali fraco
(Figura 28 A).

Para o alburno de pau-brasil, a fragdo oxalato de amdnio, que extrai
preferencialmente os polissacarideos pécticos da parede celular, mas também
polissacarideos hemicelulésicos (Figura 27 A) revelou predominio de glucose
seguida de xilose. Para o cerne, o contrério foi observado, sendo a diferenga mais
marcante encontrada na parede celular da madeira de pau-brasil. Diferencas
também foram detectadas nos teores relativos de ramnose, que foi maior no
alburno, e de arabinose, superior no cerne de pau-brasil, em concordancia com a
Tabela 2. Quando a madeira de pau-brasil foi comparada as outras madeiras,
pode-se observar composicao bastante distinta para a fragdo péctica, destacando -
se a presenga de manose em eucalipto e pgnus e cerca de 30% de galactose em
angico-preto.

A fracdo clorito de sodio (Figura 27 B), que também extrai
polissacarideos pécticos e alguns polimeros hemicelulésicos revelou perfil
bastante similar de monossacarideos para o alburno e o cerne de pau-brasil e
para o cerne de eucalipto, com predominio de xilose. Para angico-preto, as
proporcdes de arabinose e galactose foram cerca de 50% maiores que aquelas
observadas para pau-brasil e eucalipto. Auséncia de ramnose foi observada para
as fracoes oxalato em eucalipto (Figura 27 A) e para a fragédo clorito de sodio em
eucalipto e angico-preto (Figura 27 B). Para esta ultima, toda ramnose presente
na parede celular aparentemente foi extraida pelo tratamento com oxalato de
amdnio. Em pinus, manose foi 0 acucar encontrado em maior proporcao. Destaca-
se, também, para a madeira de pinus, a auséncia de arabinose nas fracoes

oxalato e clorito de sodio.
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Figura 27. Proporcao (% relativa) de acidos urénicos e monossacarideos neutros
encontrados nas fragdes das paredes celulares de pau-brasil, eucalipto, angico-
preto e pinus, apds analise por HPAEC/ PAD dos hidrolisados acidos. Fracdes:
oxalato de amdnio (A), clorito de sodio (B). Os valores representam a média de

triplicatas.
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Xilose foi o monossacarideo predominante nas fragées extraidas com
alcali fraco para todas as madeiras analisadas (Figura 28 A). Exceto pela
auséncia de ramnose em angico-preto e dos baixos teores de galactose em
angico-preto e eucalipto, ndo foram observadas grandes alteracbes nas
proporgdes dos outros monossacarideos para as amostras de angiospermas. Isso
indica que, apesar dessa fracdo ser variavel em termos de rendimento entre as
diferentes madeiras (Figura 26), sua composicdo apresenta perfil semelhante.
Para a madeira de pinus, novamente, foram observadas quantidades
consideraveis de manose, ausente na fragdo alcali fraco das demais madeiras
(Figura 28 A).

Perfil similar, com predominio de xilose, foi observado para a fracao
alcali forte de todas as madeiras de angiospermas (Figura 28 B). Para pinus,
houve predominio de manose. A fracdo do residuo, que contém
predominantemente celulose, apresentou, como esperado, glucose como seu
maior componente, sendo observada em maior quantidade na amostra de angico-
preto (Figura 28 C). Foi observada pequena contaminacao da fracdo da celulose
com outros monossacarideos, como manose em pinus e xilose para as demais
madeiras, provavelmente remanescentes de polissacarideos abundantes em
outras fragdes, mas que nao foram extraidos com alcali forte (Figura 28 B).

Os resultados obtidos pela andlise da composi¢cdo de monossacarideos
das fragbes de paredes celulares, por HPAEC/PAD, foram similares aos
encontrados na analise dos hidrolisados obtidos apds extracdo da Lignina de
Klason (Tabela 1). Devido a elevada proporcao de xilose, os dados sugerem a
presenca de um xilano pouco substituido com arabinose, como o principal
polissacarideo presente nas paredes celulares do alburno e dos cemes de pau-
brasil, eucalipto e angico-preto. Para pinus, a composi¢ao sugere a presenca de
um glucomanano como o principal polissacarideo hemicelul6sico da parede celular

de sua madeira.
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Figura 28. Proporgcéo (% relativa) de acidos urénicos e monossacarideos neutros
encontrados nas fragcdes das paredes celulares de pau-brasil, eucalipto, angico-
preto e pinus. Fracdes: alcali fraco (A), alcali forte (B) e residuo (C). Os valores

representam a média de triplicatas.
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4. BIODETERIORAGCAO DA MADEIRA

Para avaliar a resisténcia natural da madeira a cupins e fungos
xil6fagos causadores de apodrecimento usualmente s&o realizados ensaios
acelerados em laboratério, nos quais as madeiras sao expostas aos
microrganismos por um periodo de tempo, geralmente meses. A avaliagdo do
ensaio é efetuada pela medida da perda de massa dos corpos de prova apés a
exposigao.

Na Tabela 7 estdo os resultados da degradacado do alburno e cerne de
pau-brasil, dos cernes de eucalipto e de angico-preto e da madeira de pinus,
quando submetidas ao ataque de cupins de madeira seca. Observa-se que tanto o
cerne de pau-brasil quanto o de angico-preto sofreram desgaste superficial,
quando comparados as demais madeiras, sugerindo similaridade de resisténcia ao
ataque desse cupim. A porcentagem de individuos mortos também foi maior em
pau-brasil e em angicopreto, o que sugere o envolvimento dos extrativos,

possivelmente tdxicos a esses insetos.

Tabela 7. Moda de resultados de desgaste e % de mortalidade apds ataque de

cupins de madeira seca nas diferentes madeiras analisadas.

Madeira Moda do desgaste* % de mortalidade
Pau-brasil alburno 2 82,2 a
cerne 1 85,2 a
Eucalipto cerne 4 325 b
Angico-preto cerne 1 86,3 a
Pinus madeira 4 55,4 b

0: nenhum desgaste; 1: desgaste superficial; 2: desgaste moderado; 3: desgaste
acentuado; 4: desgaste profundo, correspondente aquele produzido na amostra
controle (pinus). Ensaio realizado por Gonzalo A. C. Lopez (IPT, Sdo Paulo).

Médias acompanhadas de letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05).
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Nos ensaios com fungos apodrecedores (Tabela 8), nota-se que a
madeira mais deteriorada pela podriddao mole foi o alburno de pau-brasil, enquanto
que a podridao parda deteriorou, em maiores porcentagens, o cerne de eucalipto.
O cerne de pau-brasil apresentou, para todas as podriddes, desgaste superficial,
sendo os resultados de perda de massa proximos daqueles obtidos para angico-
preto, para as podriddes branca e parda. Pinus, apesar de ser descrito como
madeira altamente suscetivel ao ataque de fungos apodrecedores, apresentou
perda de massa incipiente por agéo do fungo da podridao parda, o qual provocou
acentuada deterioragdao da madeira de eucalipto.

Tabela 8. Biodeterioracao das diferentes madeiras por fungos apodrecedores.

Perda de massa (%) *

Madeira Podriddo branca  Podriddaoparda Podridao mole
Pau-brasil alburno 5,7+t21a 17,8+ 25a 31,7+10,7a

cerne 0,3+1,4b 1,4+1,0b 2,1+12b
Eucalipto cerne 9,1+22c¢ 22,6 t4,2c¢c 16,1 £9,5d
Angico-preto cerne 1,2+1,0b 24 +35b 6,0 £3,3¢c
Pinus madeira 9,8+59c 0,9+0,8b 0

* Valores de perda de massa abaixo de 3% indicam a ocorréncia de
apodrecimento apenas incipiente. Ensaio realizado por Maria Beatriz B. Monteiro
(IPT, S&o Paulo). Meédias acompanhadas de letras diferentes diferem

significativamente (p<0,05), para cada espécie de fungo.

Nas Figuras 29 e 30 estdo os teores de carboidratos soluveis (frutose,
glucose, sacarose e rafinose) e agucares alcoois, respectivamente, encontrados
nos extrativos do material removido dos corpos-de-prova apds ensaios com
fungos apodrecedores. Os valores foram comparados com aqueles descritos na
Figura 13, visto que aqueles representam as madeiras antes dos bioensaios,

sendo considerados como tempo zero (T0).
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Figura 29. Composicao de carboidratos soluveis (mg/ g massa seca de madeira)
determinada por GC/MS, nos extratos hidroalcélicos de pau-brasil, pinus, eucalipto
e angico-preto apds bioensaio de deterioracdo por fungos apodrecedores. Os

valores correspondem a média de trés repeticoes. As barras representam o desvio
padrdao da média. (*: valores divididos por trinta; **: valores divididos por dois; ***:
valores divididos por 10 para melhor visualizagao).
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Para o alburno de pau-brasil, os teores de frutose e glucose, quando
comparados ao tempo zero (Figura 29 A), foram bastante variaveis, havendo um
ligeiro acréscimo apds os ensaios com o fungo de podridao branca (Figura 29 B),
concomitantemente ao decréscimo marcante do teor de sacarose. Nas podriddes
parda (Figura 29 C) e mole (Figura 29 D) houve reducao desses agucares para
essa mesma amostra. No cerne de pau-brasil, a presenca desses agucares, apds
a degradacéao pelos fungos de podriddes branca e parda, sugere que 0S mesmos
sejam resultado da agao superficial dos fungos sobre a madeira. Possiveis restos
de hifas de fungos presentes no material poderiam contribuir para o aparecimento
desses acucares na madeira, mas nao seriam suficientes para explicar as
quantidades encontradas.

Alteracées semelhantes ocorreram em relagdo aos agucares alcoois,
especialmente no cerne de pau-brasil apds o ensaio com os fungos de podridées
branca (Figura 30 B) e parda (Figura 30 C). Houve, para o cerne de paubrasil,
aumento substancial no teor de galactopinitol B em todas as podriddes, além da
presenca de outros ciclitdis que ndo foram detectados na analise inicial. Para o
alburno de paubrasil, os resultados foram diferentes para podriddo parda,
evidenciando maior diversidade (metabolizacdo) desses aglcares apds a acao do
fungo.

O perfil de degradacado observado para eucalipto e angico-preto foi
semelhante aquele encontrado para alburno de pau-brasil. Na amostra de pinus
nao foi observada a presenca de galactopinitol B em todas as podriddes (Figura
30 A, B, C), embora tenha sido encontrado no TO em baixas concentragdes.

A presenga de acglcares que nao foram inicialmente detectados nas
amostras durante a primeira analise pode ser devida a possivel presenca de
por¢cbes do micélio dos fungos que nao puderam ser separados das madeiras no
material lixado. O micélio desses fungos, crescido em meio de cultura malte a 2%
em agar, foi analisado separadamente pelo mesmo método, para eventual
confirmacao dessa hipétese. Foram encontrados os ciclitéis mio-inositol e pinitol

no fungo de podridao branca, mio-inositol, pinitol e galactopinitol A no fungo de
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podridao parda e mio-inositol, chiro-inositol, pinitol e galactopinitol B no fungo de
podriddo mole. Outra possibiidade € que a deteccdo desses agUcares possa
indicar metabolizagdo de componentes da madeira pelo fungo, como por exemplo,
a conversao de galactopinitol em pinitol pela remoc¢ao da galactose.

A analise dos monossacarideos presentes no material removido dos
corpos-de-prova é mostrada na Figura 31. Para fins de comparacao, foram
utilizados os dados referentes a composicao de agucares obtidos na hidrélise da
parede celular bruta para obtengdo de Lignina de Klason, uma vez que
representam aqueles encontrados nas madeiras sem tratamento (Tempo zero).
Para pau-brasil, no alburno (Figura 31 A) foi observada a redug¢do nos teores de
ramnose em todas as podridoes, e galactose nas podriddes branca e parda,
enquanto que no cerne (Figura 31 B) houve diminuigdo de ramnose em todas as
podriddes e galactose nas podriddes branca e parda, quando comparados aos
valores das paredes celulares brutas (tempo zero), antes dos bioensaios. Nas
madeiras de eucalipto e angico-preto foi notada a diminuicdo de xilose nas
podridées. Em eucalipto (Figura 31 C) ocorreu reducéo no teor de galactose na
podriddo parda e desaparecimento do mesmo agucar na podridao branca. Na
amostra de angico-preto (Figura 31 C), o teor de manose foi reduzido nas
podriddes branca e mole, ndo sendo detectado este aglcar nos ensaios com a
podridao parda. Em pinus (Figura 31 E) galactose nao foi detectada na podridao
parda, assim como a manose nos blocos inoculados com os fungos das podriddes

parda e branca.
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DISCUSSAO

1. Extrativos e a resisténcia da madeira a degradacao

A presenca de extrativos confere as madeiras propriedades que estao
diretamente relacionadas ao seu grau de resisténcia a organismos xiléfagos. A
quantificacdo dos extrativos solUveis em etanol realizada neste trabalho mostrou
que, dentre todas as madeiras estudadas, o cerne de paubrasil foi a que
apresentou o maior teor, perfazendo cerca de 12%. O valor esta préximo ao
observado por Matsunaga et al. (1996), que encontraram cerca de 14% de
extrativos solUveis em agua quente e 9% solluveis em etanol-benzeno para o
cerne de Guilandina echinata (= Caesalpinia echinata). Longui (2005), analisando
as madeiras de macaranduba (Manikara sp.), ipé (Tabebuia sp.) e pau-brasil (C.
echinata), utilizadas na fabricacdo de arcos para instrumentos de corda, encontrou
teor de extrativos hidrossollveis e solUveis em solventes organicos na madeira de
pau-brasil similares ao deste trabalho e superiores as demais madeiras. Neste
trabalho, o alto teor de extrativos apresentado pelo alburno de paubrasil pode
estar relacionado a parte da madeira utilizada nas analises, que pode ter incluido
uma regiao mais préxima ao cerne (“cerne fisiol6gico”), uma vez que os valores
observados para alburno e cerne nao diferiram estatisticamente (Figura 12).

Paes et al. (2005) analisando varias madeiras quanto ao conteudo de
extrativos sollUveis em agua quente, observaram que Anadenanthera colubrina,
conhecida como angico-vermelho, uma espécie arbérea da familia Fabaceae,
apresentou valores ao redor de 8%, semelhantes aos encontrados neste trabalho
para angico-preto. Em gimnospermas, segundo os dados de literatura, ocorrem
quantidades menores dessas substancias em suas madeiras (Lelis 2001) e isto foi
observado na amostra de madeira de pinus aqui analisada. Oliveira & Della Lucia
(1994, citados por Oliveira et al 2005) verificaram que Corymbia citriodora
(espécie de eucalipto) e Eucalyptus paniculata possuem 13,9% e 16,4% de

extrativos solUveis em metanol, respectivamente, valores esses préximos aos
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observados neste trabalho para E. grandis. Watanabe et al. (2004), quantificando
o teor de extrativos soluveis em alcali em E. camaldulensis e E. globosus,
encontraram teores de 18% e 15%, respectivamente, sendo estes valores
superiores aos observados para a amostra eucalipto aqui estudada, possivelmente
devido ao fato de que alcalis extraem outros componentes, como, por exemplo, as
hemiceluloses presentes nas paredes celulares.

Lange & Faix (1999), analisando a madeira de Lophira alata
(Ochnaceae), conhecida popularmente como azobe, uma angiosperma tropical
encontrada na Africa e com grande importancia econdémica devido & dureza e
durabilidade de sua madeira, encontraram cerca de 2% de extrativos no seu
cerne. Os autores consideraram esses valores baixos, pois alegam que em cernes
de espécies de ambiente tropical, sdo encontrados teores entre 810%. Esses
resultados, juntamente com o fato do teor de extrativos de pau-brasil assemelhar-
se ao de angico-preto e eucalipto, indicam que a quantidade de extrativos ndo € o
unico fator relacionado a durabilidade natural da madeira, mas que o tipo de
substancias nele encontradas e a contribuicdo de outros componentes, como a
lignina e os polissacarideos da parede celular, também devem ser considerados.
De acordo com Matsunaga et al. (2000b), os principais componentes do extrativo
de pau-brasil sdo a protossapanina B e a brasilina, sendo que a primeira
corresponde a 40% do total de extrativos dessa madeira. Segundo os autores,
ambos 0s componentes, quando impregnados na madeira de Picea sitchensis,
uma gimnosperma, alteraram suas propriedades vibracionais, indicando que as
caracteristicas fisicas da madeira podem ser influenciadas pelo efeito de seus
extrativos. Desse modo, a presenca de extrativos parece contribuir quimica e
fisicamente para as caracteristicas das madeiras.

Nos ensaios de deterioracdo da madeira por cupins foi observado que
0s corpos-de-prova do cerne de pau-brasil e angico-preto foram os que menos
sofreram desgaste, sendo este considerado superficial quando comparados as
demais amostras. Além disso, outra caracteristica que avalia a resisténcia da

madeira € a mortalidade dos cupins, ou seja, quanto maior a taxa de mortalidade,
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mais resistente € a madeira. Alguns trabalhos, como o de Silva et al. (2004)
relatam que esse fato estaria relacionado a presenca de um alto teor de extrativos
com poder inseticida nessas madeiras. Essa caracteristica ja foi relatada para
pau-brasil, cujo extrativo tem atividades inseticida (a larvas de mosquito) e
moluscicida (Luna et al. 2005). As taxas de mortalidade de cupins ocasionadas por
pau-brasil e angico-preto foram similares, mostrando que este fato pode estar
relacionado ao tipo de substancias presentes no extrativo. Luna et al. (2005)
constataram que a casca de angico-preto possui fendis, flavononas, favonoides,
esteroides livres e leucoantocianinas, porém as substancias presentes no extrativo
de sua madeira ndo foram caracterizadas estruturalmente, nem tiveram sua
atividade biologica analisada.

Os corpos-de-prova de eucalipto sofreram desgaste semelhante ao de
pinus, que € um exemplo de madeira muito suscetivel ao ataque de cupins. Em
relacdo a mortalidade dos cupins, o eucalipto foi a espécie que apresentou a
menor taxa. Silva et al. (2004), analisando a resisténcia natural de Eucalyptus
grandis ao ataque de Criptotermes brevis, constataram que sua madeira,
independentemente da idade, € altamente suscetivel ao ataque de cupim de
madeira seca, pois 0 dano apresentado foi igual ao da amostra mais suscetivel
(pinus), conforme observado neste trabalho.

E interessante destacar que apesar da atividade inseticida descrita para
0s extrativos de pau-brasil (Luna et al. 2005), varias arvores do arboreto
experimental de C. echinata na Reserva Bioldgica de Moji-Guacu, de onde foram
obtidas as madeiras para este trabalho, foram suscetiveis ao ataque de uma
coleobroca identificada como Platypus mutatus, um “besouro de ambrosia”. A
infestagdo foi acompanhada estacionalmente mostrando que cerca de 3% das
arvores foram atacadas, e que nao houve comprometimento do crescimento
vegetal (Girardi et al. 2006).

Nos ensaios de deterioracao por fungos de podriddes realizados neste
trabalho, apds 16 semanas de exposi¢do, as madeiras que sofreram maior perda

de massa foram o alburno de pau-brasil e o cerne de eucalipto, principalmente
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pelo ataque dos fungos das podridées parda e mole. Oliveira et al. (2005b),
estudando a resisténcia natural de sete espécies de eucalipto, entre elas E.
grandis, ao apodrecimento causado pelo fungo Gloeophyllum trabeum (podridao
parda), observaram que apdés 16 semanas, todas as madeiras analisadas
apresentaram perda de massa inferior a 10%, considerando as mesmas
resistentes a esse fungo. Paes (2002) analisando alburno e cerne da madeira de
Corymbia maculata (espécie de eucalipto), verificou que o alburno foi mais
deteriorado pelos fungos do que o cerne, em 12 semanas de exposi¢ao. De
acordo com Silva et al. (2004), isso se deve ao fato do alburno ser a parte viva da
madeira, que apresenta material nutritivo armazenado, como altos teores de
sacarose, tormando-se fonte de nutrientes para os microrganismos. Ja o cerne, por
nao possuir esse tipo de material, € menos suscetivel; e, além disso, acumula
extrativos. Os resultados mostrados na Figura 13 A confirmam a presenca de
acucares soluveis no alburno de pau-brasil, que estdo ausentes no cerne.
Entretanto, o teor de extrativos nao foi diferente entre essas duas amostras,
reforcando a sugestdo de que a qualidade dos mesmos deve contribuir para a
resisténcia do cerne de pau-brasil.

Nos ensaios com o fungo causador da podriddo branca, os valores de
perda de massa encontrados para os cernes de pau-brasil e angico-preto foram
bastante inferiores aos de eucalipto, e menores que o de pinus (Tabela 8). Paes et
al. (2005) analisando diversas madeiras de angiospermas brasileiras submetidas a
deterioracdo por fungos de podriddo mole, entre elas Anadenanthera colubrina,
popularmente conhecida como angico, verificaram que a perda de massa dessa
espécie foi de cerca de 9%, valor um pouco maior ao observado para angico-
preto. Para A. colubrina, os autores observaram alta durabilidade natural de sua
madeira ao ataque de fungos xiléfagos, mas n&o conseguiram associar sua
resisténcia a concentracdo de extrativos sollveis em agua quente encontrada na
mesma. Paes et al. (2004), analisando diversas madeiras de angiospermas do
semi-arido brasileiro também nao conseguiram relacionar o teor de extrativos com

a durabilidade da madeira, uma vez que madeiras que apresentaram conteudo

75



Discussdo

baixo de extrativos foram tao resistentes a fungos xilé fagos quanto madeiras com
teor alto dessas substancias, confirmando que ndo somente o conteudo, mas o
tipo de substancia presente no extrativo é fator crucial na durabilidade natural.
Alves et al. (2006), estudando a resisténcia natural de seis espécies de madeiras
de angiospermas da regido amazdnica aos fungos Pycnoporus sanguineus
(podridao branca) e G. trabeum (podriddo parda), observaram que todas as
espécies se mostraram resistentes a estes fungos.

E importante salientar que os ensaios laboratoriais de biodeterioragéo
nao reproduzem exatamente o que acontece com a arvore em seu ambiente
natural, apenas fornecem indica¢des do seu comportamento e ajudam a classifica-
la, de forma comparativa, com espécies de madeira cuja durabilidade é conhecida.
Isto pode ajudar a explicar os resultados observados para as madeiras nos
ensaios com o fungo de podridao mole, que apresentaram uma alta porcentagem
de perda de massa, 0 que nao era esperado, uma vez que esses fungos
apresentam degradacdo mais lenta quando comparados a podridao branca e
parda (Beatriz B. Monteiro, comunicacao pessoal).

Trabalho realizado por pesquisadores do Instituto de Pesquisas
Tecnolégicas (SP) mostrou que arvores de Caesalpinia echinata plantadas em
passeios publicos na cidade de Piracicaba (SP) sdo menos atacadas por fungos
apodrecedores do que as de sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides), espécie
conhecida por sua suscetibilidade a organismos xiléfagos. Nos passeios publicos
da cidade de Sao Paulo, os individuos de pau-brasil apresentaram-se, na sua
maioria, sadios. Quando atacados por fungos apodrecedores e cupins
subterraneos, a deterioragdo ocorreu apenas no alburno, ao contrario do
observado para sibipiruna, que teve o ataque estendido ao cerne. Diante disso, a
arvore de pau-brasil foi considerada por esses pesquisadores resistente a
organismos xiléfagos e com potencial para ser utilizada na arborizacdo urbana
(Sergio Brazolin, comunicacao pessoal).

Com base nos resultados aqui apresentados, a madeira de pau-brasil

pode ser classificada como resistente a deterioragdao por fungos xiléfagos e
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cupins, pois sua porcentagem de deterioracao foi menor que a de angico-preto,
conhecida por apresentar alta resisténcia a este tipo de ataque. Essa resisténcia
se deve em parte a presenca de extrativos, para os quais ja foi relatada atividade
toxica (Luna et al. 2005) e que, provavelmente, sdo o0s responsaveis pela elevada
mortalidade dos cupins-de-madeira-seca observada nos ensaios de laboratério
(Tabela 7).

Em relacdo ao contedudo de acucares alcoois presentes nos extrativos,
trés possibilidades foram avaliadas: a primeira, de que os teores de ciclitdis na
madeira ndo variaram, como observado para pinitol em alburno de paubrasil e
cerne de angico-preto para todas as podridées, quando comparados ao TO;
segundo, o teor de ciclitdis aumentou devido a presencga do fungo, sugerido para
pinitol, chiro-inositol, galactopinitol A e B em cerne de paubrasil, e terceiro, o teor
diminuiu pela agdo do fungo, notado nos teores de chiro-inositol, reduzido a tragos
e aumento de pinitol possivelmente devido a transformacao do galactopinitol B em
pinitol devido a remogao da galactose, em todas as podriddes, para eucalipto. O
aumento de pinitol, pelo mesmo motivo, foi observado em pinus, nas podridoes
branca e parda (Figura 30).

Para pau-brasil, foi relatada a presencga de quantidades significativas de
varios ciclitdis, como pinitol, ciceritol, ononitol e galactopinitol A e B em suas
sementes (Garcia et al. 2006) e os autores sugeriram que a presenga desses
acucares alcoois poderia estar relacionada com a tolerancia a dessecacao das
mesmas. Folhas e raizes de 13 espécies de Eucalyptus submetidas ao estresse
hidrico responderam ao tratamento com aumento nos teores de mio-inositol e de
ciclitéis, principalmente quercitol, que provavelmente estariam contribuindo para a
aclimatacao da espécie no ambiente (Merchant et al. 2006).

Diante dos resultados aqui expostos, a hipétese de que esses agucares
ndao sao metabolizados na planta pelos fungos (A. A. Richter, comunicacéo
pessoal) ndo foi confirmada, uma vez que em algumas madeiras seu conteudo foi
alterado, através de reagbes de adi¢cdo ou subtracado de galactose. Deste modo,

0os resultados sugerem que os mesmos nao devem estar relacionados a
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resisténcia da madeira ao ataque de fungos causadores de podriddes. Outras
funcoes, relativas a possivel tolerancia a variagdes ambientais ainda precisam ser

investigadas.

2. Lignina e a durabilidade de madeiras

A lignina € um complexo fendlico extremamente importante para as
plantas, entretanto, devido a sua heterogeneidade, € um composto dificil de ser
quantificado. Ao longo dos anos, varios procedimentos analiticos tém sido
empregados para determinar o teor de lignina em paredes celulares; porém, esses
métodos usualmente resultam em valores distintos para uma mesma planta. De
acordo com Fukushima & Hatfield (2004), os procedimentos comumente
empregados estdo divididos em duas categorias: 1) métodos analiticos que
removem os constituintes de parede celular exceto a lignina e 2) métodos que
oxidam o polimero de lignina fora da matriz celular. Na primeira categoria
enquadra-se a Lignina de Klason e na segunda a Lignina Dioxano, métodos
utilizados neste trabalho.

A andlise dos teores de Lignina de Klason (LK) e Lignina Dioxano
(LDiox) mostraram diferencas significativas e algumas discrepancias. Apesar de
bastante utilizado, o método de LK, de modo geral, indicou valores muito
superiores aos citados em literatura. Longui (2005), utilizando o mesmo método
usado neste trabalho, comparou duas categorias de madeira de pau-brasil
empregadas na manufatura de arcos de instrumentos de corda de melhor e pior
qualidade (tipo top e tipo estudante, respectivamente), e encontrou teor de LK de
70,3% para a primeira e 60,4% para a segunda. Analisando duas angiospermas
comercialmente conhecidas pela dureza e resisténcia de suas madeiras, ipé e
magcaranduba, Longui (2005) encontrou 80,3% de teor de LK para ipé e 70,1%
para macaranduba, mostrando que a metodologia, em ambos o0s casos,
superestimou os valores de LK nas diversas amostras estudadas.
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Lange & Faix (1999), analisando a madeira de Lophira alata,
encontraram cerca de 40% de LK nesta espécie. Em Astronium urundeuva
(aroeira-preta, Anacardiaceae), madeira considerada de boa resisténcia mecénica,
quimica e bioldgica, foi encontrado 24% de teor de LK (Morais et al. 1999).
Bailleres et al. (1997), analisando a madeira de Buxus sempervirens encontraram
cerca de 28% de LK nesta espécie. Fukushima & Hatfield (2001), analisando teor
de lignina em uma amostra de madeira de Pinus taeda, encontraram 25,6% de LK,
valor bastante inferior ao encontrado no presente trabalho para Pinus elliotti, de
cerca de 70% (Tabela 1). Watanabe et al. (2004), analisando a LK em Eucalyptus
camaldulensis e E. globosus, encontraram maior teor, de cerca de 25% em E.
camaldulensis quando comparada a E. globosus, que apresentou teor entre 15-
30%.

De um modo geral, os resultados de LK obtidos com as madeiras aqui
analisadas foram superiores aos encontrados na literatura e ndo apontaram para a
existéncia de alguma correlagdo com a resisténcia da madeira ao ataque de
fungos e cupins, uma vez que nao foram encontradas diferencas significativas nos
teores desse polimero fendlico entre madeiras que mostraram alta e baixa
resisténcia a esses organismos (Tabela 1). Aparentemente, o0 método de LK
superestima os teores de lignina, ndo sendo eficiente para quantificar ligninas nas
madeiras aqui analisadas, refletindo as dificuldades do uso deste método. De
acordo com Lange & Faix (1999), valores altos de LK podem ser expicados pela
presenca de polifendis, principalmente no cerne, que se condensariam com a
lignina durante o tratamento com &acido sulfurico. Watanabe et al. (2004) afirmam
que em Eucalyptus é necessario fazer uma extragdo prévia da amostra de
madeira com alcali a fim de retirar os polifendis que possivelmente interferirdo na
andlise. Eventual presenca de agua residual pode ser descartada, apdés secagem
em estufa. Neste trabalho, a presenca de polifendis nao foi analisada, mas optou-
se pela quantificacao de lignina por outro método.

O método de determinacao de lignina soluvel em Dioxano (LDiox) é

apontado por Hatfield & Fukushima (2005) como promissor, pois apresenta baixa
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contaminacao de proteinas e carboidratos. Nas amostras de pau-brasil analisadas
no presente trabalho foram encontrados rendimentos em LDiox de 8,5% para
alburno e 9,1% para o cerne. Para as angiospermas, os valores obtidos neste
trabalho foram menores quando comparados ao descrito para Populus sp (alamo,
Salicaceae), que possui cerca de 16% de LDiox (Fukushima & Hatfield 2004). O
rendimento observado para LDiox de pinus (5,1%) foi semelhante ao encontrado
em literatura para Pinus taeda (6,3%) (Fukushima & Hatfield 2001). Entretanto,
aparentemente, a composi¢ao da lignina pareceu influenciar sua extracdo, uma
vez que a lignina de pinus, que € do tipo guaiacil, teve rendimento menor quando
comparada as demais madeiras, que possuem uma combinacao de lignina do tipo
guaiacil:siringil. Na industria de papel, madeiras com maior teor de lignina siringil
s&o mais facilmente deslignificadas (Pereira et al. 1994).

A contaminacdo da LDiox das angiospermas aqui estudadas por
carboidratos foi semelhante no tipo de agucar encontrado para Pinus taeda e
Populus sp. (Fukushima & Hatfield 2004), com predominio de glucose e xilose.
Fukushima & Hatfield (2001), analisando LDiox extraida de pinus (Pinus taeda),
também detectaram glucose e xilose, indicando a contaminag¢do por glucanos e
xilanos, respectivamente. De acordo com Watanabe & Koshijima (1988), os
xilanos sao tequentes componentes de complexos de lignina isolados da parede
celular de plantas e existem evidéncias que os glucuronoxilanos estdo ligados
covalentemente a lignina através do acido ferulico, explicando a presenca dos
residuos de xilose na LDiox.

Os resultados obtidos no presente trabalho para LDiox, apesar de mais
adequados que LK, foram cerca de 50% menores quando comparados aos
descritos em literatura, que citam que as madeiras em geral possuem de 25 a 35%
de lignina em suas paredes celulares. Isso confirma a dificuldade de analisar e
quantificar esse composto, uma vez que sua estrutura varia entre as espécies,
tipos celulares e entre partes de uma mesma planta (Whetten et al. 1998). De
qualquer modo, em termos comparativos, é possivel afirmar que nao existem

diferencas na quantidade de lignina entre o alburno e o cerne de pau-brasil, e que
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esses valores assemelham-se aqueles encontrados para eucalipto. Isso, mais
uma vez, reforca a sugestdo de que a resisténcia de pau-brasil a organismos
xilofagos ndo parece estar relacionada ao teor de ligninas presente em suas
paredes celulares.

Técnicas microquimicas também tém sido utilizadas para deteccao in
situ dos residuos que compdem a lignina. As reagdes comumente utilizadas sao a
de Wiesner e a de Maule. O reagente de Wiesner confere coloragdo vermelho
brilhante as paredes lignificadas. Por outro lado, a reacdo de Malle é especifica
para ligninas do tipo siringil (S) e guaiacil-siringil (G:S), dando uma cor vermelho -
purpura nos tecidos que contém estes dois tipos de lignina (S e G), com espectro
de absorcdo na luz visivel ao redor de 520nm, enquanto a predominancia de
lignina G resulta em cor marrom-amarelada, com auséncia de absor¢cao nesse
comprimento de onda. Watanabe et al. (2004) utilizaram a reacdo de Male,
através da qual puderam selecionar a camada S2 da parede celular das fibras,
elementos de vaso e parénquima para a microespectrofotometria, demonstrando a
eficiéncia desta reacdo na identificacdo das camadas da parede celular. Essa
técnica, acoplada com a microespectrofotometria, tem sido usada para avaliar, ou
mesmo determinar, a distribuicdo dessas ligninas nos tecidos. As ligninas
presentes em madeiras de angiospermas resultam em coloracdo avermelhada,
enquanto que as madeiras de gimnospermas resultam em coloragdo amarelada,
demonstrando predominio de lignina S nas primeiras e lignina G nas ultimas
(Watanabe et al. 2004). Em geral, em angiospermas, as paredes secundarias dos
vasos contém predominantemente lignina do tipo guaiacil (G), enquanto que as
paredes celulares das fibras possuem alta proporcao de lignina do tipo siringil (S),
0 que justifica a dominancia da cor vermelha no tecido como um todo (Yoshizawa
et al. 1993, 2000). A coloragédo da reacao perde sua intensidade de cor em curto
espaco de tempo (até 20 minutos), dificultando sua documentacéao fotografica e a
analise realizada em microespectrofotometria, que devem ser realizadas

imediatamente apo6s a reacao (Yoshizawa et al. 1999).
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A andlise microquimica do cerne da madeira de pau-brasil oriunda da
Bahia revelou a presenca de lignina do tipo guaiacil na parede celular do vaso e
em grandes propor¢des na camada S2 da parede da fibra (Figura 15). A camada
S1, por sua vez, apresentou reacao que aponta maior quantidade de lignina
siringil. Duas amostras de pau-brasil de Moji-Guagcu mostraram semelhangcas na
coloracdo das paredes dos vasos entre si, tanto no alburno quanto no cerne,
indicando a presenca de maior proporcdo de lignina guaiacil também nesses
elementos celulares, corroborando dados de literatura que citam que as paredes
celulares dos vasos de angiospermas possuem predominantemente este tipo de
lignina (Figuras 22-25). O fato de uma unica amostra de alburno de pau-brasil de
Moji-Guacu ter apresentado caracteristicas semelhantes aquelas do cerne do pau-
brasil da Bahia, inclusive com as variagdes similares na intensidade de coloragéao
observada nas fibras, pode estar relacionado com possiveis diferengas individuais
ou com a regido do alburno de onde foram obtidas as secgbes analisadas pela
microscopia de luz (Figuras 20, 21). Possivelmente, essa regido utilizada
corresponda aquela mais préxima ao cerne, 0 que ocasionou a semelhangca em
termos de coloracdo, uma vez que as amostras utilizadas ja& haviam sido
desdobradas sem indicagédo da por¢ao que ocupavam no disco.

Em resumo, as fibras presentes no lenho de pau-brasil oriundo da Bahia
apresentaram padrao de coloragdo parecido com as da madeira de angico-preto,
sugerindo semelhancas na proporcao de lignina G:S presente em suas paredes
celulares, principalmente na camada S1 da parede celular secundaria. Em relacao
a distribuicao de ligninas G:S, o padrao observado para o cerne de pau-brasil foi
igual ao de angico-preto, com predominio de lignina do tipo siringil na camada S1
e guaiacil na camada S2 para ambas madeiras, sendo o contrario observado em
eucalipto. O padrao diferente de coloragdo observado em pau-brasil oriundo da
Bahia e de Moji-Guacu pode estar relacionado ao local de coleta e a idade das
plantas. As amostras procedentes de Moji-Guacu possuiam aproximadamente 25
anos, nao sendo conhecida a idade da amostra da Bahia. Comparando-se o

didmetro do tronco das amostras infere-se que a amostra da Bahia possui idade
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mais avancgada, indicando que esses fatores podem influenciar na composicao das
ligninas.

Yoshizawa et al. (1993), analisando a madeira de Buxus microphylla e
Betula ermani (Betulaceae) através da reacao de Malle, verificaram um padréo de
coloracéao distinto entre as fibras e os vasos, indicando diferengas na proporcao de
ligninas guaiacil e siringil nos diferentes tecidos e até mesmo em diferentes
camadas da parede celular de uma mesma célula. Os resultados aqui obtidos
estdo de acordo com o proposto por Yoshizawa et al. (1999) que sugerem
diferencas na deposicdo de lignina em paredes celulares, fato observado nas
camadas S1 e S2 das fibras, principalmente do lenho de pau-brasil.

Por outro lado, Watanabe et al. (2004), analisando madeiras de
Eucalyptus camaldulensis e E. globosus ap6s a reacdo de Malle (acoplada a
microespectrofotometria), verificaram que estas espécies possuem alto teor de
polifendis do tipo siringil em suas paredes celulares, indicando que a presenc¢a dos
mesmos afeta os resultados das analises microquimicas. Neste caso, a pré-
extragdo dos polifendéis com hidroxido de soédio provocou mudangas na
intensidade de coloracao e nos espectros de absor¢ao de luz visivel das paredes
celulares dos elementos de vaso, confirmando essa sugestao.

Como no presente trabalho ndo foi realizada a pré-extragdo dos
polifendis antes da aplicacdo do reativo de Madlle (conforme descrito em
Watanabe et al. 2004), acredita-se que os resultados obtidos possam estar sendo
influenciados pela presenca dos mesmos, uma vez que os altos valores obtidos na
Lignina de Klason (Tabela 1) também podem estar relacionados a presenca
desses polifendis. Entretanto, a extragdo de lignina pelo método Dioxano realizada
neste trabalho resultou em valores mais adequados (Tabela 3), uma vez que a
lignina € mais pura, apresentando apenas pequena contaminagao de proteinas e
carboidratos (Hatfield & Fukushima 2005). Comparando-se os resultados obtidos
nas Tabelas 1 e 3, observa-se que apds a extragao com Dioxano, foi a amostra de
pinus, uma gimnosperma, que apresentou a maior redugdo na porcentagem de

lignina, enquanto aquelas obtidas do alburno e cerne de pau-brasil foram,
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proporcionalmente, as menos afetadas dentre as angiospermas estudadas.
Observa-se também que a amostra de cerne de eucalipto foi a que apresentou a
maior porcentagem de lignina de Klason (sem a extracao de polifenéis), enquanto
que a amostra de cerne de pau-brasil foi a que apresentou a maior porcentagem
de lignina ap6s a extracao de polifendis (método de Dioxano).

Fica claro, assim, que as comparagdes efetuadas neste trabalho, entre
as amostras, sao validas, mesmo sem a extracao de polifendis. Entretanto, ha a
necessidade de complementar os resultados obtidos, através da extragdo de
novas amostras e andlise das secgoes por reagdo de Malle e
microespetrofotometria para ambos os tratamentos. Somente desse modo sera
possivel determinar com maior precisdo a propor¢ao de residuos G:S da lignina

presente nas paredes celulares de paubrasil.

3. Parede celular e a resisténcia a biodeterioracao

A disposicao, composicao e a estrutura da parede celular sédo fatores
que podem contribuir para aumentar a durabilidade natural da madeira. Variagbes
na composicao e distribuicdo de seus componentes conferem a madeira
caracteristicas fisicas e mecanicas especificas, que influenciam diretamente a
aplicacdo que sera dada a madeira, além de estarem relacionadas a sua
resisténcia a deterioracao (Simpson & TenWold 1999).

As analises realizadas neste trabalho revelaram que o alburno e o cerne
de pau-brasil diferem basicamente nos teores e composicao das fragcoes extraidas
em oxalato de amoénio e clorito de sédio (Figuras 26, 27). Essas fracoes
concentram polissacarideos pécticos, que representam cerca de 5,4% e 14% da
parede celular do alburno e cerne, respectivamente. A elevada proporgao de
glucose encontrada nas paredes celulares do alburno de pau-brasil (Figura 27)
pode indicar a contaminacdo por amido, polissacarideo comumente associado a
parede celular dos tecidos vivos de troncos, embora testes realizados durante o

isolamento das paredes celulares com iodo-iodeto de potassio ndo tenham
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detectado sua presencga. A proporcao relativa maior de ramnose no alburno e de
arabinose no cerne de pau-brasil sugere que os ramnogalacturonanos estejam
presentes em maior quantidade no alburno e os arabinanos e arabinoxilanos no
cerne.

As demais madeiras mostraram-se bastante variaveis em relacao a
composicao de suas fracdes pécticas, destacando-se em eucalipto a auséncia de
ramnose e a deteccdo de manose e em angico-preto o alto teor de ramnose na
fracdo oxalato e de galactose e arabinose na fragcédo clorito. Esses resultados
evidenciam grandes diferencas dessas duas madeiras entre si e com o paubrasil.
Assim, em angico-preto predominam polissacarideos pécticos como
ramnogalacturonanos, galactanos, arabinanos e arabinogalactanos que aparecem
como componentes menores em eucalipto e pau-brasil. Em pinus, os altos teores
de glucose e manose confirmam o predominio de glucomananos em suas paredes
celulares, como ja descrito anteriormente para esta espécie e comumente
encontrado em gimnospermas (Rowell et al. 2005).

As analises das fracdes de clorito de sédio e alcali fraco e forte
revelaram alto teor de xilose, indicando a presenga de um xilano como principal
polissacarideo hemicelulésico presente no alburno e no cerne de paubrasil
(Figuras 27, 28). De um modo geral, em angiospermas, 0s xilanos e os
glucuronoxilanos sdo os polissacarideos hemicelulésicos mais abundantes em
paredes celulares de madeiras de dicotiledéneas, seguidos de pequena proporcao
de glucomananos (Bacic et al. 1988, Rowell et al. 2005), detectados através da
presenga de manose em eucalipto e angico-preto (Figuras 27, 28).

A principal diferenca encontrada em relagdo ao rendimento das fracoes
da parede celular entre a madeira de pau-brasil e as demais angiospermas
analisadas foi o teor de polissacarideos hemicelulésicos, principalmente os
fracamente ligados a celulose. Apesar de variavel em rendimento, a composicao
dessa fracdo parece ser similar, tendo o xilano como principal polissacarideo. A
razao xilose:arabinose é um indicio do grau de ramificagdo do xilano por unidades
de arabinose. Através da andlise por HPAEC/ PAD (Figura 28 A), pbéde ser
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observado maior conteudo de arabinose no alburno e cerne de pau-brasil,
sugerindo que o xilano presente em suas paredes celulares esteja parcialmente
substituido por arabinose, visto que a razdo xilose:arabinose € de cerca de 7:1
para o alburno e 9:1 no cerne e foi facilmente extraido com alcali de menor forca
ibnica (Figura 26 A, B). Para eucalipto e angico-preto, as andlises sugerem a
ocorréncia de xilanos menos substituidos, uma vez que é necessaria forgca ibnica
maior para extrair esses ultimos da parede celular e a relacéo xilose:arabinose é
maior (46:1 para eucalipto e 100:1 para angico-preto) que aquela encontrada para
pau-brasil. As fracbes alcali fraco e forte nestas madeiras apresentaram
rendimentos aproximados, porém, no caso da fragdo alcali fraco, este rendimento
foi 50% menor em eucalipto, quando comparado ao pau-brasil (Figura 26 C, D). O
teor de &cidos urdnicos (Figura 28 A, B) também indica que este xilano pode estar
substituido por &cido glucurdnico, porém em menores propor¢cées no paubrasil
quando comparado a eucalipto e angico-preto.

Willfér et al. (2005b), analisando a composicao de polissacarideos em
madeiras de angiospermas, entre elas duas espécies de eucalipto, Eucalyptus
dunnii e E. globosus, encontraram altas quantidades de xilose e glucose em
ambas, seguidas de menor quantidade de galactose para E. globosus e em
quantidades semelhantes de galactose e manose para E. dunnii, sugerindo a
presenga de xilanos, glucomananos e também de glucuronoxilanos em suas
paredes celulares. Os galactoglucomananos e o0s glucuronoarabinoxilanos,
seguidos de menores quantidades de glucomananos sdao 0s principais
polissacarideos hemiceluldsicos encontrados em madeiras de gimnospermas
(Lepage et al. 1986, Bochicchio 2003). Na amostra de pinus analisada foram
encontrados altos teores de manose, glucose e xilose, além de quantidades
menores de arabinose e galactose, indicando a presenca desses polissacarideos
nas paredes celulares analisadas. Willfér et al (2005a), analisando os
polissacarideos presentes nas madeiras de algumas gimnospermas, entre elas
Pinus banksiana e P. resinosa, encontraram altos teores de manose e xilose,

seguidos de menores quantidades de glucose, galactose e arabinose, sugerindo a
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presenca de galactoglucomananos e mananos como 0s principais polissacarideos
dessas espécies.

Em resumo, a andlise comparativa realizada no presente trabalho sobre
a composicao da parede celular de pau-brasil e de outras madeiras de importancia
econOmica, indicou que a madeira de pau-brasil difere na composi¢ao de ligninas
e no teor de hemiceluloses, mas em composicao é similar as demais madeiras de
angiospermas aqui analisadas, em varios aspectos. Assim, assemelha-se tanto a
madeira de eucalipto como a de angico-preto, que possuem baixa e alta
resisténcia, respectivamente. Apesar do teor de polissacarideos por si sé nao ser
responsavel pela resisténcia da madeira, a semelhanga da madeira de pau-brasil
com a de angico-preto, que € altamente resistente, sugere que a parede celular
pode ser um componente importante dentre os fatores relacionados com a
resisténcia a organismos xiléfagos. Quanto a resisténcia fisica e mecanica,
ensaios realizados por pesquisadores do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de
Sao Paulo sugerem que o pau-brasil € uma madeira muito pesada, de alta
densidade e alta resisténcia mecanica, sendo também comparavel, em relacéo a
estas caracteristicas, a madeira de angico-preto (Takashi Yojo, comunicagédo
pessoal).

A andlise, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, do material
removido dos corpos de prova dos bioensaios com fungos apodrecedores mostrou
que houve reducgdo preferencial de xilose nas madeiras de eucalipto e angico-
preto, galactose em paubrasil e eucalipto e ramnose em paubrasil, como as
alteracGes mais evidentes. Embora seja conhecido o fato que diferentes fungos
degradam preferencialmente alguns polissacarideos em detrimento de outros, as
analises efetuadas neste trabalho n&o permitiram evidenciar esse fato,
possivelmente devido a degradacdo ter sido incipiente para a maioria das
madeiras de angiospermas utilizadas. Para os ensaios com a podridao branca, foi
nitida a reducdo dos monossacarideos que compdem a fracdo péctica da parede
celular, principalmente no alburno e no cerne de paubrasil (Figura 31 A, B).

87



Discussdo

Os fungos de podriddo parda degradam preferencialmente celulose e
hemiceluloses (Irbe et al. 2001), o que foi parcialmente observado, uma vez que
os teores de xilose e galactose, ligados provavelmente a polissacarideos
hemicelulésicos, tiveram sua quantidade reduzida no cerne de eucalipto.
Entretanto, o conteddo de glucose, que é o principal componente da celulose,
parece nao ter sido afetado. De acordo com Brazolin & Tomazello Filho (1999), os
fungos de podriddo mole degradam preferencialmente a celulose, embora as
hemiceluloses também sejam degradadas. Porém, no perfil de degradagéo
observado, ocorreu a reducgéo preferencial no contetdo de galactose em todas as
amostras, exceto para angico-preto, e xilose em eucalipto e angico-preto,
sugerindo a degradacado de hemiceluloses, além do desaparecimento de manose
em angico-preto e pinus, evidenciando a remogao do manano presente em suas
paredes celulares. Em pinus, ficou bastante evidente a degradacdo do
glucomanano pela podriddo branca e parda, levando a uma dréastica redugcao no
teor de manose da parede celular (Figura 31 E).
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CONCLUSOES

O conjunto de resultados obtidos no desenvolvimento desta pesquisa
amplia consideravelmente o conhecimento sobre as caracteristicas bioquimicas da

madeira de pau-brasil e permite concluir que:

v A madeira de pau-brasil seque o padrao normalmente observado para as
angiospermas, como alto teor de extrativos no cerne, predominio de lignina G nas
paredes celulares dos elementos de vaso e lignina S nas paredes das fibras e
xilanos como principal polissacarideo hemicelulésico presente em suas paredes
celulares;

v Devido a degradacao incipiente e apés a comparagdo com madeiras de
resisténcia conhecida, o cerne de pau-brasil é considerado altamente resistente ao
ataque de organismos xil6fagos. O alburno ocasionou alta mortalidade de cupins,
sugerindo que ele é resistente ao ataque de cupim-de-madeira-seca;

v Diferengas no teor de ligninas e polissacarideos hemicelul6sicos entre a
madeira de paubrasil e de angico-preto indicam que a resisténcia natural
apresentada pelo paubrasil ndo pode ser atribuida a um fator isolado, mas se
deve possivelmente a interacdo de varios dos seus componentes, que incluem

extrativos e polimeros da parede celular.

Em resumo, dados aqui apresentados sugerem que a madeira de pau-
brasil deve ter desempenho semelhante aquelas de alta resisténcia, como o
angico-preto, podendo, desse modo, ser uma alternativa de uso para 0s mesmos
fins quando esse tipo de madeira é requerido. Entretanto, o pau-brasil € uma
espécie de crescimento lento e que se encontra atualmente na lista do IBAMA de
espécies ameacadas de extincdo, de modo que sua indicagao para usos multiplos,
além dos fins mais nobres como a confeccdo de arcos para instrumentos de

corda, para os quais tem sido destinada, deve considerar esses fatos.
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Relevance:

In the present work we demonstrate that the heartwood of Caesalpinia echinata Lam, the
most appropriate material for violin bows due to the unique vibrational and physical
properties, are very resistant to the attack of rot fungi and dry-wood termites. As an
endangered species, this information is relevant to its preservation through cultivation in
plantations or as an ornamental species in streets and parks, and also for its use as timber-
in-service. The information that brazilwood is resistant to rot fungi and termites can expand
its utilization as a commercial wood of high durability beyond the manufacturing of violin
bows. Considering that the natural populations of this species are scarce, cultivation in
plantations is an alternative to increase its production and conseque ntly, its preservation.
Resistance to rot fungi and termites is also an important feature for street arborisation.
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Abstract

The heartwood of Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae) (commonly called
brazilwood) is used for violin bow manufacture due to the unique vibrational and physical
properties found in the wood. In the present work, the effects of Pycnoporus sanguineus
(white-rot fungus), Gloeophyllum trabeum (brownrot fungus), Chaetomium globosum
(soft-rot fungus) and Cryptotermes brevis (dry-wood termite) on weight losses and
chemical composition of extractives and cell wall polysaccharides of Caesalpinia echinata
wood were investigated under laboratory conditions and compared to those obtained for
Anadenanthera macrocarpa, Eucalyptus grandis, and Pinus elliottii. The heartwood of C.
echinata was found to be as resistant as A. macrocarpa to the decay fungi tested and to the
attack of the dry-wood termite. Pinitol and galactopinitol A were the main sugar alcohols
found in the extractives of wood of C. echinata, their presence, however, did not appear
related to the resistance to fungal decay. Although only incipient stages of decay were
found, the modifications in cell wall polysaccharide composition of heartwood of C.
echinata by rot fungi were related to decrease in polymers other than xylans. The high
resistance of C. echinata to xylophages is probably due to the presence of toxic extractives
in the wood.

Keywords: brazilwood, rot fungi, termites, cell wall, Caesalpinia echinata, sugar alcohols
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1. Introduction

One of the most limiting factors for the commercial utilization of wood is its low
resistance to fungi and termites. Rot fungi and some species of termites are important and
potent wood-destroying organisms attacking various components of the wood (Istek et al.,
2005; Gongalves and Oliveira, 2006).

The ability of rot fungi to degrade wood varies among fungal species and depends on
the chemical properties of the wood and its structural features. Wood decay is initiated by
fungal enzymes, acting on cell-wall components of the wood. Although most of wood-
rotting fungi are able to degrade both cellulose and lignin, they exhibit different
degradation rates for these substances. According to macroscopic differences of their
substrate utilization, wood-rotters are classified into three specific decay groups: white-rot,
brown-rot and soft-rot fungi (Tuor et al., 1995).

Insects, like fungi, are major players in the biodegradation of wood. Termites are the
main xylophagous insects and drywood termites are one of the largest causes of damages
in wood used in Brazil (Silva et al., 2004). They can degrade dead wood of living trees and
timber- in-service, living deep inside wood. They rely on symbiotic protozoa or bacteria in
their hindgut to degrade cellulose (Zabel and Morrell, 1992).

Caesalpinia echinata Lam. (pawbrasil, brazilwood, pernambuco) is a leguminous tree
restricted to the Brazilian Atlantic Forest, from the states of Rio Grande do Norte to Rio de
Janeiro (Lewis, 1998). Currently, the heartwood of C. echinata is used as the most
appropriate material for violin bows due to the unique vibrational properties and
dimensional stability and durability of the wood (Matsunaga et al., 2000). Due to
exploitation and deforestation, C. echinata is in the list of the Brazilian species at risk of
extinction and is restricted to the only 5% the original forest remains in the northeast of
Brazil (Ibama, 1992; Rocha, 2004). As an endangered species, attempts to preserve this
species are currently undertaken by cultivation in some experimental plantations in the
southeast of Brazil. Cultivation of brazilwood out of its natural habitat requires information
about its behavior under new environmental biotic and abiotic conditions.

The heartwoods of some tree specie s are naturally resistant to insect and fungal attack,
largely due to the presence of extractives (Onuorah, 2000), although structural components
of the cell wall also contribute to resistance. Recent work has demonstrated that changes in
the tree’s environment during growth can affect heartwood extractive content in some
species (Taylor et al., 2003). For C. echinata, Luna et al. (2005) have reported insecticidal
and molluscicidal activities of extracts obtained from its wood and leaves. In spite of these
findings, an experimental plantation of brazilwood in southern Brazil was attacked by the
ambrosia beetle Platypus mutatus Chapuis (=Megaplatypus mutatus), a native Coleoptera
species of South America (Girardi et al., 2006), which invades live standing trees, drilling
the trunks and forming small tunnels infected with a fungus (ambrosia), causing dark
staining and wood decay.

During a larger study on the usability of C. echinata we evaluate the resistance to
biodeterioration caused by rot fungi and a dry-wood termite on the wood, under laboratory
conditions using wood samples from an experimental plantation in southern Brazil. We
focused on understanding the contribution of cellular components, such as low- molecular-
weight compounds, sugar alcohols, and cell wall composition to brazilwood resistance to
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biological decay. Woods of Anadenanthera macrocarpa, Eucalyptus grandis, and Pinus
elliottii Engelm. var. elliotti, which present different resistance to rot fungi and termites,
were also analyzed for comparison.

2. Materials and methods

Samples of Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae — Caesalpinioideae) wood were
obtained from three 25-year-old trees harvested in an experimental plantation located in the
Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi Guacu, MogiGuacu, SP, Brazil,
22°15702,4”°S and 47°09728,9”'W, 660 m alt. Wood cuts were kept in controlled chambers
(25 °C and 70% RH) for 5 months up to fibers rise 25% moisture content.

Wood blocks (10 x 10 x 2 mm) from sapwood and heartwood were sawed, dried at 105
°C for 24 h, and weighed. Samples of heartwoods of Anadenanthera macrocarpa (Benth.)
Brenan (Leguminosae-Mimosoideae) from Aquidauana, MT, which is very resistant to
biodeterioration (Mainieri and Chimelo, 1989), and Eucalyptus grandis Hill ex Maiden
(Myrtaceae) from Estacdo Experimental de Ciéncias Florestais de Anhembi, SP,
Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP, which showed low resistance to
xylophagous organisms, and sapwood of Pinus elliottii Engelm. var. elliotti (Pinaceae)
from Fazenda Monte Alegre de Agudos, SP, Brazil, which is degraded by rot fungi and
termites (B.B. Monteiro, pers. com.), were also assayed for comparison as a group control.

2.1 Laboratory test on the susceptibility of Caesalpinia echinata and other woods to
wood rot fungi

Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr. (white-rot fungus) from Belgian Coordinated
Culture Collection BCCM No. 30513 and Gloeophyllum trabeum (pers.:Fr.) Murrill
(brown-rot fungus) from American Type Culture Collection- ATCC” No. 11539 were
grown on malt extract agar at 27 °C for 6 days, according to Monteiro and Freitas (1997).
After this period, wood blocks were placed on the cultures and incubated at 27 °C and 70%
RH for 16 weeks in dark. Eight replicates were used for each wood species.

Chaetomium globosum Kunze (soft-rot fungus) from American Type Culture Collection
— ATCC No. 6205 was grown on solid culture medium containing (g.L''): 6g ammonium
nitrate, 4 g monobasic potassium phosphate, 5 g dibasic potassium phosphate, 4 g
magnesium sulphate, 2.5 g glucose, 0.5 g yeast extract and 15 g agar at 27 °C for 15 days,
according procedure of Duncan (1965) modified by Brazolin (1998). Fungal spores were
suspended in aqueous 0.05% tergitol and 0.5 ml of these spores suspensions were
inoculated on the culture medium in Petri dishes. After 48 h at 32°C and 90% RH, the
wood blocks were placed on the cultures and incubated at the same conditions for 16 weeks
in darkness. Ten replicates were used for each wood species.

After the incubation periods, the wood blocks were washed with tap water, dried at 105
°C for 24 h and weighed. Percentage of weight loss (PWL) was calculated using the
formula: PWL = DMi — DMf x 100/ DMi, were DMi = initial dry mass and DMf = final dry
mass. Weight loss was considered incipient when was lower than 3%, after 16 weeks of
incubation.
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2.2 Laboratory test on the susceptibility of wood of Caesalpinia echinata and other
woods to Cryptotermes brevis (Walker)

The wood block dimensions were: 45 x 22 x 3 mm, with the greatest dimension parallel
to the wood fiber. A glass cylinder (diameter = 3.5 cm; height = 8 cm) was placed upright
on the top of a pair of wood blocks and 38 nymphs and 2 soldiers were placed inside the
cylinder, in contact with the blocks. Six replicates were used for each wood species. After
the incubation period, 45 days at 27°C and 70% RH scores were given to each pair of
blocks, according to the damage caused by the termites as follows: 0 —blocks undamaged; 1
— slight damage; 2 — medium damage; 3 —strong damage; 4 - very strong damage —
equivalent to the attack exhibited by the control group, represented in this work by the
wood of P. elliotti. The percent of dead insects was also recorded.

2.3 Chemical analyses of the wood

For chemical analyses the wood blocks inoculated with the rotters were washed with
tap water, dried at 105 °C for 24 h and weighed. Due to the incipient decay, the wood
blocks were superficially scraped with sandpaper since grinding the whole blocks could
minimize the differences in cell wall composition caused by fungal attack.The resultant fine
powder was weighed and submitted o exhaustive extraction with 92% ethanol at room
temperature, using a Dionex automatic extractor ASE 300. The extractives were recovered
and the residue was washed with distilled water, dried and weighed again. Samples of the
woods prior inoculation with rot fungi (controls) were also ground and submitted to ethanol
extraction as described above. For soluble sugar analyses, ethanolic and water extracts of
each sample were pooled, vacuum concentrated, completely dried at 50 °C and weighed.
Aliquots of the dried extractives were placed in a screw-cap tube with 500 Ml of
chloroform:methanol:water (12:5:1 v/v/v) and the internal standard phenyk3-D-
glucopyranoside and incubated at 60°C for 30 min with occasional agitation. After
centrifugation, 350 1 were transferred to an epperndorf tube with the same volume of
deionized water. After shaking and phase separation by centrifugation, 200 pl of the water-
methanol phase were transferred to a 1.5 mL glass vial, dried in a vacuum concentrator and
kept in a desiccator over phosphorous pentoxide for 14 h. Derivatization of the samples
were performed by adding 150 pl of pyridine and 50 pl of NO-
bis(trymethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) and trimethylchlorosilane (TMCS) (10:1
v/v) in the sealed vials at 75 °C for 1h. Silylated sugars and polyols were then separated
and quantified by GC-MS on a DB-1 capillary column (25 m x 0.25 mm inner diameter) as
previously described (Hoch et al., 2003). Three replicate samples of the dried extractives
were analyzed.

Aliquots of the residues were hydrolyzed with 72% H,SOy, in autoclave (121 °C, 1 atm)
for 1h. The hydrolysates were neutralized with 50% NaOH and the soluble material
recovered by centrifugation in an epperdorf centrifuge at 13.000 rpm for 10 min.

The total sugar contents in the supernatants were quantified by the phenolsulfuric
method (Dubois et al., 1956), using glucose as standard. Uronic acids were estimated by the
m-hydrophenyl procedure using galacturonic acid (Filisetti Cozzi and Carpita, 1991).
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Neutral sugar composition of the hydrolysates was analysed by HPAEC/PAD (anion
chromatography — pulsed amperiometric detection) in with a Dionex DX-500 system using
a Carbo-Pac PA1 column eluted with isocratic 20 mM NaOH for 40 min at ImL min'l, and
the sugars identified by comparison of the elution time of commercial monosaccharide
standards. Three replicate samples were used for the analyses. The relative percentage of
polysaccharides were estimated based on the proportion of xylose for xylans, glucose for
glucans, mannose for mannans, and the sum of ramnose, arabinose, and galactose for other
polysaccharides (pectic + hemicellulosic polymers) found in the cell wall hydrolysates.

2.4 Statistical Analyses

For the assays with rot fungi nonparametric statistical analysis was performed by
Kruskal-Wallis test (p<0.05), complemented with Mann-Whitney test using Statistica
Program (Statsoft, Inc. 1995). Variance analysis (ANOVA) was performed on experimental
chemical data (statistical significance p < 0.05) using Winstat for Windows.

3. Results and discussion
3.1. Damage caused by rot fungi and termites

The results of the wood rot resistance test are presented on Table 1. The statistical
analysis revealed no significant differences between the degradation of the heartwood of
Caesalpinia echinata and the heartwood of Anadenanthera macrocarpa by the white-rot
fungus Pycnoporus sanguineus and the brownrot fungus Gloeophyllum trabeum. The
degradation by the soft-rot fungus Chaetomium globosum, however, showed that the
heartwood of C. echinata was more resistant than the other three species and the sapwood
of brazilwood the most susceptible one.

Usually, hardwoods are more efficiently degraded by white-rot fungi than softwoods
(Enoki et al., 1988). However, the data on Table 1 indicate that, under our experimental
conditions, P. elliotti was as susceptible to decay as E. grandis and more susceptible than
the sapwood of C. echinata, although the weight losses can be considered “early” according
the criteria described by Paes et al. (2004). Similar results were reported by Ferraz et al.
(2001), who found that the weight losses caused by white-rot fungus in Pinus radiata are
similar to wood decay observed to two hardwoods.

The wood of P. elliottii was not degraded by Chaetomium globosum (Table 1). Brazolin
(1998) reported that the wood of E. grandis was more susceptible to decay by this soft-rot
fungus than P. elliottii, and suggested that this finding could be related to the lignin
composition of the wood. Daniel and Nilsson (1987) correlated the predominance of
guaiacyl residues in the lignin with differences in susceptibility of the wood cells of Betula
verrucosa to soft rot fungi.

The dry-wood termite resistance tests obtained are presented on Table 2. This is a
contingence table where the variables are the grades attributed to the degree of damage
caused by termites. The heartwood of C. echinata was only slightly damaged by the dry-
wood termite Cryptotermes brevis, being as resistant as A. macrocarpa, which is known to
present high natural durability ((Mainieri and Chimelo, 1989). Concerning mortality, the
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statistical analysis revealed no significant differences between the heartwood and sapwood
of Caesalpinia echinata and the heartwood of Anadenanthera macrocarpa; but significant
differences where observed between both species and Eucalyptus grandis and Pinus elliottii
samples.

3.2. Content of extractives and changes in sugar alcohols

The wood resistance to fungal attack has been attributed mainly to the presence of
extractives, which are toxic to xylophagous organisms, providing natural durability to the
woods (Rowell et al., 2005). As shown in Table 2, the content of extractives is quite similar
among samples of C. echinata, A. macrocarpa and E. grandis. However, their susceptibility
to rot fungi (Table 1) and termites (Table 3) varied, indicating the extractives differ in their
composition. Recently, Luna et al. (2005) reported the presence of insecticidal and
molluscididal activities in the extractives of C. echinata heartwood, what could explain the
high mortality of termites and the incipient weight losses observed after inoculation of rot
fungi. Whether these toxic effects of the extractives are due to the presence of brazilin and
protosapanin B in the extractives of the heartwood of C. echinata (Matsunaga et al., 2000)
remains to be elucidated.

Although sugar alcohols are commonly accumulated in seeds during the maturation
processes and their presence has been implicated to desiccation tolerance (Peterbauer and
Richter, 2001), they have also been described as a fraction of non-structural carbohydrates
present in stems of temperate forest trees (Hoch et al., 2003). They compounds may also
function as carbon source. However, methylated cyclitols such as pinitol are usually
broken down only by a limited number of microbes, what could suggest that they might
contribute to resistant of wood tissues to fungal attack. The quantification of these
compounds in the extractives obtained from the wood samples analyzed in the present work
(Fig. 1) revealed the predominance of D- pinitol in the sapwood, accounting for up to 0.2%
of the woody dry mass and the presence of D-chiro-inositol and galactopinitol B in the
heartwood, representing no more than 0.01%. Changes in the relative proportion of these
compounds were observed after incubation of the wood samples with rot fungi (Fig. 1), but
these changes were not related to the percentage of loss weight (Table 1).

Excepting for E. grandis (Fig. 1D), in which galactopinitol B seemed to be completely
converted to D-pinitol, probably to the action of a-galactosidases, the soft-rot fungus did
not produce great modifications in the wood sugar alco hol composition of C. echinata (Fig.
1A, B) and A. macrocarpa (Fig. 1C). On the other hand, the action of the brown fungus on
C. echinata samples led to the accumulation of a considerable proportion of galactopinitol
A (Fig. 1A, B), probably as a breakdown product of higher degree of polymerization
galactopinitols. Galactopinitols have so far only been found in plants and we were unable to
find it in the fungal mycelium of Gloeophyllum trabeum (data not shown).

Data on Fig. 1 suggests that the presence of sugar alcohols are not related to the
resistance of the woods to decay caused by rot fungi, since galactopinitol A predominates
in the heartwoods of C. echinata and E. grandis, which showed very distinct susceptibility
to fungal attack (Table 1).
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3.3. Changes in cell wall sugar composition

As shown in Table 3, the wood cell walls of C. echinata presented higher proportion
of uronic acids when compared to other woods. P. elliottii showed the lowest value.
Decrease in the proportion of cell wall neutral sugars was observed after incubation of
sapwood of C. echinata with the soft-rot fungus (Fig. 2A). This decrease seemed to be due
the degradation of glucans and other polysaccharides such as galactans and arabinans (Fig.
3A). Soft-rot fungi are known to secrete hemicellulases and cellulases as the main cell- wall
degrading enzymes, which enable the fungal hyphae to grow within the secondary walls
(Kleist and Schmitt, 2001; Khalili et al., 2001).

The wood rotters did not produce any significant modification in the proportion of
cell wall neutral sugars of C. echinata heartwood (Fig. 2A), what is in agreement with the
incipient weight loss registered for this wood in the laboratory assays (Table 1). Only a
small decrease in the relative percentage of polysaccharides other than xylans was detected
after incubation with rot fungi (Fig. 3B).

Conversely, the decay caused by the rot fungi in the commercial woods (Fig. 2C, D
, E) led to an increase in the proportion of cell wall uronic acids, mainly due to the decrease
in the relative percentage of xylans in A. macrocarpa and E. grandis (Fig. 3C, D) and
mannans in P. elliottii (Fig. 3E). White- and brown-rot fungi also caused some degradation
of other cell-wall polysaccharides in E. grandis and P. elliottii (Fig. 3 D, E).

It is interesting to note that the pattern of fungal degradation of the samples seemed
to be more related to the wood than the microbial species. Although the resistance to decay
was shown to be quite different between the sapwood and the heartwood of C. echinata
(Table 1), for both the reduction of other cell wall polysaccharides was the main
modification caused by white- and brown-rot fungi (Fig. 3A, B). Similar behavior is seen in
relation to the degradation of mannans in P. elliottii (Fig. 2E, 3E). Also, glucans were
preferentially degraded in C. echinata sapwood by the soft-rot fungus (Fig. 3A), but xylans
were reduced in the cell walls of E. grandis by its action (Fig. 3D). These results reinforce
previous observations of the existence of a fungus-to wood specificity (Aktar et al., 1998;
Ferraz et al. 2000).

In some species, wood resistance to fungal attack has been correlated to the content
and/or composition of the lignins (Butcher and Nilsson, 1982; Eaton and Hale, 1993).
Considering the low decay caused by rot fungi in the heartwood of C. echinata (Table 1),
the content of lignin after the incubation of wood samples with the white-rot fungus
Pycnoporus sanguineus was not evaluated. However, no significant differences were found
in the lignin content and proportion of guaiacyl and syringil residues among control wood
samples of C. echinata sapwood and heartwood, A. macrocarpa and E. grandis (data not
shown), suggesting that the differences observed in the wood decay seem not to be directly
related to this cell wall component, although it certainly contributes to the natural wood
durability.

In conclusion, our analysis clearly demonstrated that the initial stages of brazilwood
decay by rot fungi were characterized by a remarkable resistance of xylanrpolymers to
decomposition This resistance was not correlated, however, with sugar alcohols present in
the extractives, but may be attributed to toxic extractives found in the wood as recently
described (Luna et al, 2005). Overall, our findings indicate that the heartwood of
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Caesalpina echinata is highly resistant to wood-rot fungi and dry-wood termites,
comparable to that of Anadenanthera macrocarpa, which is known to be a highly durable
wood.
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Anexo

Table 1
Weight losses of brazilwood and other woods caused by rot fungi.

Weight loss (%)

Pycnoporus Gloeophyllum Chaetomium
Wood sanguineus (white) trabeum (brown) globosum (soft)
(Mean* + SD) (Mean*+ SD) (Mean**+ SD)
Caesalpinia echinata
sapwood 5.68+2.15A 17.80 + 2.54 A 31.67 +10.69 A
heartwood 035+144B 1.38+ 1.00 B 206+1.20B
Anadenanthera
heartwood
Eucalyptus grandis
heartwood 9.11+2.19C 22.63+4.16C 16.08+9.51 D
Pinus elliottii

* n= 8 and ** n = 10. Means with different letters for each rot fungus are significantly
different at p<0.05.

Table 2
Content of extractives and cell wall composition of brazilwood and other woods

Cell wall composition

Extractives* (Relative %)
Wood (% dry wood) Uronic acids Neutral sugars
Caesalpinia echinata
heartwood 11.31 + 482 A 27.5 72.5
Anadenanthera macrocarpa
heartwood 9.75 + 0.I10A 12.8 87.2
Eucalyptus grandis
Pinus elliottii
sapwood 1.28 + 0.10B 7.9 92.1

* Means with different letters are significantly different for ANOVA at p<0.05.
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Anexo

Table 3

Damage caused by the dry-wood termite Cryptotermes brevis in samples of brazilwood and
others woods after 45 days of exposure

Wood Damage* Mortality* (%)
Caesalpinia echinata

sapwood 2 82.2A
heartwood 1 85.2A
Anadenanthera macrocarpa

heartwood 1 86.3 A
Eucalyptus grandis

heartwood 4 32.5B
Pinus elliotti

sapwood 4 554B

*0 — blocks undamaged; 1 — slight damage; 2 — medium damage; 3 —strong damage; 4 -
very strong damage. * Means with different letters are significantly different at p<0.05.
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Anexo

Legends to the Figures

Fig. 1. Relative proportion of cyclitols found in brazilwood and other woods before and
after inoculation with rot fungi. CHI = D chiro-inositol, PIN = Dopinitol, GAL A =
galactopinitiol A, and GAL B = galactopinitol B, n = 3.

Fig. 2. Relative proportion of uronic acids and neutral cell wall sugars before (control) after

incubation of brazilwood and other woods with rot fungi, n = 3.

Fig. 3. Relative percentage of pectic + hemicellulosic polysaccharides Pect + Hem),
glucans, xylans, mannans and in brazilwood and other woods before and after inoculation
with rot fungi, n = 3.
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Anexo

A - C. echinata sapwood B - C. echinata heartwood
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Anexo

A - C. echinata sapwood B - C. echinata heartwood
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Anexo

A - C. echinata sapwood B - C. echinata heartwood
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