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RESUMO

A crescente busca por materiais biodegradaveis tem despertado o interesse do mundo
cientifico para o desenvolvimento de produtos que tenham essa caracteristica. Estes materiais
podem substituir produtos sintéticos, provenientes do petréleo, como o poliestireno expandido
(EPS), o qual se apresenta em uma grande variedade de formas e aplicacGes. Muitos
macrofungos desenvolvem micélios com elevada degradacédo bioldgica e resisténcia mecanica
e, quando desidratados, além da baixa densidade, tornam-se uma alternativa para a producéo
de materiais biodegradaveis com potenciais propriedades para substituir, em algumas
aplicacdes, o EPS. O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um material
biodegradavel como potencial alternativa ao uso de EPS (Isopor®), empregando micélio de
macrofungos regionais da regido Sul do Brasil, cultivados em meios contendo serragem e
farelo de trigo e/ou misturas desses substratos. Os meios inoculados com os macrofungos
foram dispostos em recipientes de forma a permitir um formato regular para a bioespuma
produzida. Apds a colonizacdo do substrato pelo macrofungo, a bioespuma foi desidratada
com o emprego de calor para a caracterizacdo do material. As bioespumas sdo caracterizadas
neste estudo pelas suas propriedades morfoldgicas, térmicas, mecéanicas e quanto a estrutura
qguimica em comparacdo ao EPS. Como resultados, destaca-se a existéncia de interacdo entre a
matriz e as particulas do meio de cultivo, serragem e farelo de trigo, estabelecida pela
formacdo das hifas, identificada por microscopia eletrdnica de varredura. Essa morfologia
proporciona a obtencdo de uma estrutura densa e compacta, o que justifica os resultados de
resisténcia a compressdo obtidos serem superiores em relacdo ao EPS. Com relacdo as
propriedades térmicas, determinadas por termogravimetria, a temperatura méxima de
degradacdo das bioespumas foi cerca de 40°C inferior em relacdo ao EPS. Os resultados de
densidade foram superiores para as bioespuma com 3 mm de espessura e bioespuma com 25
mm de espessura, com média de 0,4 e 0,3 g.cm’3, respectivamente, comparados aos valores de
0,08 e 0,03 g.cm™ das amostras de EPS. Os resultados indicam que, apesar da menor
estabilidade térmica, cerca de 14% inferior a estabilidade do EPS, as bioespumas de
macrofungos possuem resisténcia & compressao 60% superior & do EPS. Salientam-se, ainda,
as caracteristicas biodegradaveis do material obtido, pois tem-se um poduto de menor tempo
de degradacdo que, pos-uso, pode ser aproveitado como fertilizante agricola-potencializando
seu uso como alternativa ao EPS em algumas aplicacdes.

Palavras-chave: macrofungos, bioespumas, poliestireno expandido, compdsitos

biodegradaveis, propriedades térmicas.



ABSTRACT

The growing search for biodegradable materials has awakened the interest of the scientific
world to the development of products that have this characteristic. These materials can replace
synthetic products that come from petrol, such as expanded polystyrene (PS), which presents
itself in a great variety of shapes and applications. Many macrofungi develop mycelium with
high biological degradation rate and mechanical resistance, and, when dehydrated, beyond the
low density, they become an alternative for the production of biodegradable with potential
properties to replace in some applications, the PS. The present work aims to produce a
biodegradable material as a potential alternative to PS (Isopor®), making use of mycelium
macrofungi that come from the south of Brazil, cultured in media containing sawdust and
wheat bran and/or mixtures of those substrates. The media inoculated with the macrofungi
were arranged in containers so as to allow a regular shape for the bio-foam produced. After
the total colonization of the macrofungi, the biofoam was dehydrated at 45°C. The biofoams
are characterized by morphological, thermal, mechanical and chemical structure properties
compared to PS. As a result, the existence of interaction between the matrix and the particles
of the culture, established by the formation of hyphae, are identified by the electronic
microscopic scanning. This morphology provides the obtention of a dense and compact
structure, which justifies the results of resistance to compression obtained, superiors to the PS.
In relation the thermical properties determined by thermogravimetry, the maximum
temperature of degradation of the biofoams was around 40 degrees Celsius lower in relation
to the PS. The results of density were superior to biofoam with 3mm thick and biofoam with
3mm thick, with average of 0.4 and 0.3 g.cm’3, respectively to the values of 0.08 and 0.03
g.cm? of the PS samples. The results indicate that, in spite the lower thermical stability, about
14% less than the stability PS, the biofoams of macrofungi have compression resistance 60%
higher in comparison to PS. It is also emphasized the biodegradable characteristics, since the
material developed has a shorter degradation time and, after its use, can be used as
agricultural fertilizer, potentializing its use as an alternative to PS in some applications.

Keywords: macrofungi, biofoams, expanded polystyrene, biodegradable composites, thermal

properties.
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1. INTRODUCAO

O crescente aumento da populacdo ocasiona uma demanda por diferentes tipos de
materiais para a manutencdo da qualidade de vida da sociedade. Em virtude disso, 0s
materiais poliméricos tém se destacado. Seu facil processamento, leveza e resisténcia a
degradacdo faz com que eles tenham ampla aplicacdo. Porém, o baixo valor agregado dos
materiais poliméricos ndo torna o processo de reciclagem economicamente vidvel, uma vez
que o custo da reciclagem € superior aquele referente ao processo de producdo de um novo
material com a mesma finalidade (SANTOS et al., 2012).

O poliestireno € um polimero de ampla utilizacdo, sendo produzido em menor
proporcdo que os polietilenos — poli (tereftalato de etileno) (PET) e polipropileno (PP). Na
forma expandida, o poliestireno (EPS), comercialmente conhecido como Isopor®, é utilizado
na forma de placas ou blocos na confeccdo de lajes, em embalagens de protecdo de
equipamentos domesticos, em capacetes de protecdo, como isolante elétrico ou térmico em
residéncias, entre outras aplicacbes (ABRAPEX, 2016). Contudo, possui desvantagens por ser
derivado do petrdleo, que é um recurso ndo renovavel, ndo é biodegradavel, o que significa
que pode levar anos para se decompor na natureza (DE PAOLI et al., 2008).

Alem disso, p6s-uso, acumula-se em aterros sanitarios ou até mesmo no ambiente,
tendo como consequéncias a contaminacdo do solo, uma vez que as propriedades de
determinados compostos presentes nas cadeias poliméricas podem atuar como barreira na
degradacéo de compostos organicos.

Visando a reducdo dos impactos ambientais causados pela presenca de residuos
poliméricos no meio ambiente, torna-se essencial o desenvolvimento de materiais de
degradacdo poés-uso facilitada, cujos subprodutos da degradacdo ndo afetem os ciclos dos
ecossistemas (SOUZA, 2004). A obtencdo de materiais biodegradaveis, com apelo de
responsabilidade ambiental e social, consiste em uma alternativa ao uso de EPS. A obtencao
destes tipos de materiais biodegradaveis se da pela capacidade de metabolizacdo de
subprodutos agroindustriais por alguns tipos de macrofungos em um produto de maior valor.
Com este aspecto, destaca-se a reducdo da necessidade de materiais oriundos do petréleo e
consequentemente, geracdo de residuos, atuando diretamente na sustentabilidade ambiental
(CALEGARI & OLIVEIRA, 2016). Diversos macrofungos possuem a capacidade de
desenvolver micélios com elevada resisténcia mecanica. Apos processo de desidratacdo por
calor, apresentam baixa densidade e tornam-se uma opc¢do para a obtencdo de materiais

biodegradaveis, isto €, a obtencéo de bioespumas.
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Neste contexto, o foco deste trabalho foi o desenvolvimento e caracterizacdo de
bioespumas, obtidas a partir do micélio de macrofungos da regido Sul do Brasil crescidos em
residuos agroindustriais, como alternativa ao EPS para diversificadas aplicacdes tais como em

embalagens para acondicionamento de equipamentos e alimentos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar bioespumas produzidas com macrofungos regionais
crescidos em meios formulados com residuos agroindustriais e avaliar os efeitos de sua

incorporagéo no solo em cultivo de alface.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os seguintes objetivos especificos estdo previstos para este estudo:
e avaliar a influéncia de diferentes misturas de serragem e farelo de trigo como substrato

para o cultivo, em estado solido, dos macrofungos Trametes villosa, Lentinus velutinus,

Pycnoporus sanguineus, Pleurotus albidus, Pleurotus djamor e Xylaria sp.
e determinar a condi¢do de producdo mais promissora de bioespuma obtida entre os
diferentes macrofungos considerando menores tempos de producéo e as propriedades fisicas,

morfolégicas e mecanicas em comparacgdo ao EPS, e;

e avaliar o efeito da incorporacdo da bioespuma no solo sobre o cultivo de alface.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 POLIESTIRENO E POLIESTIRENO EXPANDIDO

O poliestireno (PS) é um homopolimero formado por monémeros de estireno (Figura
1). Entre as caracteristicas fisicas, apresenta coloragdo transparente e odor adocicado quando
seu grau de pureza é alto. Quando contaminado por aldeidos, pode apresentar odor irritante.
Essa condicdo de mudanca de odor se da em funcdo da exposicdo ao ar livre (CITADIN,
2007; CORAZZA, 1995).

H
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Figura 1- Representagdo do monémero e do mero do PS
(adaptada de CANEVAROLO & SEBATIAO, 2002).

Devido ao baixo custo de processamento e obtencdo, o poliestireno € um dos
polimeros termoplasticos mais utilizados no dia a dia. Entre as aplicacdes, podem ser
relacionadas a producdo de utensilios domésticos rigidos, material isolante, acondicionamento
de equipamentos, embalagens de alimentos entre outras (CITADIN, 2007). No caso de uso
em materiais isolantes, acondicionamento de equipamentos e embalagem de alimentos, é
empregado o poliestireno expandido (EPS), um derivado do PS que possui 98% de ar em sua
constituicdo (ARAUJO, 2007).

O EPS é desenvolvido a partir da polimerizacdo do estireno em &gua. Sua expansao
ocorre a partir do vapor de 4gua em contato com o polimero. Segundo Oliveira (2013), o EPS
é conhecido comercialmente como "Isopor®, sendo sua descoberta descrita em 1949.

Além das aplicacgdes citadas para o poliestireno, o EPS pode ser utilizado em diversos
setores da industria. Na construcéo civil, tem sido usado no isolamento térmico de telhados,
em lajes, em dutos de ar, em cadmaras frigorificas, no isolamento acustico, em pisos leves e em

paingéis divisorios. No setor de embalagens, é empregado em caixas térmicas para alimentos e
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bebidas, para eletrodomésticos e outros produtos e também na agroindistria, em caixas para
mudas, proporcionando aeragdo de solo, drenagem e produtividade (ABRAPEX, 2016).

O PS e seus derivados ocupam a quinta posicdo em termos de termoplasticos mais
consumidos no mundo, representando cerca de 7,8%, sendo superado pelo polietileno
(29,1%), poli(tereftalato de etileno) (20%), polipropileno (18%) e poli(cloreto de vinila)
(15,3%) (MAACK BUSINESS SERVICES, 2013). Tem como origem sintética o petrdleo e
se caracteriza por ser extremamente leve em comparacdo aos demais polimeros commodities,
considerando que, quando expandidas, as estruturas esféricas consistem em até 98% de ar e
apenas 2% de poliestireno. Em 1 m3 de EPS existem de 3 a 6 bilhdes de células fechadas e
cheias de ar (ABRAPEX, 2016).

Estudos realizados na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) indicam
que sdo consumidos cerca de 2,5 milhdes de toneladas/ano de poliestireno em todo o mundo
(BERNARDY et al., 2015). Segundo Abrapex (2016), no Brasil sdo produzidas em torno de
60 mil toneladas/ano de EPS e apenas 5 mil destes recebem a destinacdo adequada,
recomendada pela Politica Nacional de Residuos Solidos (Lei n® 12.305, 2010) ap6s 0 uso.

O PS pode levar anos para ser totalmente degradado pds-uso, e sua degradacédo, por
despolimerizacdo da origem ao microplasticos, com capacidade de absorver compostos
quimicos toxicos como agrotoxicos, pesticidas e metais pesados presentes principalmente nos
rios, lagos e oceanos (DE PAOLI, 2008; BERNARDY et al., 2015).

Com base no exposto verifica-se 0 anseio na busca do desenvolvimento de produtos e
materiais alternativos que possam vir a substituir o EPS, minimizando a sua elevada producéo

e 0s impactos gerados ao meio ambiente apds o seu descarte.
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3.2 PRODUCAO DE BIOESPUMAS EMPREGANDO MACROFUNGOS

O termo bioespuma refere-se a um material de origem natural e biodegradavel,
desenvolvido para substituir o EPS. Um composto, com esta denominacéo, foi desenvolvido e
patenteado pela empresa Kehl, produzido a base de biomassa — resinas obtidas de milho,
arroz, caju, cana-de-agtcar, soja e mamona — sendo uma espuma poliuretana biodegradavel,
onde a ligacdo uretana € a principal responsavel pelas propriedades de textura, densidade e
resisténcia a compressdo, semelhantes as do EPS. A grande vantagem do material
desenvolvido é o tempo de degradacdo na natureza, pois no solo e na presenca de oxigénio,
degrada em dois anos; sem oxigénio, por sua vez, pode levar até trés anos para completa
degradacdo (ERENO, 2007).

A producdo de bioespumas empregando macrofungos vem sendo vista como uma
alternativa para a substituicdo de plasticos sintéticos expandidos. Nos Estados Unidos, em
2011, a empresa Ecovative Design LLC patenteou um processo de producdo de bioespumas
com fungos. Nessa patente, é relatado o emprego dos fungos Pleurotus ostreatus, Fomes
fomentarius, Ganoderma applantum, Inonotus obliquus entre outros, tendo como substratos
residuos agricolas, comoa casca de arroz, trigo ou sementes do algoddo (BAYER &
MCINTYRE, 2011).

Os produtos desenvolvidos pela Ecovative sdo apresentados na Figura 2, sendo
embalagens (Figura 2A), placas para isolamento acuUstico (Figura 2B), cantoneiras para
eletrodomésticos (Figura 2C) e bandejas para o cultivo e para o desenvolvimento de mudas de
interesse agroindustrial (Figura 2D).

Segundo os pesquisadores da Ecovative, este material foi desenvolvido com o intuito
de competir com materiais produzidos a partir de petr6leo e gas natural, aproveitando material
de agroindustria sem a devida utilizagdo, tornando-se uma alternativa ecologicamente
vantajosa em relacdo ao EPS. Além disso, estes materiais podem ser moldados de qualquer
forma, possuem baixo custo de producdo e podem ser reutilizados ou aplicados como
fertilizante (BAYER & MCINTYRE, 2011).
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Figura 2 - Aplicagdes das bioespumas desenvolvidas a partir da biomassa fungica
(A) embalagens para bebidas; (B) chapas para construgéo civil; (C) cantoneiras para
embalagens de eletrodomésticos; (D) bases para o crescimento de mudas de interesse agrondmico.
Fonte: Ecovative®

A bioespuma desenvolvida pela Kehl possui diversas aplicacdes direcionadas para a
agricultura e jardinagem. Pode se usada como suporte com nutrientes agregados para o plantio
de mudas e sementes, onde séo plantadas na propria bioespuma e a planta absorve desta 0s
nutrientes, os quais sdo agregados durante o desenvolvimento da mesma. Depois que a planta
ja esté crescida, pode ser transplantada diretamente para o solo com a propria espuma onde foi
plantada; a bioespuma se degrada no solo e acaba servindo como adubo. Porém, segundo
Ereno (2007), a bioespuma é produzida pela combinacdo de biomassa das resinas vegetais e
de derivados de petroleo, que entram, em até 50% da composi¢do, ndo extinguindo a
utilizagdo do mesmo.

Em contrapartida, as bioespumas de macrofungos, além de ndo possuir derivados de
petréleo em sua constituicdo, podem ser empregadas como um fertilizante agricola apos seu
uso. Isto porque o substrato utilizado para o crescimento dos micélios fangicos € de origem
agroindustrial e, associado ao desenvolvimento do macrofungo, torna-se uma bioespuma
totalmente natural, sem adi¢do de produtos nocivos ao meio ou de fonte ndo renovavel.

A utilizacdo do composto apds o seu uso como fertilizante agricola possibilita o
fornecimento de nutrientes para as plantas e, como condicionador do solo, melhora suas

propriedades fisicas e quimicas, reduzindo a perda de agua por infiltracdo, aumentando a
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capacidade de retencdo de umidade, melhorando a densidade e a aeracdo (MAFF, 2004 apud
RIBAS, 2009). A adicdo de composto residual no meio aumenta a quantidade de matéria
organica melhorando a estrutura dos solos (CHANG, 1987; GUO; CHOROVER; FOX, 2001;
MAHER et al., 2000).

Segundo Chang (1987), a matéria organica, composta por lignocelulose parcialmente
degradada, quando incorporada ao solo, é degradada pelos microrganismos nativos,
resultando em hamus, constituinte fundamental na fertilidade de solos. Desse modo, devido a
bioespuma conter essas caracteristicas, mostra-se uma alternativa apds seu uso na realizacdo
desse processo.

Com base no exposto, verifica-se a viabilidade de incorporagdo das bioespumas em
solo, tanto para avaliar o comportamento do material no meio, quanto para avaliar o potencial
de fertilizacdo atribuido ao vegetal em estudo, além de facilitar no descarte final do material

produzido.

3.3 SUBSTRATOS PARA A PRODUCAO DAS BIOESPUMAS UTILIZANDO
MACROFUNGOS

Estima-se que 50% de toda a biomassa disponivel no mundo seja composta por
complexo lignocelulésico, o que comprova seu potencial como matéria-prima para 0
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos (SINGHANIA et al, 2010). Entre as fontes de
biomassa lignocelulésica disponiveis estdo os residuos agricolas, como palhas de milho, de
arroz e de trigo, bagaco de cana-de-acUcar, sabugo de milho, residuos florestais, como a
madeira, residuos industriais como a celulose do processamento de papel, residuos organicos
urbanos e culturas energéticas, como gramineas (KNAUF & MONIRUZZAMAN, 2004).

A celulose, a hemicelulose e a lignina, os trés maiores constituintes da parede celular
dos vegetais, unidos entre si por ligacbes covalentes, formam uma rede complexa resistente
aos ataques microbianos. Esses componentes constituem de 97 a 99% da massa seca dos
lignocelulosicos, cujas proporcbes podem ser distintas, dependendo do vegetal (MOSIER et
al., 2005). Outros componentes poliméricos como pectina e extratos estdo presentes em
menores quantidades nas paredes celulares vegetais (MARTIN et al., 2007).

Cabe considerar que € notavel o aumento na geragédo de residuos lignocelulésicos por
atividades da agricultura e agroindistrias nos ultimos anos (SPANGBERG et al., 2014). A

modernizacdo dos processos industriais promoveu incrementos na producdo e, em
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consequéncia, 0 aumento na geracdo de residuos. Nesse sentido, o interesse na utilizagdo de
matérias-primas agroindustriais proporcionou o desenvolvimento de bioprocessos baseados
no emprego dessas fontes como substratos para a producdo de proteinas isoladas, acidos
organicos, etanol, cogumelos comestiveis, enzimas e metabdlitos secundarios biologicamente
importantes (PANDEY et al., 1999; MASSADEH et al.,, 2001; ROSALES et al., 2002;
LAUFENDERG et al., 2003; ORTIZ e OLIVEIRA, 2014).

As fibras lignoceluldsicas apresentam entre suas propriedades, a de ser higroscépica
(d’Almeida et al., 2013), uma caracteristica relevante no que diz respeito a producdo de
bioespumas em que a matriz é constituida por micélio de fungos basidiomicetos. Segundo
Tavares et al. (2013), para o fungo colonizar a fibra, € necesséario haver baixa umidade no

sistema e uma atividade de agua inferior a 0,99.

3.3.1 Serragem

A serragem constitui um dos residuos gerados em grandes quantidades, no Brasil, sdo
geradas aproximadamente 620 mil toneladas de serragem por ano 0 que, em sua imensa
maioria, € queimada a céu aberto, descartadas no ambiente ou removidas para aterros
inadequados, provocando danos ao meio ambiente, principalmente em coOrregos, rios e
mananciais de uso municipal (SILVA, 2004). Estudos mostram que a perda econdmica,
considerando apenas o potencial energético do residuo gerado em forma de serragem, pode
chegar a US$ 12 por metro cubico de madeira serrada (WANDER, 2001).

De acordo com dados do Sindicato Intermunicipal das Industrias Madeireiras, Serrarias,
Carpintarias, Tanoarias, Esquadrias, Marcenarias, Moveis, Madeiras Compensadas e
Laminadas e Chapas de Fibras de Madeiras do Estado do Rio Grande do Sul, estima-se que
uma serraria de porte médio, por exemplo, destinada a produzir 2000 metros cubicos de
madeira serrada de eucalipto por més, gera, aproximadamente, 78 toneladas de serragem e
132 toneladas de cascas (SINDIMADEIRAS, 2015).

3.3.2 Grdo e farelo de trigo

O trigo € uma graminea de ciclo anual. Em razdo da necessidade de temperaturas mais

amenas para o desenvolvimento, sua producdo no Brasil oscila préximo a 6 milhdes de
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toneladas, com cultivo nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Segundo EMBRAPA (2016),
cerca de 90% da producdo de trigo concentra-se na regido Sul.

O gréo de trigo, como nutriente na composi¢cdo de meios de cultivo solido, é fonte de
carboidratos sollveis e carboidratos totais, em torno de 2,0 e 68,2 g para cada 100 gramas de
trigo, respectivamente, 1716,0 mg.kg™ de nitrogénio e 4,8 g kg™ de fésforo (PENARIOL,
2006).

No processo de moagem do grdo de trigo, é originada a farinha (75%) e ao farelo de
trigo (25%). O farelo de trigo € a parte externa do grdo de trigo, e atualmente, é muito
utilizado na industria alimenticia (ABITRIGO, 2016). Sua composicao nutricional em meios
de cultura sélidos elaborados com residuos agroindustriais é caracterizada pela presenca de
3,8 e 21,1 g para cada 100 gramas de farelo de trigo de carboidratos soltveis e carboidratos
totais, respectivamente, com 0,54 mg kg™ de nitrogénio e 5,5 g kg™ de fésforo, apresentando
diversas aplicagdes no cultivo de microrganismos (PENARIOL, 2006).

Entre as aplicaces, o farelo de trigo € utilizado em cultivos microbianos em estado
solido e submerso, com objetivo de producdo de enzimas e outros metabdlitos. Fontana
(2009) destaca a producdo de poligalacturonase por Aspergillus niger em meio formulado
com farelo de trigo em cultivo submerso, justificado pela composi¢do do substrato, rico em
carboidratos sollveis e insoltveis e proteinas (MALVESSI & SILVEIRA, 2004). Estudos
avaliaram a producdo de lipases a partir de fermentacdo em estado sélido em meio de farelo

de trigo, onde satisfatérios valores de atividade foram obtidos (MESSIAS, et al., 2011).

3.4 FUNGOS LIGNOCELULOLITICOS

Os macrofungos possuem o importante papel de decompositores na natureza,
desenvolvendo-se sobre material orgénico, restos de animais e vegetais, levando & formacao
de substancias mais simples, possibilitando a decomposicdo e posterior utilizagdo de seus
compostos pelos vegetais, o que favorece o desenvolvimento de diversas formas de vida
(BONONI et al., 1999).

A producdo de macrofungos utilizando residuos agroindustriais de natureza
lignocelulésica vem se expandindo em todo o mundo, inclusive no Brasil (RIBAS, 2009).
Estudos indicam diversas aplicacdes tecnoldgicas potenciais, que vao desde a producdo de
cogumelos comestiveis, medicinais, producdo de enzimas (lacases, fitases) até a obtencéo de

substancias com atividades farmacéuticas, através do cultivo micelial em meios sélidos e
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liquidos (KARP et al., 2012; NAVEGANTES et al., 2012; SALMON et al., 2012; SPIER et
al., 2012).

Fungos basidiomicetos lignoceluloliticos sdo capazes de degradar uma série de
compostos organicos persistentes, tais como a lignina e diversas classes de poluentes com
pouca ou nenhuma homologia estrutural com a lignina. A degradagéo da lignina e de outros
compostos recalcitrantes por basidiomicetos é um processo de co-metabolismo, mediado pela
acao coordenada de um sistema enzimatico e de varios metabolitos de baixa massa molecular
(TUOMELA et al. 2000).

Segundo Bellettini (2014), o cultivo de macrofungos é de extrema importancia na area
biotecnoldgica, destacando a producdo de farmacos, alimentos e enzimas. Além destas
aplicacdes, cabe ressaltar a sua importancia na producdo de bioespuma, onde diversos fungos
basidiomicetos lignoceluloliticos podem ser empregados. Neste contexto, algumas espécies

regionais de macrofungos foram selecionadas e séo descritas a seguir.

3.4.1 Trametes villosa

Trametes villosa (Sw.) Kreisel (Figura 3) € um fungo basidiomiceto lignicola,
comumente encontrado no Brasil, pertencente ao reino Fungi, Filo Basidiomycota e Familia
Polyporaceae.

Na literatura, esse fungo é referenciado como potencial para a producdo de enzimas,
biodegradacdo de pentaclorofenol e em processos de biorremediacdo de solos contaminados
com organoclorados (BUKH, et al., 2006; BASTO, et al., 2007). Estudos demonstraram a
capacidade do género Trametes para a producdo de enzimas ligninoliticas extracelulares e
para descolorir corantes de efluentes provenientes da industria de couro (ORTIZ-
MONSALVE, 2015).

Estudos prévios realizados no Laboratorio de Enzimas e Biomassa da Universidade de
Caxias do Sul (UCS) indicam que esse fungo apresenta rapido crescimento em meio artificial
(ROSA, 2013). Entre os macrofungos que apresentam uma efetiva biodegradacao de materiais
lignocelulésicos, devido a sintese de enzimas oxidativas capazes de degradar constituintes
priméarios da madeira (FERRAZ, 2004) destaca-se o Trametes villosa (OKINO et al., 2007).
Segundo Costa et al. (2011), os materiais lignocelulésicos degradados por essa linhagem

adquirem uma aparéncia esbranquicada e se rompem facilmente no sentido das fibras.
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Sdo0 reportados pela intrinseca participagdo na decomposicdo e nos ciclos
biogeoquimicos da biomassa lignoceluldsica, essencial para o funcionamento dos ecossitemas
(TUOMELA, 2000). Conforme Kirk & Cullen (1998), possuem a capacidade de
despolimerizar e mineralizar completamente a lignina em CO, e H,O: lignindlise, favorecendo

o ciclo do carbono nos ecossistemas terrestres.

Figura 3 - Trametes villosa coletado em Cagapava do Sul, RS/Brasil.
Foto: Leticia Osoério da Rosa

3.4.2 Lentinus velutinus

O fungo L. velutinus Fr. (Lentinaceae — Poriales) (Hawksworth, et al., 2001) se
desenvolve em lugares sombreados, em selvas tropicais e subtropicais. Apresenta um estipe
central e um pileo marrom escuro a marrom-chocolate, em forma de funil (Figura 4).

Os corpos de frutificagdo de L. velutinus se desenvolvem a partir de um
pseudosclerdcio, constituido por troncos de madeira e raizes, irregularmente fusionados com
hifas, que sdo geralmente ocultas sob o solo. O pseudoesclerdcio de L. velutinus é resistente a
combustdo, fato este atribuido a acdo do fungo, uma vez que este retarda a putrefacdo da
madeira, permitindo que o pseudosclerddio permaneca indelével no manto organico, mesmo
apos a completa decomposicdo da arvore da qual pertencia (KELLER, 2008).

Estudos comprovaram a ocorréncia de enzimas com potencial biotecnolégico em
isolados da linhagem, sendo identificada a producdo de proteases e lipases (SANTOS et al.,
2015).
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Figura 4 - Lentinus velutinus coletado em Bom Jesus, RS/Brasil.
Foto: Leticia Osério da Rosa

3.4.3 Pycnoporus sanguineus

P. sanguineus (Figura 5) é popularmente conhecido por “orelha-de-pau” e pertence a
familia Polyporaceae. Essa espécie tem ampla ocorréncia, sendo muito comum no Rio Grande
do Sul/Brasil. Desenvolvem-se em locais ensolarados, sobre postes, troncos caidos, madeiras
de construcdo, podendo crescer tanto em plantas vivas como mortas. E facilmente
reconhecivel por sua intensa cor laranja avermelhada e a madeira tinge-se da mesma cor do
pileo devido a parte vegetativa (micélio) que nela se alastra (GERRERO & HOMRICH,
1999).

Segundo Castilho & Dermoulin (1997), P. sanguineus é muito sensivel a salinidade,
porém, é tolerante a amplas variagdes de temperatura, suportando, inclusive, temperaturas
superiores a 50°C. P. sanguineus € uma espécie eutérmica, o que explica sua ocorréncia em
todas as estacOes do ano.

Na literatura séo relatados estudos sobre a producéo do antibiotico cinabarina por este
macrofungo, em meio composto por residuos lignoceluldsicos como substrato (BAUMER,
2009). Outras aplicacOes estdo relacionadas a producédo de lacase e descoramento de corantes
em efluentes (PINKOSKI, 1997), no tratamento de efluente da industria farmacéutica
(WATANABE et al., 2006), na producao de lacase para utilizacdo em biorremediacdo do 17-
a-etinilestradiol (GOLVEIA, 2016).

Destaca-se seu uso por ter atividade antimicrobiana e na inducdo de resisténcia e
ativacdo de enzimas de defesa em feijoeiro (VIECELLI et al., 2010), como peroxidase,

polifenoloxidase e B-1,3-glucanase, além de sua influéncia nos teores de proteinas e clorofilas
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(GOLVEIA, 2016). Gil et al. (2008), relatam o uso extrato enzimatico bruto obtido de
culturas de P. sanguineus em biossensores de pasta de carbono modificados com

aplicabilidade em aguas residuérias na deteccdo de compostos fendlicos.

Figura 5 - Pycnoporus sanguineus coletado em S&o Francisco de Paula, RS/Brasil.
Foto: Leticia Osério da Rosa.

3.4.4 Pleurotus djamor

Também denominado de Pleurotus ostreato-roseus (Figura 6), € um macrofungo cujos
basidiocarpos dessa variedade sdo rosados ou rosa-salmdo quando jovem e descolorem-se a
rosa palido, de esbranquicado ao amarelado com o passar do tempo. Esse macrofungo é um
representante que ocorre em remanescentes da Mata Atlantica, no estado de Pernambuco e
também na mata atlantica do RS (OLIVEIRA et al., 2004).

P. djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn € uma espécie de rapido crescimento, comestivel e
muito utilizada na culinaria, com destaque na decoragdo de pratos. Cogumelos comestiveis se
caracterizam por serem macrofungos com alto valor nutricional, possuindo, ainda,
propriedades terapéuticas e aplicagdes biotecnoldgicas. Polissacarideos sintetizados pelo
género Pleurotus, entre estes, os B-glucanos, sdo considerados 0s principais responsaveis por
suas propriedades terapéuticas, como a atividade antitumoral (DE BARBA, 2010). Os
polissacarideos pertencem a uma classe de imunoterapéuticos que inibem ou eliminam o
crescimento de células cancerigenas, ativando e reforcando as funcdes imunologicas do
hospedeiro (POLI, 2013).

O género Pleurotus possui um complexo enzimatico lignocelulolitico com enzimas

como celulase, ligninase, celobiase, lacase e hemicelulase (PERALTA, 2008). Este complexo



31

enzimatico pode ser utilizado na industria de farmacos, na biorremediagdo de solos
contaminados por hidrocarbonetos aromaticos, na degradacdo de poluentes ambientais e no
tratamento de efluentes industriais (ELISASHVILI et al., 2007).

Em estudos de avaliacdo de potencial nutricional, foi verificado que o macrofungo P.
djamor pode ser considerado fonte de P, K e Cr. Ainda, apresenta baixo teor de carboidratos,
ndo contém gordura e pode contribuir com o aporte de vitaminas B1 e B2 (RAMPINELLI,
2009).

Na literatura, ha diversos relatos de que extratos contendo substancias de fungos dessa
espécie apresentam atividade antilipidica (JEGADEESH et al., 2014), ou seja, sdo capazes de
incrementar o numero de células do sistema imunolégico (RAAMAN et al., 2011 e 2012) e
também para a producédo de enzimas (PERIASAMY e NATARAJAN, 2004).

O género de P. ostreatus foi o primeiro macrofungo a ser testado pela empresa
Ecovative para a producdo de bioespumas, tendo como substrato, farinha de trigo integral e
vermiculita (ZELLER & ZOCHER, 2012).

Figura 6 - Pleurotus djamor
Foto: Leticia Osério da Rosa.

3.4.5 Pleurotus albidus

P. albidus, segundo Lechner & Albert6 (2011), P. albidus (Berk) Pegler (Figura 7)
trata-se de uma espécie saprofita e comestivel, pertencente a familia Pleurotaceae, da ordem
Agaricales. Fungos basidiomicetos do género Pleurotus sintetizam diferentes enzimas
hidroliticas e oxidativas. As enzimas ligninoceluloliticas tém aplica¢fes nas industrias de
papel, téxtil, alimentos, racdo animal, dentre outras. Além de serem empregadas em processos

de producdo, essas enzimas tém sido utilizadas na degradacdo de uma variedade de
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compostos, como pesticidas, corantes téxteis, efluentes e poluentes com efeitos endocrinos
(COHEN et al., 2002, DELLAMATRICE & MONTEIRO, 2006).

Moreno-Fuentes & Bautista-Nava (2006), realizaram estudos etnomicologicos com
especies como P. albidus. Ha relatos da degradacdo de compostos poluentes utilizando
enzimas lignoceluloliticas como lacase, peroxidase e manganés peroxidase sintetizadas pelo

macrofungo P. albidus cultivados em vinhaca (Souza & Monteiro, 2015).

Na literatura, ha relatos da identificacdo da espécie e de seu aproveitamento para
producdo de fenol-oxidases (ROSA, 2013) e também na composicdo de barras de cereais
(KIRSCH, 2013). Ocorre no nordeste e no centro da Argentina e, no Brasil, no norte
(Amazonas) e no sudeste (Minas Gerais), conforme Capelari et al. (2012) e também no Rio
Grande do Sul (ROSA, 2013).

Figura 7 - Pleurotus albidus RS coletado em S&o Francisco de Paula, RS/Brasil.
Foto: Leticia Osorio da Rosa.

3.4.6 Xylaria sp.

Xylaria (Figura 8) € um género de fungos ascomicetos decompositores de madeira, do
filo Ascomycota e pertencente a familia Xylariaceae. Na literatura, ha relatos do emprego de
fungos desse género para decomposicdo de madeira (NEGRAO et al., 2014), producio de
substancias antibacterianas (RATNAWEERA et al., 2014), como endofiticos na agricultura
(HIGGINBOTHAM et al., 2013; SANTOS & VARAVALLO, 2011), na producdo de fitase
em cultivo em estado solido em meio de farelo de trigo (CUNHA et al., 2015), na producéo
de metabdlitos com atividade antifungica em potencial, conduzidos em cultivo sélido em
meio baseado em milho (CAFEU, et al., 2005).
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Figura 8 - Xylaria sp. RS coletado em S&o Francisco de Paula, RS/Brasil
Foto: Leticia Osério da Rosa.

Considerando os macrofungos apresentados e 0s substratos normalmente utilizados
para seu desenvolvimento micelial, este estudo se propde a obter e posteriormente a
caracterizar bioespumas empregando os diferentes macrofungos, em comparacdo ao
poliestireno expandido. Adicionalmente, considerando também o diferencial das bioespumas
como compostos biodegradaveis e com potencial para serem aproveitadas como fertilizantes,

realizou-se estudo da incorporacéo destas no solo em plantio de alfaces.



34

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As linhagens fangicas sdo procedentes da Colecdo de Macrofungos do Laboratério de
Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul, incorporados no acervo da Micoteca
da Universidade de Caxias do Sul (MIUCS)/Herbario da Universidade de Caxias do Sul
(HUCS). Foram selecionadas a partir de suas caracteristicas, por serem linhagens regionais e
por alguns serem espécies comestiveis.

Os macrofungos T. villosa - 821.6 (MIUCS 2081), L. velutinus - 108H.18 (MIUCS
1196), P. sanguineus - 14G (MIUCS 778), P. albidus - 88F.13 (MIUCS 1586), Xylaria sp. -
158F.16 (MIUCS 1586) foram isolados no parque da Pedra do Segredo, Cacapava do Sul, RS;
na Fazenda do Cilho/Familia Borges, em Bom Jesus, RS; e na Fazenda dos Novilhos/Familia
Osorio, em Sdo Francisco de Paula, RS (ROSA, 2013) respectivamente, no Brasil. Para os
testes com macrofungo P. djamor, a linhagem utilizada foi comercial.

A serrragem utilizada foi doada por uma madeireira de Caxias do Sul, como residuo
de processo, proveniente de madeira de Pinus sp. ndo tratada. O trigo foi adquirido
comercialmente, bem como o carbonato de calcio e o EPS.

O solo comercial utilizado na mistura das bioespumas foi da marca Beifort S-10g

adquirido em uma agropecuaria de Caxias do Sul.

4.2 METODOS

4.2.1 Meio de cultivo para a manutencao das linhagens

As linhagens foram mantidas em meio agar serragem (MS) de Pinus sp., composto
por: 2% (m/m) de serragem moida (Pinus sp.), 2% (m/m) de farelo de trigo moido, 2% (m/m)
de agar-agar e 0,2% (m/m) de carbonato de calcio (CaCOs3), tendo o volume completado com
agua destilada. O meio foi esterilizado em autoclave por 30 min, a 1 atm.

Apds resfriamento a temperatura ambiente, os meios foram vertidos em placas de Petri
e inoculados com um disco de 1,5 cm contendo o micélio das respectivas culturas, sendo

incubadas em cdmara de germinagdo, marca Oxylab®, a 28°C. Posterior ao periodo de
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crescimento micelial (~10 dias), as placas foram armazenadas a 4°C em geladeira
(Eletrolux®, modelo R270 Smile).

Todas as linhagens foram mantidas em meio MS e empregadas para a producdo de
bioespumas em duas espessuras diferentes. Com o intuito de compara-las ao poliestireno
expandido, levaram-se em conta as espessuras do EPS existentes no mercado. Assim, foram

utilizados 3 e 25 mm de espessura, denominados como BS3 e BS25, respectivamente.

4.2.2 Meio de cultivo e desenvolvimento do micélio para producéo das bioespumas BS3

O meio de cultivo utilizado para a producéo da bioespuma BS3, se constituiu de farelo
de trigo ou serragem agua destilada na proporcéo 1:2 (m.v'*) e 1% de carbonato de célcio.
O indculo foi realizado a partir de um disco de 1,5 cm contendo o micélio do

respectivo macrofungo, para todas as linhagens em estudo.

4.2.3 Meio de cultivo e desenvolvimento do micélio para producéo das bioespumas BS25

O meio de pré-indculo utilizado para o desenvolvimento dos microrganismos se
constituiu de grdo de trigo, carbonato de célcio, dgua destilada e 50% do meio contendo o
respectivo micélio para todas as linhagens em estudo.

O meio de cultivo para o desenvolvimento do micélio e para a producdo da bioespuma
foi preparado com serragem e farelo de trigo, em estado so6lido, a partir do meio de cultivo
basico (TAN & WAHAB, 1997), descrito a seguir:

e 94% (m.m™) de serragem de Pinus spp.;
e 5% (m.m™) de farelo de trigo;
e 1% (m.m™) de carbonato de célcio (CaCOs);

e umidade da mistura ajustada para 66%.

4.3 PREPARACAO DAS BIOESPUMAS

Foram desenvolvidas duas modalidades diferentes para a bioespuma BS3 alterando o
substrato base, sendo o farelo de trigo (FT) ou a serragem (SE). Para a producdo da

bioespuma BS25 o meio ultilizado foi a mistura destes constituintes (Figura 9).
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BIOESPUMA

Bioespuma com 25 mm
Bioespuma com 3 mm de de espessura - BS25

espessura - BS3 Substrato: serragem e farelo
de trigo

BS3FT BS3 SE

Substrato: farelo de trigo Substrato: serragem

Figura 9 — Representacdo esquematica das bioespumas produzidas.

A producdo de bioespumas foi obtida conforme os métodos descritos a seguir.

4.3.1 Bioespuma BS3

Apdbs a homogeneizacdo manual do farelo de trigo ou serragem, da agua destilada e do
carbonato de calcio, os meios foram dispostos em placas de Petri de 98 mm x 19 mm
(didmetro x espessura) e esterilizados por 120 minutos, a latm. Foi inserida na placa uma
quantidade de meio correspondente a 3 mm de altura, em torno de 8 g de meio.

Apos o resfriamento a temperatura ambiente, 18 + 2°C, foi realizada a inoculacéo,
onde foi inserido sobre a superficie do meio um disco de 1,5 cm do meio MS contendo o
micelio (Figura 10). Na sequéncia, os meios foram incubados em estufa a 24°C, até a total
colonizagdo do substrato (Figura 11). A colonizagéo foi avaliada a partir da analise da area de
crescimento micelial medida a cada trés dias de cultivo, utilizando paquimetro.

O experimento foi realizado com vinte repeticbes para cada linhagem de

micorganismos.
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Figura 10 — Processo de producgéo da bioespuma BS3 FT. (A) placas com meio de farelo de
trigo e placas com meio MS com micélio crescido; (B) detalhe de uma placa com o micélio
desenvolvido; (C) placa com meio de farelo de trigo e in6culo, um disco de 1,5 cm contendo o micélio
de cada macrofungo; (D) vista superior do desenvolvimento da bioespuma BS3 FT de Pleurotus
albidus em 7 dias de cultivo e (E) vista inferior do desenvolvimento da bioespuma BS3 FT de
Pleurotus albidus em 7 dias de cultivo.

Figura 11 — Representacdo da colonizagdo do substrato da bioespuma BS3 SE. (A) vista superior da
BS3 SE de Pycnoporus sanguineus; (B) vista superior da BS3 SE de Pleurotus albidus e (C) vista
inferior da BS3 SE de Pleurotus albidus.

4.3.2 Bioespuma BS25

Para o desenvolvimento do micélio foi realizado o pré-inéculo com grao de trigo como
substrato, onde o meio foi disposto em frascos de vidro e esterilizados por 180 minutos, a
latm. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, foi realizado o indculo, dispondo-se 50%
do meio MS contendo o micélio de cada linhagem de macrofungo sobre a superficie do meio
contido nos fracos de vidro. Posteriormente, as culturas foram incubadas a 24 + 2°C por um
periodo de 15 dias.
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Os meios de cultivo para o desenvolvimento do micélio e para a producdo da
bioespuma foram dispostos em moldes plasticos de 10 cm x 6 cm (didmetro x espessura),
contemplando massa média de 70 g de meio, o que corresponde a 25 mm de altura. Os meios
foram esterilizados em autoclave por 180 minutos, a 1latm. A inoculacdo foi realizada apos o
resfriamento a temperatura ambiente, inserindo-se 5% (m/m) do pré-in6culo contendo o
miceélio e, posteriormente, incubados a 24 + 2°C ate a total colonizacdo do substrato. A Figura

12 mostra o fluxograma do processo de producédo das bioespumas BS25.

Inoéculo: 50% meio MS
contendo o micélio

Inéculo: 5% pré-
inéculo

| Total colonizacdo do substrato

Figura 12 — Processo de producgéo das bioespumas BS25. (A) placa com meio MS contendo o micélio
desenvolvido; (B) frascos contendo gréao de trigo e indculo (50% do meio MS contendo o micélio)
incubados em estufa; (C) detalhe do crescimento do macrofungo Pycnoporus sanguineus; (D) detalhe
do crescimento de Pleurotus djamor; (E) detalhe do pré-indculo de Trametes villosa; (F) diposi¢do dos
meios da BS25 nos moldes plasticos, vista lateral e superior; (G) meio de BS25 inoculados com 5% do
pré-indculo e incubados em estufa e (H) detalhe das BS25 obtidas ao final do cultivo.
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4.4 CARACTERIZACAO DAS BIOESPUMAS

As bioespumas produzidas foram caracterizadas pelas suas propriedades fisicas,

morfologicas, quimicas, térmicas e mecanicas.
4.4.1 Avaliacao do crescimento micelial das bioespumas

Para avaliar o crescimento micelial das bioespumas foi utilizado um paquimetro para a
medicdo da area de crescimento do macrofungo. A andlise foi realizada diariamente para as
BS3. O periodo de monitoramento foi de agosto 2014 a dezembro 2015, no Laboratério de

Enzimas e Biomassa, na Universidade de Caxias do Sul.
4.4.2 Anélise morfolégica das bioespumas

A analise morfoldgica foi realizada com o intuito de avaliar a microestrutura das
bioespumas e do EPS. Foi empregado um microscopio eletronico de varredura de emissdo de
campo (MEV-FEG) da marca TESCAN, modelo MIRA3, do Laboratorio Central de
Micrografia Prof. Israel Baumvol da Universidade de Caxias do Sul. Todas as amostras foram
recobertas com uma fina camada de ouro antes da analise, e aplicada uma tensdo de

aceleracao de 15kV.

4.4.3 Determinacao da densidade das bioespumas

A densidade de cada corpo de prova foi calculada utilizando a Equagdo 1, sendo
expressa com base no valor médio de trés corpos de prova de cada bioespuma produzida em

comparagdo com a densidade do EPS.

d=" (1)

v
Sendo d a densidade em g.cm', m a massa do composito em g e v 0 volume da amostra em

cms,
4.4.4 Avaliacdo da propriedade mecénica de resisténcia a compressao

A avaliacdo da resisténcia a compressdo para as BS3 foram realizadas por

empilhamento com 4 corpos de prova, totalizando 25 x 25 x 12 (comprimento x largura x
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espessura). Para as BS25 o ensaio foi executado a partir de corpos de provas de 25 x 25 x 25
mm (comprimento x largura x espessura), em um equipamento de ensaio universal modelo
EMIC DL-2000, na velocidade foi de 50 mm.min™ do Laboratorio de Polimeros da UCS. Os
ensaios para o poliestireno expandido e para as bioespumas foram realizados em triplicatas
com célula de carga de 100 kg. A Figura 13 apresenta os corpos de prova utilizados para o

ensaio de resisténcia a compressao.

Corpos de prova das bioespumas BS3 e EPS

Figura 13 — Corpos de prova utilizados para os ensaios de resisténcia a compressdo. (A)
amostra de BS3 FT de Pleurotus albidus; (B) amostra de BS3 FT de Pleurotus djamor; (C) amostra de
BS3 FT de Trametes villosa; (D) amostra de EPS comercial com 3 mm de espessura; (E) amostra de
BS25 de Pycnoporus sanguineus; (F) amostra de BS25 de Pleurotus albidus; (G) amostra de BS25 de
Lentinus velutinus e (H) amostra de EPS comercial com 25 mm de espessura.

4.4.5 Determinacdo das propriedades térmicas

As propriedades térmicas foram avaliadas por termogravimétrica (TG) em um
equipamento Shimadzu modelo TGA-50, a uma taxa de aquecimento de 10°C.min™, em um
intervalo de temperatura de 28°C a 810°C, em atmosfera de N,. A massa para cada amostra foi
de aproximadamente 10 mg. O equipamento de analise térmica pertence ao Laboratorio de
Polimeros da UCS.

4.4.6 Avaliacdo da composicdo quimica

Para avaliar a composicdo quimica das bioespumas e confirmar os grupos presentes no
EPS, foi realizada a técnica de Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
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(FTIR) em um equipamento da marca Nicolet, modelo 1S10, Termo Scientific. A faixa de
namero de onda utilizada foi de 400 a 4000 cm-1, utilizando-se a técnica de refletancia total
atenuada (ATR).

4.4.7 Avaliacéo da incorporacao das bioespumas BS25 em solo sob cultivo de alface

O experimento foi conduzido em uma estufa coberta situada na Universidade de
Caxias do Sul, RS, localizada geograficamente sob as coordenadas latitude S 29°16°32”,
longitude O 51°14°37” ¢ altitude de 732 m. O experimento foi realizado durante o periodo do
verdo de 24 de fevereiro de 2016 a 29 de margo de 2016.

Para realizar o teste de avaliacdo da bioespuma sob o cultivo de alface, foram
utilizadas mudas de Lactuta sativa com aproximadamente 20 dias, adquiridas
comercialmente.

Foram utilizadas as bioespumas produzidas a partir das espécies de macrofungos
regionais T. villosa, L. velutinus, P. sanguineus, P. albidus, P. djamor e Xylaria sp. no cultivo
de alface L. sativa.

Foi avaliado o crescimento de alface em meio contendo 100% de bioespuma de todas
as espécies de macrofungos estudadas e em meio contendo 50% de bioespuma e 50% de solo
comercial. Dois controles foram empregados: o crescimento de alface em solo comercial e 0
outro em meio de cultivo da bioespuma sem a colonizagdo pelo micélio. Foram realizadas 4

repeticdes para cada condicao, totalizando 56 vasos para cultivo (Figura 14).

Figura 14 — Avaliacdo do comportamento da bioespuma em cultivo de alface Lactuta sativa em estufa
localizada na Universidade de Caxias do Sul, durante 35 dias.

Os subtratos utilizados para o experimento estdo apresentados na Tabela 1 juntamente
com a sua codificacéo.
Os substratos foram colocados em potes de polipropileno de 270 mL adicionando-se

90 g de solo comercial; solo/bioespuma (50% cada) ou bioespuma. A alface utilizada foi L.
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sativa, selecionada por ser padrdo e lider de mercado, com plantas de porte grande, com
folhas de coloragdo verde claro e apresentando alta resisténcia ao pendoamento precoce
(BELLETTINI, 2014).

Ap0s o preparo das diferentes condices para o cultivo e transplantadas as mudas de
alface, a mistura foi mantida por um periodo 35 dias com regas frequentes (Figura 15),
aumentando-se a umidade do substrato como indicado em estudo de Ribas et al., 2009.

Tabela 1 — Subtratos utilizados para a avaliacdo das bioespumas BS25 no cultivo de alface.

Substrato Quantidade de componentes/vaso

Controle | 90 g de solo comercial

90 g de meio de cultivo da bioespuma
sem a colonizacao pelo miceélio

A - Bioespuma T. villosa 100% 90 g de BS25T. villosa

45 g de BS25 T. villosa

45 g de solo comercial

Controle Il

B - Bioespuma T. villosa 50% + solo 50%

C - Bioespuma P. sanguineus 100% 90 g de BS25 P. sanguineus
D - Bioespuma P. sanguineus 50% + solo 45 g de BS25 P. sanguineus
50% 45 g de solo comercial
E - Bioespuma P. albidus 100% 90 g de BS25 P. albidus

45 g de BS25 P. albidus
45 g de solo comercial
G - Bioespuma P. djamor 100% 90 g de BS25 P. djamor
45 g de BS25 P. djamor
45 g de solo comercial
| - Bioespuma L. velutinus 100% 90 g de BS25 L. velutinus
45 g de BS25 L. velutinus
45 g de solo comercial
K - Bioespuma Xylaria sp. 100% 90 g de BS25 Xylaria sp.
45 g de BS25 Xylaria sp.
45 g de solo comercial

F - Bioespuma P. albidus 50% + solo 50%

H - Bioespuma P. djamor 50% + solo 50%

J - Bioespuma L. velutinus 50% + solo 50%

L - Bioespuma Xylaria sp. 50% + solo 50%
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Figura 15 — Processo do experimento da avaliagdo do comportamento da bioespuma em cultivo de
alface Lactuta sativa. (A) detalhe dos furos nos potes para a drenagem; (B) preparacdo dos substratos
para o plantio das mudas; (C) mudas de Lactuta sativa; (D) mudas de alface transplantadas nos
diferentes subtratos; (E) plantio de alface conduzido em estufa e (F) detalhe da utilizacdo de tela
sombrite para protecdo solar.

Os parametros avaliados no desenvolvimento dos espécimes foram: matéria Umida
total para cada condi¢do; matéria Umida da parte aérea e das raizes; matéria seca total para
cada condicdo; matéria seca da parte aérea e das raizes; numero de folhas por planta;
comprimento/altura da parte superior e comprimento das raizes (SANTOS et al., 2013)

A massa fresca das plantas foi realizada individualmente, utilizando uma balanca
analitica da Marte, modelo AL500 com precisdo de 0,001 g. O numero de folhas foi contado
separadamente e, em seguida, determinou-se a altura média de cada planta com auxilio de
uma régua. A massa seca foi obtida colocando-se as plantas em estufa de circulacdo forcada, a
65°C durante 72 h e, posteriormente, a massa foi avaliada (LIMA, 2007).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de crescimento micelial foram submetidos ao teste de analise de
variancia (ANOVA) e comparados pelo pos-teste de Tukey, com intervalo de confianca
p=0,05, utilizando o programa GraphPadPrism® (GraphPad Software, San Diego, USA).

No cultivo de alface, a comparacgéo entre os diferentes subtratos foi realizada por meio
dos testes ANOVA, Dunnett T3 e Kruskal-Wallis, ap6s verificacdo da normalidade dos dados.
As andlises de Normalidade, ANOVA, Dunnett T3 e Kruskal-Wallis (H) foram realizadas no
software SPSS versdo 22 (SPSS Inc. Released 2008. SPSS Statistics for Windows, Version
22.0. Chicago: SPSS Inc).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no desenvolvimento
deste trabalho, iniciando com a caracterizacdo dos substratos. Posteriormente, sdo
apresentadas a caracterizacdo das propriedades das bioepumas em comparagao ao poliestireno

expandido.
5.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS

5.1.1 Caracterizacdo da estrutura quimica dos substratos

A estrutura quimica dos substratos foi avaliada a partir da analise de FTIR (Figura 16).
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Figura 16 — Espectro no FTIR do CaCQ3, do farelo de trigo e da serragem.

Para 0 CaCOj sdo identificados as bandas referentes as vibracBes das ligacGes
relacionadas ao anion CO3?, para o farelo de trigo sdo identificados as bandas referentes as
vibrac6es dos grupos C-C, -OH, C-H do anel e dos grupos laterais da celulose e hemicelulose,
ambas sdo apresentadas na Tabela 2. Para a serragem de Pinus spp. um dnico pico é
observado em 1028 cm™, que é relacionado ao estiramento da ligacdo C-O da estrutura da
celulose (CHUPIN et al., 2013).
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Tabela 2 — Atribuigéo das bandas de FTIR do CaCQOg, do farelo de trigo e da serragem.

Frequéncia
Aditivos vibracional Atribuicéo Referéncia
(cm™)
1441 Deformagéo no plano
CaCo;, 1085 Estiramento do CO,” Al-Hosney &
870 Estiramento do CO5~ G;aosggan,
720 Deformacéo fora do plano do €05 '
3285 Estiramento da ligacdo O-H (celulose ou agua absorvida)
Farelo de 2924 Estiramento da ligacdo C-H em CH; e CH, Ghaffar &
trigo 995 Vibracdo dos grupos C-C, -OH, C-H QO anel e dos grupos Fan, 2015.
laterais da celulose e hemicelulose
Serragem 1028 Estiramento da ligagdo C-O da estrutura da celulose Chuzlonlgt al.,

5.1.2 Propriedade térmica dos substratos

As propriedades térmicas dos substratos foram avaliadas por TG e DSC. Na Figura 17
séo apresentadas os termogramas dos aditivos CaCQOg, farelo de trigo e serragem.
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Figura 17 — Curva TG do CaCOs, do farelo de trigo e da serragem.

O carbonato de calcio possui um evento de perda de massa na temperatura monitorada
de 800°C, com Tonset em 610°C, Tmax de 725°C e Tendset de 745°C, onde a partir de
700°C, as moléculas de CaCO3 sdo quebradas formando-se o CaO (6xido de célcio) e o CO,
(diéxido de carbono) (HUANG &WANG, 2009).
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O farelo de trigo apresentou trés eventos de perda de massa, 0 primeiro com Tmax de
37°C, evento atribuido a perda de 4gua. O segundo evento com Tonset em 283°C, Tmax de
310°C e Tendset de 382°C, corroborando os resultados descritos por Sanchéz et al. (2016). O
terceiro evento foi atribuido a um residual de 25%.

Na anélise de TG da serragem observou-se trés eventos, 0 primeiro evento apresentou
Tmax de 54°C, evento atribuido a evaporacdo da agua presente na amostra (SHEBANI et al.,
2009). O segundo, com Tmax de 370°C estd associado a degradacdo dos polissacarideos,
hemicelulose, celulose e a lenta degradacédo da lignina (TSERKI et al., 2005). A degradacéo
de lignina e a evaporacdo de componentes volateis formados ocorrem acima de 400°C
(MARCOVIVH et al., 2001; TSERKI et al., 2005). O terceiro evento corresponde a um
residual de 19%. Poletto (2013) relata a a analise termogravimétrica de p6 de madeira de
Pinus elliottii ndo tratada, com Tméax de 50 e 354°C para a primeira e segunda perda de

massa, respectivamente.

5.2 CARACTERIZACAO DAS BIOESPUMAS BS3

As bioespumas BS3 foram produzidas de modo a obter um material com a mesma
espessura (3 mm) do EPS encontrado comercialmente, o qual é utilizado principalmente para
a producdo de bandejas alimenticias termoformadas. Conforme a representacdo, Figura 9,
foram testados dois meios de crescimento, onde o diferencial foi o substrato base utilizado
para produzir o material. A bioespuma BS3 SE, continha serrragem como substrato, e a
bioespuma BS3 FT, continha farelo de trigo como substrato.

As bioespumas BS3 SE apresentaram um crescimento mais acelerado em relacdo as
BS3 FT, porém, esse crescimento foi superficial e a bioespuma mostrou-se fragil ao
manuseio. As bioespumas BS3 SE ndo apresentaram uma matriz compacta, com interagao
entre 0 macrofungo e a serragem como quando utilizado o farelo de trigo. A Figura 18 ilustra
as bioespumas BS3 SE obtidas em cultivo de 12 dias.

A Figura 19 ilustra as bioespumas BS3 FT obtidas em cultivo de 12 dias, as quais
apresentaram uma matriz com alta compactacéo, que proporcionou a remogéo da bioespuma
de forma integra do molde de producdo. Com base nestes resultados iniciais obtidos, o
substrato utilizado para produzir as bioespumas BS3 foi o farelo de trigo, e a devida

caracterizagdo é apresentada na sequéncia.



47

Vista superior Vista inferior Perspectiva

Trametes villosa

Lentinus velutinus

Pycnoporus
sanguineus

Pleurotus djamor

Pleurotus albidus

Xylaria sp.

Figura 18 — Vista superior, inferior e lateral/perspectiva das bioespumas BS3 FT obtidas em
cultivo de 15 dias das linhagens de Trametes villosa, Lentinus velutinus, Pycnoporus sanguineus,
Pleurotus djamor, Pleurotus albidus e Xylaria sp.
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Vista superior Vista inferior Vista lateral

Trametes villosa

Lentinus velutinus

Pycnoporus
Pleurotus albidus  Pleurotus djamor sanguineus

Xylaria sp.

Figura 19 — Vista superior, inferior e lateral/perspectiva das bioespumas BS3 FT obtidas em cultivo
de 15 dias das linhagens de Trametes villosa, Lentinus velutinus, Pycnoporus sanguineus, Pleurotus
djamor, Pleurotus albidus e Xylaria sp.
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5.2.1 Crescimento micelial das bioespumas BS3

O crescimento micelial para a formacdo de bioespumas BS3 a partir das seis linhagens

de macrofungos esta apresentado na Figura 20.

90

7’

\,
6]
1
—o—

D
o
1

S
¢
1

% —&— P. sanguineus
—e— T. villosa
—A— L. velutinus

1 —w— P. djamor
—&— P. albidus

—<&— Xylaria sp.
15 . , . , . , : ,
0 3 6 9 12

Halo de Crescimento (mm)

w
o
1

Tempo (dias)

Figura 20 — Crescimento micelial dos diferentes macrofungos meio de farelo de trigo para a obtengéo
de bioespumas BS3 em cultivo de 12 dias.

Para o tempo 0 h de todas as linhagens, o inéculo foi igual, partindo de um disco de 15
mm de didmetro. Os cultivos foram mantidos sob incubacdo por 15 dias, porém apresentaram
um crescimento mais efetivo no periodo entre 9 e 12 dias — crescimento total (88 mm de
diametro).

A partir dos resultados apresentados, identificou-se que a linhagem T. villosa, apesar
de apresentar um crescimento mais lento até o terceiro dia, em 9 dias atingiu crescimento total
de 88 mm de didmetro, superior aos demais macrofungos.

O macrofungo L. velutinus apresentou 0 maior crescimento ao terceiro dia, com um
halo de aproximadamente 40 mm, mantendo-se em perfil linear e constante até o nono dia, no
qual foi obtido halo de 85 mm.

No caso da linhagem P. djamor, em nove dias de cutivo, foi atingido 81 mm de halo
de crescimento. Seu comportamento em termos de crescimento em fungdo do tempo foi

semelhante ao observado no cultivo de L velutinus, porém em proporcdo inferior.
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Para as linhagens de P. sanguineus e Xylaria sp., comportamentos similares em termos
de crescimento foram observados no nono dia, ambos com crescimento total em 12 dias,
porém Xylaria sp. mostrou uma fase de crescimento inicial mais lenta em relacdo a P.
sanguineus.

No cultivo de P. albidus, apesar de aumento linear do crescimento com o tempo, nas
condicOes avaliadas, demonstrou o menor halo entre todos os macrofungos testados ao final
de nove dias, de 68 mm.

A velocidade de crescimento micelial é variavel entre os macrofungos. Fungos que
possuem maiores e mais rapido crescimento das hifas acarretam maior formacdo de
metabdlitos secundarios, viabilizando a producdo em larga escala de um produto comercial
(OLIVEIRA, 2008). Com isso, pode-se destacar o macrofungo T. villosa como o a linhagem
de crescimento micelial mais rapido entre os macrofungos em estudo.

A Figura 21 mostra o crescimento micelial, particularmente no nono dia de cultivo,
para todos os macrofungos em estudo, no qual a linhagem T. villosa apresentou crescimento
méaximo (88 mm). Entretanto, no caso das demais linhagens, este perfil foi atingido em 12
dias de cultivo. Em resumo, o maior crescimento de T. villosa foi acompanhado, em ordem

decrescente, por L. velutinus, P. djamor, P. sanguineus e Xylaria sp. e por ultimo, P. albidus.

P. sanguineus
772 1. villosa

72 L. velutinus
P. djamor

BN P. albidus
Xylaria sp.

em 9 dias de cultivo

Halo de Crescimento (mm)
HAHENA

Bioespumas BS3

Figura 21 — Crescimento micelial dos diferentes macrofungos para a obtencéo de bioespumas BS3 em
9 dias de cultivo.* ™ ¢ Valores foram determinados em 16 amostras cada linhagem. Letras iguais
indicam que ndo ha diferenga significativa a 5% (p<0,05 teste de Tukey).

Foi possivel verificar que o crescimento micelial apresentado pelos macrofungos T.
villosa e L. velutinus ndo mostraram diferenga significativa entre si, 0 mesmo foi obtido entre

os macrofungos P. sanguineus, P. djamor e Xylaria sp. Em nove dias de cultivo, o
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macrofungo P. albidus apresentou diferenca significativa em relacdo a todas as demais
linhagens utilizadas no estudo.

A partir desta etapa, foram selecionadas trés linhagens para realizar o estudo das
bioespumas. Para a selecdo dos macrofungos para a producdo das bioespumas BS3,
inicialmente foram avaliados as caracteristicas visuais € 0 tempo de crescimento. Na
sequéncia, foi levado em consideracdo o fato de se tratarem de géneros comestiveis, 0 que
potencializaria 0 uso destes produtos na inddstria alimenticia, como em embalagens

comestiveis e/ou biodegradaveis.

5.2.2 Propriedades morfoldgicas das bioespumas BS3

Diante dos resultados obtidos, os demais testes para a caracterizacdo foram realizados
somente para bioespumas BS3 obtidas a partir das linhagens selecionadas dos macrofungos P.
albidus, P. djamor e T. villosa.. As bioespumas BS3 obtidas através destas linhagens, bem
como suas respectivas micrografias estdo apresentadas na Figura 22. Verificam-se as
estruturas homogéneas e macicas proporcionadas pela matriz da bioespuma BS3.

Para os trés macrofungos, observa-se o aspecto compactado das hifas entre as
particulas de farelo de trigo, com espesso crescimento entre os intersticios do substrato. A
Figura 22B (BS3 P. djamor) apresentou uma distribuicdo mais regular de intersticios que as
outras, a Figura 22C (BS3 T. villosa) apresentou hifas mais alongadas entre as trés BS3 e a
Figura 22A (BS3 P. albidus) apresentou uma irregularidade na distribuicdo de intersticios e
de estruturas.

Entre as BS3, verificou-se uma maior quantidade de hifas e maior crescimento
micelial aparente, na Figura 22C (BS3 T. villosa), 0 mesmo resultado foi obtido para os

valores de densidade, onde se destacou a BS3 T. villosa.



Figura 22 — Registros fotograficos das bioespumas BS3 e suas respectivas micrografias no MEV,
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obtidas nos cultivos dos macrofungos (A) Pleurotus albidus, (B) Pleutorus djamor e (C) Trametes

villosa.
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A Tabela 3 apresenta a densidade das bioespumas e do EPS como comparacao.

Tabela 3 - Densidade das BS3 de Pleurotus albidus, Pleurotus djamor, Trametes villosa e do EPS.

Amostra D(eg/sgr(il]?)d €
BS3 Pleurotus albidus 0,39
BS3 Pleurotus djamor 0,41
BS3 Trametes villosa 0,42
EPS 0,08

Os resultados de densidade foram superiores para as bioespumas BS3 em comparacao
com o EPS, fato esse que foi atribuido a composicdo do material. Entre as trés bioespumas,
foi identificada uma diferenca de 0,01 e 0,02 g.cm™ néo significativa, que poderia ser devido
ao fato de o macrofungo T. villosa ter se desenvolvido de forma mais pronunciada (Figura
20), seguido pelo BS3 de P. djamor e BS3 de P. albidus, conforme observado na Figura 21.

As Figuras 22A (BS3 P. albidus) e 22B (P. djamor) apresentam mais espacos entre as
hifas, onde as mesmas linhagens apresentaram uma velocidade de crescimento inferior a
linhagem T. villosa (Figura 20), sendo assim, menor a quantidade de hifas menor a densidade
do material, 0 que justifica a diferenca entre os valores, mesmo nao sendo significativa.

Na Figura 23 sdo apresentadas as micrografias no MEV para as BS3 obtidas nos
cultivos de P. sanguineus, P. albidus, L. velutinus e para o EPS.

De acordo com as micrografias da Figura 23, verificou-se o desenvolvimento das hifas
na superficie do material e também aderidas as particulas de farelo de trigo, proporcionando,
com esta interacdo, a obtencdo de um material compacto. Foram observados espacgos vazios
nas Figuras 23A e 23B , enquanto na Figura 23C observou-se uma quantidade maior de hifas,
as quais, na medida em que foram se desenvolvendo, foram preenchendo 0s espacos vazios
existentes no material, o que pode-se dizer, que este fato atribui caracteristicas de maior

compactacao e densidade quanto maior for o crescimento micelial.
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SEM HV: 15.0 kV 5.21 mm | SEM HV: 15.0 kV WD: 14.41 mm [ | MIRA3 TESCAN|
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Figura 23 - Micrografias no MEV das BS3 (A) Pleurotus albidus, (B) Pleurotus djamor, (C)
Trametes villosa e (D) EPS.

5.2.3 Caracterizagao da estrutura quimica das bioespumas BS3

As andlises de FTIR da bioespumas BS3, apresentadas na Figura 24, foram realizadas

visando identificar os picos e as bandas que representam os respectivos materiais.
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Figura 24 — Espectro no FTIR das amostras das bioespumas BS3 de Pleurotus albidus,
Pleutorus djamor e Trametes villosa e atribui¢do das bandas.

Baseado nos relatos da literatura especializada, os macrofungos utilizados no estudo
possuem alguns polissacarideos e, consequentemente, as bioespumas também o apresentam.
O espectro base de todas as bioespumas é exatamente o mesmo. Pode-se perceber que uma
das bandas do carbonato desaparece completamente, e ndo ha sobreposicdo. Na regido entre
1600 e 1100 cm™, verificou-se vérias bandas, que concluiu-se serem de origem de ruidos ou
contaminantes. Na literatura ndo foram identificados estas bandas apresentadas por FTIR dos
polissacarideos dos fungos em estudo.

A Tabela 4 apresenta a atribuicdo das bandas de FTIR de polissacarideos de P.

albidus.

Tabela 4 — Atribuicdo das bandas de FTIR de polissacarideos de Pleurotus albidus.

Frequéncia
vibracional Atribuicéo Referéncia
(cm™)
3277 Estiramento da ligacdo O-H
2925 Estiramento ligacdo C-H
1638 Banda de &gua absorvida Castro-Alves et

1021 Entre 915-1110 cm™: referente & unidade D-glucopiranose  al. (2017)
Configuracao beta das unidades de agucar no
polissacarideo

884
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Na andlise das bioespumas BS3 de P. albidus, P. djamor e T. villosa foram

identificadas as bandas cujas atribuigéos estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Atribuicéo das bandas de FTIR das BS3 de Pleurotus albidus, Pleurotus djamor e
Trametes villosa.

Frequéncia vibracional (cm™)

Atribuigao P. albidus | P. djamor | T. villosa
Estiramento da ligacdo O-H 3270 3270 3277
Estiramento ligacdo C-H 2935 2935 2925
Banda de 4gua absorvida 1638 1638 1638

Entre 915-1110 cm™: referente & unidade D-
glucopiranose
Configuracdo beta das unidades de agucar no
polissacarideo
Castro-Alves et al. (2017).

1021, 929 | 1021, 929 | 1021

884 877 870

Foi possivel notar que os espectros apresentados sdo similares para as trés BS3.
Castro-Alves et al. (2017) analisaram o perfil dos polissacarideos que compde as espécies de
fungo P. albidus, e obtiveram o espectro no FTIR dos polissacarideos extraidos. Os resultados
aqui apresentados sdo similares aos relatados pelos autores, supondo-se assim a presenca
majoritaria destas bandas nas espécies de fungos estudadas nas bioespumas. Ainda,
analisando a Figura 16, foram observadas as bandas comuns ao espectro FTIR do farelo de
trigo em 884, 887 e 870 cm™ para as BS3 P. albidus, P. djamor e T. villosa. A frequéncia
vibracional 1080 cm™ apenas para a BS3 P. albidus e BS3 P. djamor, porém, ndo foi
detectada para a amostra de BS3 T. villosa, possivelmente devido ao consumo do farelo pelo
macrofungo ou a sobreposi¢do de bandas comuns as da celulose, hemicelulose e lignina.
Nota-se, também, que a banda referente a0 CaCOs, em 1441 cm™, ndo foi identificado em

nenhuma amostra de bioespuma, evidenciando sua pequena proporcao inserida no material.

5.2.4 Propriedades térmicas das bioespumas BS3

Na Figura 25 sdo apresentadas as propriedades térmicas das bioespumas BS3 de P.

albidus, P. djamor e de T. villosa por TG.
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Figura 25 — Curva TG das bioespumas BS3 de Pleurotus albidus, Pleutorus djamor, Trametes villosa
e do EPS.

Esta técnica foi utilizada a fim de avaliar a estabilidade térmica da bioespuma.
Segundo Mano et al., (2003), esta analise axilia na determinacdo do limite maximo de
temperatura de processamento que pode ser utilizado sem ocorrer a decomposicdo do
material.

Nas curvas termogravimétricas das BS3 foram identificados trés eventos de perda de
massa, sendo o primeiro evento com Tmax em aproximadamente 55°C e perda de massa de
10%, evento atribuido a perda de agua. O segundo evento de perda de massa com Tonset para
P. albidus, P. djamor, T. villosa de 271°C, 278°C, e 277°C e Tmax em 319°C, 320°C, 316°C,
respectivamente, caracterizando a degradacdo da celulose e da hemicelulose (SANCHEZ et
al., 2016). O terceiro evento esta associado a um residual de 17% para o BS3 de P. albidus e
de 25 % para as bioespumas BS3 de P. djamor e T. villosa. Quanto maior a quantidade de
fibras no material, maior sera a perda de massa, acarretando maior porcentagem de cizas e
residuos inorganicos serdo formados (RAMIREZ, 2011).

A BS3 de P. albidus possui mais eventos de perda de massa, mas observou-se que ela
tem um comportamento e uma resisténcia térmica similar as demais. Entretanto, a bioespuma
de maior estabilidade térmica foi a BS3 de T. villosa. Os valores de residuo correspondente ao
terceiro evento, associado ao residuo de farelo de trigo, o fato de haver diferenca entre a

analise dos aditivos e das BS3, é pelo farelo ser o substrato para os macrofungos.
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O EPS apresentou um unico evento de perda de massa com Tonset em 318 °C, Tmax
de 440 °C e Tendset de 450 °C com perda de 99%.

Constatou-se que o EPS tem uma estabilidade térmica superior a das bioespumas, esta
menor resisténcia das biespumas foi atribuida a natureza quimica, pois 0s macrofungos séo
proteinas, e a celulose tem menor estabilidade térmica comparado a macromoléculas

poliméricas. Entre as bioespumas BS3 a de maior estabilidade térmica foi a BS3 de T. villosa.

5.2.5 Propriedades mecanicas das bioespumas BS3

A partir das micrografias apresentadas anteriormente, na Figura 27, foi identificado o
desenvolvimento das hifas no entorno e aderidas as particulas de farelo de trigo,
proporcionando assim um material compacto.

Na Figura 26 pode ser observado o perfil de resisténcia a compressdo nos testes com
as bioespumas BS3 de P. albidus, P. djamor, T. villosa e de EPS. Os resultados obtidos das
bioespumas foram de 0,75, 0,72 e 0,76 MPa, respectivamente, cerca de 70% superior ao
obtido para o EPS.

1.0
B FPleurofus alhidus
- a a a |
E 0.8 —— Pleurotus diamar
ws Trametes viliosa
1
S o 067 B EPS
@ ug
=0
n w
‘wn O 0.4+ b
[V reY
o £
8 0.2
0.0-

Figura 26 — Resisténcia a compressdo das bioespumas BS3 de Pleurotus albidus, Pleutorus djamor e
Trametes villosa em comparagdo com EPS.* " © Valores foram determinados em 3 amostras de cada
bioespuma. Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa a 5% (p<0,05 teste de Tukey).

Os resultados indicam que o crescimento dos macrofungos em farelo de trigo produziu
um material de maior resisténcia a compressao comparado a do EPS. Verificou-se que as
bioespumas nao apresentam diferencas significativas entre si. Devido a escassez de dados na
literatura relacionados a esta proposta de obtencéo de bioespumas a partir de macrofungos, ha
uma dificuldade na comparagdo dos resultados de resisténcia a compressdo em materiais que
apresentam farelo de trigo como reforco.
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5.3 CARACTERIZAGCAO DAS BIOESPUMAS BS25

As bioespumas BS25 foram produzidas de modo a obter um material com a mesma
espessura (25 mm) do EPS comercial. A Figura 27 apresenta as bioespumas BS25 obtidas

para 0s seis macrofungos em estudo, em cultivo de 35 dias.

Vista superior Vista inferior Vista lateral

Trametes
villosa

Pycnoporus Lentinus
djamor sanguineus velutinus

Pleurotus

Pleurotus
albidus

Xylaria sp.

Figura 27 — Vista superior, inferior e lateral das bioespumas BS25 obtidas em cultivo de 35 dias para
as linhagens de Trametes villosa, Lentinus velutinus, Pycnoporus sanguineus, Pleurotus djamor,
Pleurotus albidus e Xylaria sp.
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Para a selecdo dos macrofungos para a producdo das bioespumas BS25, foram
avaliadas as caracteristicas visuais e as quais apresentavam uma compactacdo e resisténcia

maiores. As linhagens selecionadas foram P. sanguineus, P. albidus e L. velutinus.

5.3.1 Propriedades morfologicas das bioespumas BS25

As bioespumas BS25, obtidas como resultado do crescimento dos macrofungos
regionais P. sanguineus, P. albidus e L. velutinus, apresentaram uma composi¢do homogénea
e densa. Na Figura 28 é apresentado 0 aspecto macroscopico de cada bioespuma e as suas
correspondentes micrografias.

Nas Figuras 28A e 28C, correspondentes as bioespumas de P. sanguineus e de L.
velutinus, pode ser verificada a formag¢do de uma “capa” micelial no entorno do material,
onde observou-se boa compatibilidade entre os componentes, segundo Petri (2014), para o
fungo formar uma rede de hifas, deve ocorrer a similaridade quimica entre a matriz e as
fibras. O mesmo néo foi observado na Figura 28B, de P. albidus, o qual aparenta uma maior
espacamento entre as hifas no material colonizado.

Na Tabela 6 s&o apresentados os valores de densidade obtidos para as bioespumas
BS25 e para o EPS. Verificou-se um valor de densidade maior nas bioespumas,
provavelmente devido a composi¢do do material produzido. Além disso, observa-se que entre
estes houve uma diferenca, ndo significativa, mas atribuida ao fato de P. albidus ter se
desenvolvido mais entre os intersticios entorno das particulas de serragem e do farelo de trigo
do que no envoltério de todo o aglomerado, formando uma capa, como observado para 0s
outros macrofungos nas Figuras 28A e 28C.
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SEM HV. 157) kv WD: 13.79 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 04/04/16 LCMicro | UCS

o -
SEM HV: 15.0 kv WD: 14.79 mm MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 5§.00 kx Det: SE
View field: 55.4 ym  Date{m/dly): 04/04/16 LCMicro | UCS

SEM HV: 16.0 kV WD: 14.62 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 um
View field: 55.4 ym  Date{m/dly): 04/04/16 LCMicro | UCS

Figura 28 — Registros fotograficos das bioespumas BS25 e suas respectivas micrografias no MEV, obtidas nos
cultivos dos macrofungos (A) Pycnoporus sanguineus, (B) Pleutorus albidus e (C) Lentinus velutinus.
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Na Tabela 6 séo apresentados os valores de densidade obtidos para as bioespumas
BS25 e para o EPS.

Tabela 6 - Densidade das BS25 de Pycnoporus sanguineus, Pleurotus albidus, Lentinus velutinus e do

EPS.
Amostra Densidade
(g/cmd)
Pycnoporus sanguineus 0,32
Pleurotus albidus 0,30
Lentinus velutinus 0,35
EPS 0,03

Cabe salientar que todas as bioespumas foram obtidas em mesmo tempo de
colonizacdo do substrato. Por se tratar de macrofungos distintos, P. albidus pode demandar
um periodo maior no crescimento para proporcionar o envoltorio micelial em relagdo ao
observado com outros macrofungos.

Na Figura 29, sdo apresentadas as micrografias obtidas por MEV para as bioespumas
produzidas em cultivos de P. sanguineus, P. albidus, L. velutinus e para o EPS.

Com relacdo a caracteristica celular, constatou-se celulas no EPS o que ndo foi
observado para 0s bioespumas, que apresentaram em sua constituicdo um emaranhado de
microfibrilas com espacamentos entre elas, dando a caracterisitica de leveza observada no
material.

Observou-se a interacdo entre a matriz e as particulas de serragem e farelo de trigo,
estabelecida pela formacéo das hifas, formando uma estrutura compacta e densa, o que pode
justificar os resultados de resisténcia mecénica a compressao obtidos em comparacao ao EPS
(Figura 29).
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Figura 29 - Micrografias no MEV das BS25 (A) Pycnoporus sanguineus, (B) Pleurotus albidus, (C)
Lentinus velutinus e do (D) EPS.

5.3.2 Caracterizacao da estrutura quimica das bioespumas BS25

Na Figura 30 sé@o mostrados os espectros no FTIR das bioespumas BS25 e do EPS. As

bandas e eventos que representam as BS25, sdo apresentados na Tabela 7.
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Figura 30 — Espectro no FTIR das bioempumas BS25 de Pycnopoprus sanguineus, Pleurotus albidus,
Lentinus velutinus.

Conforme o0 exposto para a caracterizacdo das bioespumas BS3 verificou-se
semelhancas com as bioespumas BS25. A Tabela 4, apresentada anteriormente, exp0s as
atribuicdo das bandas no FTIR de polissacarideos de P. albidus citada na literatura e para as

bioespumas BS25 a atribui¢do das bandas sdo mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 — Atribuigdo das bandas de FTIR das BS25 de Pycnoporus sanguineus, Pleurotus albidus e
Lentinus velutinus.

Atribuico Frequéncia vibracional (cm™)
P. sanguineus| P. albidus | L. velutinus

Estiramento da liga¢do O-H 3278 3278 3278

Estiramento ligagdo C-H 2924 2924 2924

Banda de agua absorvida 1638 1638 1638

Entre 915-1110 cm™: referente & unidade D- 1028 1021 1021
glucopiranose

Configuracao beta das unidades de agucar no 890 885 890
polissacarideo

Castro-Alves et al. (2017).

A partir destes resultados, observa-se que os espectros BS25 sdo similares aos obtidos

para as bioespumas BS3 e entre elas, conforme relatado anteriormente.
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5.3.3 Propriedades térmicas das bioespumas BS25

Os resultados de analise térmica por termogravimetria das bioespumas BS25 de P.

sanguineus, P. albidus, L. velutinus e do EPS sdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31 — Curva TG das bioespumas BS25 de Pycnopoprus sanguineus, Pleurotus albidus, Lentinus
velutinus e do EPS.

As BS25 apresentam comportamento similar entre si, como identificado para farelo de
trigo e serragem, mostrado anteriormente na Figura 17. Foram identificados trés eventos de
perda de massa para as bioespumas. No primeiro evento foi identificada maxima taxa de
degradacdo (Tméx) em aproximadamente 65°C e perda de massa de 10%. Este evento foi
atribuido a evaporacdo da agua presente nas bioespumas, liberada em funcdo do incremento
da temperatura. O baixo valor observado de Tmax foi atribuido a remocéo de &gua, relatado
por Brown (1988) e Joseph et al. (2012).

No segundo evento de perda de massa, foram identificados valores de Tonset para P.
sanguineus, P. albidus, L. velutinus de 362, 355, e 360°C e de Tmax em 378, 382, 379°C,
respectivamente. Este evento estaria associado a degradacdo térmica da hemicelulose e da
celulose, a qual ocorre entre 220 e 310°C. Entre 310 e 410°C, ocorre a degradacéo da celulose
presente na fibra e a degradacéo da lignina, por sua vez, ocorre de forma complexa e lenta em
toda a faixa de temperatura citada (BORSOI, 2012). Estes eventos, portanto, podem ser
atribuidos a degradacdo de hemicelulose, da celulose e a lenta degradacdo da lignina, como
relatado por Kim et al. (2006) e De Rosa et al. (2010), conforme citado anteriormente.
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O terceiro evento esta associado a um residual de 20% para as bioespumas em
aproximadamente 810°C, sendo que os produtos finais da degradacdo das fibras
lignoceluldsicas consistem em residuos e impurezas ndo degradados (HABIBI et al., 2008).
Segundo Moran et al. (2007), as fibras naturais consistem em uma mistura de materiais
organicos que apresentam uma variedade de alteracbes quimicas e fisicas ao serem
submetidas a tratamentos térmicos.

No caso do EPS, foi identificado apenas um evento, com Tonset em 318°C, Tméax de
440°C e percentual de residual praticamente nulo. A perda de massa maxima foi observada a
475°C, sendo que valor de 420°C para a degradacdo total do EPS € relatado na literatura
(SILVA et al., 2013; SANTOS, 2013; POLETTO, 2013).

A partir dos valores obtidos para a Tmax, verificaram-se valores similares entre as
bioespumas produzidas e uma diferenca em relacdo ao EPS, indicando que este possui uma
maior estabilidade térmica. A diferenca entre as curvas das bioespumas e do EPS pode ser
atribuida as reagdes ocorridas nas estruturas dos macrofungos e a serragem, as quais
proporcionaram alteracfes na estabilidade térmica da matriz polimérica, fato relatado por
Santos (2013).

5.3.4 Propriedades mecénicas das bioespumas BS25

Com base nas Figuras 28A e 28C, correspondentes as bioespumas de P. sanguineus e
de L. velutinus, verificou-se um material mais compacto que o observado na Figura 28B, de P.
albidus, o que indicaria uma resisténcia a compressdo menor deste Ultimo em relagdo as
outras duas bioespumas. Como ja identificado, o crescimento micelial se comporta como um
agente de aglomeracdo dos componentes de farelo de trigo e de serragem, propiciando uma
compactacao e estruturacdo do material. Este fato, por sua vez, teve interferéncia em termos
de resisténcia a compressao nos ensaios realizados para cada amostra e em compara¢do com

EPS, a qual pode ser verificada na Figura 32.
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Figura 32 — Resisténcia a compressdo das bioespumas BS25 de Pycnoporus sanguineus,
Pleurotus albidus, Lentinus velutinus em comparagdo com EPS. € Valores foram determinados
em 3 amostras de cada bioespuma. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa a 5%
(p<0,05 teste de Tukey).

Na Figura 32, observou-se que a resisténcia a compressao de 1,3 MPa foi atingida nos
testes com as bioespumas de P. sanguineus e L. velutinus, as quais ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p<0,05, teste de Tukey). Este resultado foi cerca de 60%
superior ao obtido para o biocompdsito de P. albidus, de 0,4 MPa, que foi similar ao
identificado para EPS, ambos sem diferenca significativa (p<0,05 teste de Tukey).

Estes valores estdo associados a presenca de serragem no material produzido,
aumentando as propriedades de resisténcia a compressao, pois 0s principais componentes das
fibras naturais sdo celulose, hemicelulose e lignina (ARAUJO et al., 2010; MOHAN et al.,
2006). A forca de adesdo entre as fibras de celulose e a lignina é ampliada pela existéncia de
ligages covalentes entre as cadeias de lignina e os constituintes da celulose e da hemicelulose
(JOHN & THOMAS, 2008). O EPS tem células de ar em sua estrutura e isso faz com que sua
resisténcia a compressao seja menor.

Na obtencdo de biocomposito a partir de macrofungo L. edodes, e residuos de
palmeira, Tavares et al. (2013) relata a realizacdo de testes de compressdo obtendo valores
entre 0,21 e 0,25 MPa, superiores aos valores de compressdo da bioespuma da Ecovative
Design (0,11 MPa). Identificou-se uma maior quantidade de hifas, resultantes da degradacéo
da lignina das fibras, nestas condigdes, o desenvolvimento dos macrofungos foi favorecido
em funcdo do acesso aos micronutrientes do meio, proporcionando uma densidade micelial
maior (TAVARES, 2013).
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5.4 INCORPORACAO DAS BIOESPUMAS BS25 EM SOLO NO CULTIVO DE ALFACE

As bioespumas foram desenvolvidas com a utilizacdo de residuos agroindustriais,
substratos para o cultivo dos macrofungos. Como sdo produzidas a partir de substratos
organicos, o produto — bioespumas - pode ser usado como adubo em plantacdes apds seu uso,
por exemplo, como embalagem, evitando o acimulo de residuos que necessitariam de um
tratamento ou destinacdo adequada. Além disso, consistiria em uma alternativa para
fertilizag&o organica, disponibilizando os nutrientes para as plantas.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores médios avaliados das mudas de alface L.
sativa utilizadas para transplantar nas diferentes condi¢cdes de substrato, e os valores médios
avaliados no cultivo de alface em solo utilizando as bioespumas produzidas a partir das
espécies dos macrofungos T. villosa, L. velutinus, P. sanguineus, P. albidus, P. djamor e
Xylaria sp.

Tabela 8 — Valores médios da Altura da Raiz (H), Massa Fresca da Raiz (MFR), Massa Seca da Raiz
(MSR), Altura da Parte Aérea (HPA), Massa Fresca da Parte Aérea (MFPA), Massa Seca da Parte
Aérea (MSPA) e Nimero de Folhas das mudas transportadas para o cultivo e para as mudas de alface
no final do cultivo.

Substrato Raiz Parte Aérea
HR MFR | MSR | HPA | MFPA | MSPA NF
(cm) 9) 9) (cm) 9) 9)
Mudas 5,25 0,24 0,02 5 0,49 0,03 3
Controle I1** 5,38 0,40 0,03 6,95 0,62 0,05 5
A - Bioespuma T. villosa 100% 14,85 | 0,90 0,08 9,92 1,57 0,15 | 8
- Ri i 0
B - Bloespuma 7. ¥illosa 5%+ solo| 1695 | 104 | 00 | 850 | 170 | 015 | 8
C - Bioespuma P. sanguineus 100% | 9,93 0,58 0,05 8,23 0,97 0,10 7
- 1 i 0,
D - Bioespuma P. sanguineus 50% + 13,80 1.79 0.16 12,63 3,05 0,23 8
solo 50%
E - Bioespuma P. albidus 100% 11,10 | 0,06 0,05 5,90 0,09 0,08 7
- 1 i 0,
F - Bioespuma P. albidus 50% + 1070 0,08 0,18 6,80 0,12 0.11 7
solo 50%
G - Bioespuma P. djamor 100% 14,50 | 1,56 0,06 | 13,12 | 3,12 021 | 7
- 1 i 0,
H - Bioespuma P. djamor 50% + | 1965 | 525 | 016 | 1450 | 040 | 039 | 8
solo 50%
| - Bioespuma L. velutinus 100% 5,48 0,32 0,03 5,13 0,47 005 | 7
- i 1 0,
J - Bioespuma L. velutinus 50% + 9,30 0,58 0,05 5,88 0,62 0,07 7
solo 50%
K - Bioespuma Xylaria sp. 100% | 13,23 | 0,65 0,05 7,43 1,17 0,10 | 7
- i i 0,
L - Bioespuma Xylaria sp. 50% + | »5 3 | 35 | 029 | 1250 | 453 | 036 | 9
solo 50%

**Controle Il — crescimento de alface em meio de cultivo da bioespuma sem a colonizagéo pelo
miceélio.
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Os resultados obtidos foram comparados apenas ao controle 11 (crescimento de alface
em meio de cultivo da bioespuma sem a colonizacdo pelo micélio). Segundo Lima (2007),
cultivares de L. sativa possuem épocas de plantio no verdo ou no inverno, podendo ser
conduzidos em campo em sistema protegido, porém, seu desenvolvimento vegetativo étimo é
entre 15 a 20°C, sendo susceptiveis as geadas (ADP FERTILIZANTES, 2014).

Em situacdo onde a temperatura foi maior que 25°C, no décimo dia de plantio, em um
periodo de dois dias no sistema de cultivo protegido, as mudas de alface do controle |
(cresciemnto de alface em solo comercial), ndo suportaram a condicdo de stress térmico
apresentando as folhas murchas e raizes secas (Figura 33), mesmo sob regas diarias, as mudas
ndo se revitalizaram. Nesta mesma situacdo, as mudas nas demais condi¢des também
apresentaram folhas murchas, como pode ser visualizado na Figura 34, as mudas do controle
I1*, porém apos regas elas revitalizaram-se e continuaram a se desenvolver (Figura 35). A
partir disso, compreendeu-se que a umidade proporcionada tanto pela serragem quanto pela
matéria organica presente no substrato péde suprir a demanda que as mudas necessitaram na

condicdo em que foram submetidas.

Figura 34 — Mudas de alface do controle 11* ap6s situacao de stress.
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bioespuma L. velutinus 50% e solo 50%; (B) condicéo bioespuma L. velutinus 100%; (C) condicédo
bioespuma Xylaria sp. 50% e solo 50%; (D) condigdo bioespuma Xylaria sp. 100%; (E) condicéo
bioespuma T. villosa 50% e solo 50%; (F) condicédo bioespuma T. villosa 100%; (G) condicéo
bioespuma P. sanguineus 50% e solo 50%; (H) condicdo bioespuma P. sanguineus 100%; (1)
condig&o bioespuma P. albidus 50% e solo 50%; (J) condicéo bioespuma P. albidus 100%; (K)
condicdo bioespuma P. djamor 50% e solo 50%; (L) condic&o bioespuma P. djamor 100%.

Os resultados da Tabela 8, apontam como o melhor subtrato para o crescimento das
mudas, a condicdo constituida com 50% de solo comercial e 50% de bioespuma Xylaria sp.,
apresenta maior nimero de folhas (NF — 9), altura da raiz (HR — 23 cm), massa fresca da raiz
(MFR — 3,25 g), massa seca da raiz (MSR — 0,29 g), massa fresca da parte aérea (MFPA —
4,53) e massa seca da parte aérea (MSPA — 0,36), com valores inferiores apenas para a
variavel altura da parte aérea (HPA — 12,5) em relagdo as mudas nas condi¢cdes com 50% de
solo comercial e 50% de bioespuma de P. djamor (HPA- 13,12 g) e com 50% de solo
comercial e 50% de bioespuma de P. sanguineus 50% (HPA —12,63).

O melhor desempenho obtido pela BS25 de Xylaria sp. pode estar associado ao fato
deste macrofungo possuir propriedades endofiticas que auxilia na integridade das mudas.
Segundo Casella (2014), os endofiticos possuem defesa contra toxinas vegetais, ou ainda
podem mimetizar o mesmo composto téxico vegetal. O macrofungo endofitico Xylaria sp.
apresentou capacidade em metabolizar saponinas antifingicas de Sapindus saponaria
(Sapindaceae), tornando possivel sua presenca nos frutos desta planta, a qual apresenta teores
elevados de saponinas antibioticas em seu pericarpo (Amaral et al., 2008).

A condicdo que apresentou variavel HR de maior valor foi o crescimento das mudas
em 50% de solo comercial e 50% de bioespuma de P. djamor. No quinto dia de plantio, as
duas condigdes constituidas com esta bioespuma apresentaram corpos de frutificacdo dos
macrofungos (Figuras 36 e 37), 0 que, apos a situacao de stress, desidrataram. Este fato pode
ter contribuido com a manutencdo do desenvolvimento das mudas, conferindo melhores
resultados tanto para a raiz quanto para a parte aérea das mudas. O fato de desenvolvimento
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de macrofungos indica a possibilidade de obter outro alimento associado a producdo de
alface, além do aproveitamento da bioespuma como substrato.

Figura 36 — Mudas de alface na condicéo bioespuma Pleutorus djamor 50% e solo 50%, e bioespuma
Pleutorus djamor 100% apo6s 5 e 8 dias de plantio.

Figura 37 — Corpos de frutificacdo nas mudas de alface na condicéo bioespuma Pleutorus djamor
100% apos 8 dias de plantio. (A) vista superior; (B) vista inferior e (C) vista lateral/perspectiva.

Nos valores da Tabela 8 para a condicéo bioespuma L. velutinus 100%, observa-se que
os valores de HR e HPA estdo bem préximos aos apresentados pelas mudas no momento em
que foram transplantadas, conferindo pouco desenvolvimento da planta nesta condigdo. No
final do cultivo, verificou-se o desenvolvimento deste macrofungo, o que pode ter limitado o

crescimento da muda de alface (Figura 38).
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Figura 38 — Final do plantio de alface na condicao bioespuma L. velutinus 100%. (A) vista externa da
bioespuma. (B) vista interna da bioespuma.

A mesma situacdo foi apresentada pelas BS de P. sanguineus em duas replicatas,
como pode ser visualizado na Figura 39. E notavel a limitacdo do desenvolvimento de alface
na presenca do macrofungo, sendo praticamente nulo comparando a muda inicial que foi
transplantada para dar inicio ao plantio.

Uma possivel explicacdo para a limitacdo no desenvolvimento de L. sativa na presenca
de P. sanguineus esta relacionada a producdo de certas substancias por este macrofungo.

De acordo com Smania et al. (1995), este fungo, facilmente reconhecivel por sua
intensa cor laranja avermelhada, produz cerca de sete pigmentos, sendo o antibidtico
cinabarina um deles. Estudos indicam que a cinabarina produzida por P. sanguineus apresenta
atividade contra diversos géneros de bactérias - Bacillus cereus, Enterococcus fecalis,
Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus plantarum, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus e varios Streptoccocus spp., - tendo atividade principalmente sobre

bactérias Gram-positivas.
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Figura 39 — Final do plantio de alface na condigdo bioespuma P. sanguineus 100%.

A anélise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de normalidade, a fim de
verificar se os dados experimentais seguem uma distribui¢do normal (p>0,05) e definir os
testes de hipdteses posteriores conforme o resultado (o valor de p maior que 0,05 indica que
as variaveis apresentam distribuicdo normal, enquanto um valor de p menor que 0,05 indica
outro tipo de distribuicdo dos dados).

Tanto o teste Kolmogorov-Smirnov quanto o teste Shapiro-Wilk indicaram que as
variaveis Raiz HR (p>0,05) e Aereo HPA (p>0,05) foram as tunicas que apresentaram
distribuicdo normal, preenchendo o pré-requisito para a aplicacdo da Analise de Variancia
(ANOVA). As demais varidveis (Raiz MFR, p=0,002; Raiz MSR, p=0,000; Aereo MFPA,
p=0,001; Aereo MSPA, p=0,000 e Folhas, p=0,001) ndo apresentaram distribuicdo normal.
Para estas variaveis, as comparagdes entre os tratamentos foram realizadas por meio do teste
de Kruskal-Wallis.

- Variaveis com distribui¢do normal: Raiz HR (p>0,05) e Aereo HPA (p>0,05)

Para a verificacdo de diferengas significativas entre os tratamentos para as variaveis
Raiz_HR e Aereo_HPA, as quais apresentaram distribuicdo normal, foi realizado andlise de
variancia (ANOVA) com pos-teste de Dunnet. A ANOVA indicou que existem diferengas
significativas entre os tratamentos para ambas as varidveis testadas (p<0,05). Raiz HR
(p=0,043), Aereo HPA (p=0,000).

O teste de Dunnett T3 foi aplicado para verificar se existem diferengas significativas

nas variaveis Raiz HR e Aereo HPA conforme os tratamentos utilizados. Este teste foi
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escolhido porque as variaveis testadas apresentaram distribuicdo normal e variancias
heterogéneas.

Para a variavel Raiz_HR, o controle Il apresentou diferencas significativas em relacéo
ao tratamento D (p=0,000), com os valores do tratamento D sendo significativamente maiores
que os valores do controle Il. Os tratamentos H e | também apresentaram diferengas
significativas entre si, com os valores no tratamento H sendo significativamente maiores que

no tratamento I. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 9 e Figura 40.

Tabela 9 — Teste de Dunnet T3 para a variavel Raiz_HR.

Raiz_HR Controle Il A B C D E F G H | J K

Controle I <005 <005 <005 0000 <005 <005 <005 <005 <005 <005 <0,05
A-Bioespuma T. villosa 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
B-Bioespuma T. villosa 50% +

solo 50% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
C-Bioespuma P. sanguineus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <005 <005 <005 <005 <0,05
D-Bioespuma P. sanguineus 50%

+ solo 50% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
E-Bioespuma P. albidus 100% <005 <0,05 <0,05 <0,05 <005 <0,05
F-Bioespuma P. albidus 50% +

solo 50% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
G-Bioespuma P. djamor 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
H-Bioespuma P. djamor 50% + 0.024

solo 50% ' <0,05 <0,05
I-Bioespuma L. velutinus 100% <0,05 <0,05
J-Bioespuma L. velutinus 50% +

solo 50% <0,05

K-Bioespuma Xylaria sp. 100%

40

30

HR (cm)

m 1

T T T T T T T T T T T
Controle A B c ) E F G H | J K
I

Tratamento

Error bars: +~1 SD

Figura 40 — Teste de Dunnet T3 para a variavel Raiz_HR.
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Os resultados para a variavel Aereo_HPA sdo apresentados nas Tabela 10 e Figura
41. O tratamento F apresentou diferengas significativas em relagdo aos tratamentos B
(p=0,049) e D (p=0,013), com o grupo F apresentando valores significativamente menores
que os grupos B e D. O tratamento H também apresentou diferencas significativas em relacao
aos tratamentos B (p=0,024), F (p=0,004), I (p=0,027) e J (p=0,046), com os valores do grupo
H sendo significativamente maiores que os valores dos demais grupos citados.

Tabela 10 — Teste de Dunnet T3 para a variavel Aereo_HPA.

Aero_HPA Controle Il A B C D E F G H | J K

Controle 11 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <005 <0,05 <0,05 <0,05
A-Bioespuma T. villosa 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
-Bi i 0,

B-Bioespuma T, villosa 50% + <005 <005 <005 0,049 <005 0,024 <005 <005 <005

solo 50%

C-Bloespuma £ sanguineus <005 <005 <005 <005 <005 <005 <005 <005
D-Bioespuma P. sanguineus 50%

+ 5010 50% <0,05 0,013 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
E-Bioespuma P. albidus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
F-Bioespuma P. albidus 50% +

solo 50% <0,05 0,004 <0,05 <0,05 <0,05
G-Bioespuma P. djamor 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
H-Bioespuma P. djamor 50% +

solo 50% 0,027 0,046 <0,05
I-Bioespuma L. velutinus 100% 0,027 <0,05 <0,05
J-Bioespuma L. velutinus 50% +

solo 50% 0,046 <0,05
K-Bioespuma Xylaria sp. 100%

20
157
E
2
T 10
i
=
1) I 1
T T 1 1 T T 1 T T I T T
Conﬁl'ole A B c o] E F G H | J K
Tratamento

Error bars: +- 1 5D

Figura 41 — Teste de Dunnet T3 para a variavel Aereo_HPa.
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- Variaveis sem distribuicdo normal: Raiz MFR (p=0,002), Raiz MSR (p=0,000),
Aereo MFPA (p=0,001), Aereo MSPA (p=0,000) e Folhas (p=0,001)

Para verificar se existem diferencas significativas nas varidveis Raiz_MFR,
Raiz_MSR, Aereo MFPA, Aereo MSPA e n° de Folhas conforme os tratamentos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Este teste foi aplicado porque as variaveis testadas ndo
apresentaram distribuicdo normal e sdo independentes.

O teste de Kruskal-Wallis indicou que existem diferencas significativas entre 0s
tratamentos para as varidveis Raiz MFR (p=0,001), Raiz MSR (p=0,011) e Aereco HPA
(p=0,002).

Para a varidvel Raiz_ MFR, o tratamento D apresentou diferencas significativas em
relacdo aos tratamentos E (p=0,028), F (p=0,028) e G (p=0,049), com o grupo D apresentando
valores significativamente maiores que o0s grupos E, F e G. Embora sejam observadas grandes
diferencas entre os valores do grupo D em relagédo a todos os demais tratamentos, apenas as
diferengas com os grupos E, F e G foram consideradas significativas pelo teste. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 11 e Figura 42.

Tabela 11 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Raiz_ MFR.

Raiz_MFR (g) Controle Il A B C D E F G H | J K
Controle 11 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
A-Bioespuma T. villosa 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
-Bi i 0,
B-Bioespuma T. villosa 50% + <0,05 <005 <005 <0,05 <005 <005 <0,05 <005 <0,05
solo 50%
C-Bioespuma P. sanguineus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
-Bi i 0,
D-Bioespuma P. sanguineus 50% 0,028 0028 0049 <005 <005 <0,05 <005
+ solo 50%
E-Bioespuma P. albidus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
-Bi i 0,
F-Bioespuma P. albidus 50% + <005 <005 <005 <005 <005
solo 50%
G-Bioespuma P. djamor 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
-Bi i 0,
H-Bioespuma P. djamor 50% + <005 <005 <005
solo 50%
|-Bioespuma L. velutinus 100% <0,05 <0,05
J-Bioespuma L. velutinus 50% +
solo 50% <0,05

K-Bioespuma Xylaria sp. 100%
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Figura 42— Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Raiz_ MFR.
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Para a variavel Raiz_MSR, o tratamento D apresentou diferencas significativas com o

tratamento I (p=0,037), com valores significativamente maiores observados para o tratamento

D (Tabela 12 e Figura 43).

Tabela 12 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Raiz_ MSR.

Raiz_MSR Controle Il A B C D E F G H I J K
Controle 1l <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
A-Bioespuma T. villosa 100% <0,056 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
B-Bloespuma T. vilosa 5046 + solo <005 <005 <005 <005 <005 <005 <0,05 <0,05 <0,05
C-Bioespuma P. sanguineus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
D-Bloespuma P, sanguineus 50% + <005 <0,05 <005 <005 0037 <005 <005
E-Bioespuma P. albidus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
F-BioespumaP.;:)l;:dusSO% + solo <005 <005 <005 <005 <005
G-Bioespuma P. djamor 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
H-Bioespuma P. djamor 50% + solo <005 <005 <005

50%

I-Bioespuma L. velutinus 100% <0,05 <0,05
J-Bioespuma L. velutinus 50% + solo <0,05

50%

K-Bioespuma Xylaria sp. 100%
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Figura 43 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Raiz_ MSR.
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Para a variavel Aereo_MFPA, o tratamento D apresentou diferencas significativas em

relacdo aos grupos E (p=0,021) e F (p=0,028), com valores significativamente maiores

observados para o tratamento D (Tabela 13 e Figura 44).

Tabela 13 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Aereo_ MFPA.

Aero_MFPA Controle Il A B C D E F G H | J K

Controle 11 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <005 <005 <005 <0,05 <0,05 <0,05
A-Bioespuma T. villosa 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <005 <005 <005 <005 <0,05 <0,05
-Bij i 0,

B-Bloespuma T, vllosa 50% + solo <005 <0,05 <005 <005 <005 <0,05 <005 <005 <0,05
C-Bioespuma P. sanguineus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <005 <0,05 <0,05

D-Bioespuma P. sanguineus 50% + 0021 0028 <005 <005 <005 <005 <005

solo 50%
E-Bioespuma P. albidus 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

-Bi 11 0,

FBloespumaP.Szg(i)a/‘:dusso/o + solo <005 <005 <005 <005 <0,05
G-Bioespuma P. djamor 100% <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
-Bi i 0,

H-Bioespuma P. djamor 50% + solo <005 <005 <0,05

50%
I-Bioespuma L. velutinus 100% <0,05 <0,05

J-Bioespuma L. velutinus 50% + <0,05

solo 50%

K-Bioespuma Xylaria sp. 100%
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Figura 44 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Aereo. MFPA.

As variaveis Aéreo_ MSPA (Figura 45) e n° de Folhas (Figura 46) ndo apresentaram

diferengas significativas entre os tratamentos.
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Figura 45 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel Aereo_ MSPA.
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Figura 46 — Teste de Kruskal-Wallis para a variavel n° de Folhas.

A partir dos resultados, observou-se que todas as condi¢cdes em que o substrato para o
plantio e desenvolvimento das mudas de alface foi constituido com as bioespumas foram
satisfatorias em relacdo aos controles. Entre as condi¢des testadas, os resultados indicam que
utilizando 50% de solo e 50% BS, s6 houve aprimoramentos no desenvolvimento das mudas
de alface, possivelmente devido a maior disponibilidade de diferentes nutrientes. Os
resultados obtidos nas condi¢cdes com 100% BS, com excegédo das BS L. velutinus e BS P.
sanguineus, mostraram-se satisfatorios, entretanto, este fato ndo foi observado em condicéo
mista com o solo.

Com base no exposto, comprovou-se que a presenca da matéria organica das
bioespumas auxiliou na manutencdo e no suprimento de nutrientes necessarios para o
desenvolvimento das mudas, bem como a umidade mantida pela serragem. Esse fato
confirmou a possivel utilizacdo das bioespumas de macrofungos produzidas, apds seu uso,

como um biofertilizante na agricultura.
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6 CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo a obtencdo e caracterizacdo de bioespumas de
macrofungos regionais buscando avaliar os efeitos de sua incorporacdo no solo em cultivo de
alface e a comparacdo de suas propriedades fisicas, térmicas e mecénicas com o poliestireno

expandido, e as principais conclusdes encontram-se a seguir apresentadas.

a) As bioespumas BS3 e BS25, obtidas de cultivos de macrofungos regionais em
residuos agroindustrias, apresentam-se como potenciais alternativas ao EPS.

b) Entre estas bioespumas, os resultados mais promissores foram atingidos para as BS25
obtidas dos macrofungos P. sanguineus e L. velutinus, em funcdo do aumento da

resisténcia a compressao.

c) Para as trés bioespumas BS3 (de P. albidus, P. djamor e T. villosa) além do fato de
apresentar uma maior resisténcia a compressao, P. albidus e P. djamor sdo
macrofungos comestiveis, podendo ser utilizados para embalagens de produtos

alimenticios.

d) Verificaram-se valores similares entre as bioespumas BS3 e BS25, bem como seus
comportamentos no perfil termogravimétrico, apresentando uma menor estabilidade
térmica em relacdo ao EPS. Apesar da menor estabilidade térmica, as bioespumas de

macrofungos possuem resisténcia a compressao bem superior a do EPS.

e) Além da obtencdo de um material biodegradavel, apds seu uso, comprovou-se a
alternativa de aplicagéo no solo como biofertilizante, avaliado em plantio de mudas

de alface.

Em funcdo dos resultados aqui apresentados e discutidos, verificou-se que novos
materiais e/ou produtos podem ser obtidos a partir de residuos agroindustriais. AS
bioespumas, independente do foco da aplicacdo, consistem em uma alternativa que visa
potencializar o uso de diversos tipos de residuos gerados em quantidade na agroindustria e

que, muitas vezes, ndo tem um tratamento adequado. Além da ampliacdo do mercado, pela
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disponibilidade e valorizagdo dos novos produtos, o desenvolvimento de tecnologias
inovadoras é imprescindivel, revertendo o conceito de residuo para o da matéria-prima que
vai ser direcionada para a obtencéo de novos materiais.

Cabe ressaltar que para a linhagem Xylaria sp. foi apresentado somente a avalia¢éo de
crescimento micelial em BS3, uma vez que para as demais anélises foram selecionadas apenas

trés linhagens para BS3 e outras trés para BS25.
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APENDICE - ANALISE GRANULOMETRICA DOS SUBSTRATOS

1. Metodologia da analise granulométrica dos substratos

A caracterizagdo granulométrica das amostras de carbonato de célcio, farelo de trigo e
serragem foram realizadas segundo a norma ASTM D1921/12, em triplicatas a partir do
peneiramento em agitador mecanico da marca Produtest. As amostras de 50 g previamente
secas em estufa da marca Quimis Aparelhos Cientificos, modelo B252, a 105°C durante 24h,
foram peneiradas durante um periodo de 20 min, utilizando peneiras variando entre 4 até 270
Mesh Tyler e fundo. Este ensaio foi realizado no Laboratorio de Polimeros da Universidade

de Caxias do Sul.

2. Resultados da analise granulométrica dos substratos

Os resultados da anélise granulométrica da serragem, do farelo de trigo e do carbonato

de célcio, sdo apresentados nas Figuras A.1, A.2 e A.3.
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Figura A.1 — Distribui¢do do tamanho de particulas da serragem.

A maior fracdo de serragem ficou retida entre as peneiras de 10 e 48 mesh,

correpondendo aos tamanhos de particulas entre 1,680 e 297 um.
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Figura A.2 — Distribui¢do do tamanho de particulas do farelo de trigo.
Na andlise granulométrica do farelo de trigo maior fracdo de material retido foi

identificada entre as penerias de 20 a 48 mesh, correpondendo ao tamanho de particulas entre
841 e 210 pm.
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Figura A.3 — Distribui¢do do tamanho de particulas do carbonato de calcio.

A granulometria obtida para o carbonato de cacio apresentou a maior proporgéo retida
entre as penerias de 65 a 100 mesh, correpondendo a particulas de 210 pum.

Todos os substratos apresentaram uma distribuicdo heterogénea e, desta forma, nao foi
realizada a separagdo granulométrica. Tendo em vista o perfil de colonizacdo fungica,
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considera-se que, os intersticios proporcionados pela disposicdo das particulas de tamanhos
diferentes possam favorecer através do preenchimento da matriz, ou seja, pelo crescimento

micelial dos macrofungos.



