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RESUMO

O liquido pirolenhoso (LP) pode ser um coproduto da producéo de carvao vegetal e
possui uma diversa variedade de compostos quimicos, entre eles alcoois, aldeidos,
cetonas, furfural, acidos e compostos fendlicos. Apesar da sua diversidade quimica, o
LP ainda é subutilizado por falta de estudos em virtude da sua composi¢ao. Ja existem
pesquisas que comprovam sua acao antimicrobiana, contudo, Sdo escassas € pouco
difundidas no meio académico. As infecgcbes microbianas representam uma ameaca
a saude publica. Ainda, o desenvolvimento de resisténcia microbiana constitui-se em
um dos principais problemas de saude publica, fendmeno que tem incentivado a busca
por novas substancias com toxicidade seletiva e capacidade de inibir o crescimento
microbiano. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a composicao
guimica do LP oriundo de diferentes temperaturas de pirdlise e sua atividade
antimicrobiana frente as linhagens padréo de Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Candida albicans. A destilagcéo fracionada foi usada como método de purificacéo do
liquido. Para avaliar os grupos quimicos funcionais, utilizou-se o espectrofotdmetro no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi realizada por meio do método de difusdo em disco e a concentracao
inibitéria minima (CIM) determinada por microdiluicdo. Os resultados demostraram
gue o maior rendimento em LP foi de 47,39% na temperatura de 650 °C; o pH do LP
sofreu alteracdes de acordo com a temperatura de pirélise; supde-se que, por meio
da andlise de FTIR, a temperatura de pirolise ndo influenciou na composicéo quimica
do LP produzido nas temperaturas utilizadas nesse estudo. Ndo houve formacéo de
halo de inibicdo nos discos que continham LP para a linhagem de Candida albicans.
Contudo, para as bactérias E. coli e S. aureus, o liquido obtido a partir da temperatura
de pirdlise de 650 e 750 °C, promoveu a formacdo de um pequeno halo de inibicdo
de aproximadamente 1 mm. Sugere-se que os discos de papel tenham retido os
componentes ativos e por isso optou-se por realizar o teste de CIM nos LP’s
produzidos nas temperaturas de 650 e 750 °C frente as bactérias E. coli e S. aureus.
O presente estudo confirmou a atividade antimicrobiana do LP produzidos a 650 e 750

°C sobre E. coli e S. aureus com efeito bactericida na concentracéo superior a 1%.

Palavras chave: destilagcéo fracionada; microrganismos patogénicos; FTIR; CIM.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e, a0 mesmo tempo, o maior consumidor de carvao
vegetal do mundo. Somente no ano de 2020, foram produzidos aproximadamente 6,2
milhdes de toneladas de carvéo vegetal, representando 12% da producdo mundial
(EPE, 2021).

O carvéo vegetal é produzido por meio do processo de pirélise ou carbonizacéo,
gue consiste na exposicdo térmica da madeira em um ambiente com atmosfera com
auséncia total ou entrada controlada de oxigénio. Desse processo, o carvao vegetal é
apenas uma fracdo dos produtos que podem ser obtidos. Por meio da pirdlise, forma-
se trés produtos: o carvdo vegetal, o liquido pirolenhoso (LP) (uma fragéo volatil
composta por vapores organicos condensaveis) e 0s gases ndo condensaveis
(GREWAL et al., 2018). Na préatica, para recuperar o LP da pirdlise da madeira, os
cilindros, geralmente metalicos, sdo acoplados aos fornos de producéo.
Posteriormente, apos o resfriamento, o LP normalmente precisa passar por um
processo de separacao, que pode ser feito por decantacdo ou destilacdo, para a
separacdo do alcatrdo, composto de coloracdo marrom escura, muito toxico e
indesejavel, principalmente no ramo da agricultura (ARAUJO, 2018).

O LP é um composto acido e carrega uma diversa familia de compostos
organicos, entre os quais alcoois, cetonas, compostos fendlicos, acido acético e
alguns derivados de lignina, e outros diversos, ainda desconhecidos (MAEKAWA,
2002; SURESH et al., 2019). Loo (2008), aponta que 80% do LP é composto de 4gua
e uma série de componentes quimicos, com énfase no alcool metilico, acido acético
e acetona. E importante mencionar que as propriedades e caracteristicas deste
composto dependem de algumas variaveis da pirdlise: tipo de pirdlise, taxa de
aquecimento, temperatura final e a tecnologia/método do sistema de producéo. E
importante mencionar que a pirdlise rapida € recomendada quando o interesse € no
maior rendimento dos produtos liquidos e/ou gasosos (ALMEIDA et al.,, 2018;
GREWAL et al., 2018).

Apesar da sua diversidade quimica, o LP ainda é subutilizado por falta de
estudos sobre sua composicao, sendo utilizado principalmente na agricultura como
inseticida, adubo e fertilizante. A fim de expandir o seu uso e verificar seu mais elevado

potencial na area bioquimica, alguns estudos estdo sendo realizados. Vieira (2019),
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verificou a atividade antifingica do LP de eucalipto e, para o fungo Candida albicans
testado, houve a presenca de halos de inibicdo. Jankowsky (2019), testou a acéo
bactericida do LP de bambu frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, onde
também foi observado a inibicdo do crescimento microbiano. Esses microrganismos
podem causar uma série de complicacdes para o ser humano e por isso, é importante
a contribuicdo de estudos para a area.

Especificamente em 2017, 11 milhdes de mortes, foram causadas por sepse,
gue é um conjunto de manifestacdes graves no organismo produzidas por uma
infeccdo por meio de patégenos bacterianos, fingicos, virais e parasitarios (RUDD et
al., 2020). Associado ao fato da alta resisténcia dessas bactérias e fungos perante aos
antimicrobianos comerciais disponiveis, é valido investir em pesquisas com
abordagem nos produtos oriundos de recursos naturais e que tenham caracteristicas
antimicrobianas (DE MEDEIROS, 2013; ARAUJO, 2018). Com isso, esse trabalho
contribui para a valorizacéo dos produtos derivados da biomassa, em especifico, o LP

e sua aplicacao na industria farmacéutica.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

° Avaliar a composi¢ao quimica do liquido pirolenhoso (LP) oriundo de
diferentes temperaturas de pirélise e sua atividade antimicrobiana frente as linhagens

padrao de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.

1.1.2 Objetivos especificos

e Analisar os rendimentos dos LP’s nas temperaturas finais de pirolise de 450,
550, 650 e 750 °C.

e Realizar a purificacdo dos LP’s por meio da destilacao fracionada.

e Determinar o pH dos LP’s em funcdo da temperatura de pirdlise.

e Analisar os padrBes de espectroscopia de infravermelho (FTIR) para os LP’s
destilados produzidos em diferentes temperaturas de pirdlise.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos LP’s por disco-difusao.
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e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos LP’s para as linhagens

selecionadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Agédo do calor da madeira

A madeira é uma biomassa do tipo lignocelulésica e € composta basicamente de
trés constituintes: celulose, hemicelulose e lignina. Geralmente, a propor¢gdo média
desses materiais fica entre 40-47% de celulose, 27-35% hemicelulose e 16-31% de
lignina (PEDRAZZI et al., 2020).

A celulose é um polissacarideo que se apresenta como um polimero de cadeia
linear constituindo unica e exclusivamente de unidades de B-D-anidroglicopiranose
(glicose) unidas por ligacdes do tipo (1-4), e possuindo uma estrutura organizada e
parcialmente cristalina (PEREZ; BRECHA, 2015). A hemicelulose & um polissacarideo
heterogéneo e esta ligado a superficie das fibrilas de celulose e forma uma matriz
amorfa. E termo-quimicamente sensivel e inclui arabinoxilano, glucomananas,
glucuronoxilanas, xilanas e xiloglucanas (PEREZ; BRECHA, 2015). Xilana é o
principal componente das hemiceluloses. A lignina € composta de polimeros fendlicos
nao lineares, quimicamente diversos e com ligacdes reativas fracas (CHEN et al.,
2017). A lignina é relativamente hidrofobica e aromatica. E constituida de unidades de
fenilpropano, unidas por ligagcbes éter (C-O-O) e carbono/carbono (C-C),
respectivamente. A base de alcoois contidos na lignina sao: fidroxifenil, ligninas
guaiacil e siringil, formando os monolignais de alcool paracumarilico, alcool coniferilico
e alcool sinapilico (CHEN et al., 2017).

Estes compostos submetidos a acdo do calor, como na pirolise, se transformam
em diferentes categorias de compostos quimicos (FIGUEROA; MORAES, 2021).
Antes de abordar esse assunto, € interessante reforcar que, na pirélise, ha dois tipos
de reacdes principais: a primaria e a secundaria. As reacdes primarias acontecem nas
paredes celulares e sao responsaveis pela formacéo de liquidos ou produtos volateis.
Reacdes secundarias acontecem quando os produtos da reacdo primaria séo

expostos a acdo de catalisadores naturais e calor (PEREZ; BRECHA, 2015).

2.1.1 Degradacdo térmica da celulose

Durante a pirdlise, a parte cristalina e amorfa da celulose se degrada e se

decompde em unidades de acucar menores. Das reag0es primarias, sdo produzidos
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0s compostos: levoglucosana, celobiosana e oligo-anidro-acucares. Das reacdes
secundarias, esses produtos primarios sao convertidos em moléculas maiores. Esses
compostos sdo menos provaveis de evaporar devido as condi¢des da pirdlise e a sua
remocdo se da por um mecanismo chamado ejecdo térmica. Os produtos formados
nessa reacao incluem acetol, hidroxiacetaldeido e &cido acético (PATWARDHAN et
al., 2011).

Valido ressaltar que esses produtos serdo influenciados pelo tipo de pirdlise
realizada (lenta ou rapida) onde conceito serd abordado no préximo tépico. A
degradacéao da celulose para obtencdo desses compostos acontece sob condi¢ao de
taxa de aquecimento alta, numa temperatura acima de 300 °C. Em condi¢des de taxa
de aquecimento baixas, a parte amorfa da celulose derrete nessa mesma faixa de
temperatura, porém a parte cristalina permanece soélida devido a reacdes de
reticulagéo, ou seja, envolve uma reagcao quimica entre as cadeias de polimero para
liga-las, fortalecendo-as (WANG et al., 2013).

Na Figura 1 sédo apresentados os principais produtos (primarios e secundarios)

da pirdlise da celulose.

OH
i O /moH
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o o]
% iy &
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Figura 1. Principais compostos derivados da pirélise da celulose.

Fonte: PEREZ; BECHA (2015).
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2.1.2 Degradacéo térmica da hemicelulose

A faixa de temperatura de degradacéo (primaria) da hemicelulose € bem préxima
da parte amorfa da celulose: 250-300 °C. J& é conhecido que compostos como &acido
aceético, acido formico, acetol, furfural sdo produzidos da hemicelulose quando
submetido a pirélise (PATWARDHAN et al., 2009).

2.1.3 Degradacéo térmica da lignina

Dependendo da faixa de temperatura da pirolise, a lignina pode ter reacfes
distintas. Pir6lises com temperaturas entre 180 e 300 °C produzem oligbmeros de
lignina, que posteriormente se quebram e formam monémeros, conforme a Figura 2.
Um liquido intermediario é formado quando moléculas largas ndo sao capazes de
evaporar nestas condi¢cdes de baixa temperatura. Como consequéncia, ira acontecer
reticulacéo (cross-link) e formar carvdo. As altas temperaturas, em torno de 300-600
°C, a lignina na fase intermediaria liquida ira reticular e criar um solido carbonaceo
poliaromatico (PEREZ; BRECHA, 2015). Produtos colaterais importantes da formacao
de carvao sao a liberacdo de metanol e formaldeido. Nessas altas temperaturas, 0s
oligbmeros de lignina em fase de vapor irdo rachar para formar monémeros conforme
0s vapores percorrem para fora do reator (COSTA, 2019).

Também ocorre a formacdo de compostos aromaticos formados por
recombinacdo que foram gerados na degradacao primaria. Posteriormente podem-se
formar aldeidos, cetonas e furanos, visto que a concentracdo de fendis e
hidrocarbonetos aroméaticos diminui a medida que a concentracdo das cetonas e
aldeidos aumenta (SILVA, 2013).
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Figura 2. Formac&o de monémeros a partir de oligbmeros da lignina durante as reacdes secundarias.

Fonte: (ZHOU et al., 2013).

2.2 Variaveis do processo de pirdlise

Pirdlise € o termo usado para a decomposicao térmica da biomassa na auséncia
total ou parcial de oxigénio, que gera gas, vapores condensaveis (liquido pirolenhoso)
e carvao. Uma das classificacdes da pirolise é atribuido como pirdlise lenta (slow) ou
rapida (flash). Um dos pontos que se difere entre esses dois processos € o0 que se
deseja obter como produto. A pirdlise lenta estd focada na producédo de carvao
vegetal, enquanto a rapida se concentra nos produtos liquidos e/ou gasosos, onde
apresentam maiores rendimentos (DABROS et al., 2018; GREWAL et al., 2018;

TRINH et al., 2013). A Tabela 1 apresenta a diferenca entre esses dois processos.
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Tabela 1. Tipos de pirdlise e suas diferencas.

Tipo Temperatura °C Taxa de aquecimento Rendimentos (%)

Liquido Gas Carvao

Lenta 400 <10 °C/min 30 35 35

Rapida 600 10 - 200 °C/s 75 25 25

Fonte: adaptado de PERKINS et al. (2018).

Um dos parametros que interfere no rendimento desses produtos € a
granulometria da matéria-prima. Como a pir6lise rapida prioriza a producao de liquido
€ desejavel que a granulometria do material seja <2 mm, ao passo que a priorizacao
do carvao vegetal, o recomendado é que seja >2 mm. Na pirélise lenta, apesar do
produto final ser o carvéo vegetal, a parte aquosa do LP que pode ser recuperado
pode conter componentes valiosos como: acetonas/ketonas (5% de rendimento de
massa seca de madeira), de metanol (1-2%), e acido acético e formico (5-8%)
(PEREZ; BRECHA, 2015).

Entre os varios tipos de reatores utilizados na producéo do liquido, o reator de
leito fluidizado aparenta ser mais econémico e facilmente escalonavel e, portanto,
muito comumente usados para pirélise rapida de biomassa (MAITY, 2015; MESA et
al., 2003). A temperatura de pirélise e a taxa de aguecimento sdo parametros que
também tém grande influéncia no processo de pirdlise. Temperaturas mais elevadas
e maiores velocidades de aquecimento aumentam a quebra das ligacdes e favorecem

a producéao de pequenas moléculas (PARADELA, 2012).

2.3 Composicao quimica do liquido pirolenhoso

A composicdo quimica do LP varia de acordo com a biomassa utilizada além dos
parametros de processo da pirdlise, como a temperatura, a taxa de aguecimento e
método de obtencédo. O liquido € uma mistura complexa de substancias formadas da
guebra e da despolimerizacdo dos trés principais polimeros contidos na biomassa:
celulose, hemicelulose e lignina. A partir disso, quimicamente, o liquido possui muita
agua e cerca de 400 compostos organicos que pertencem a acidos, alcoois, cetonas,

aldeidos, fendis, éteres, ésteres, agucares, furanos, compostos de nitrogénio e
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compostos multifuncionais (DABROS et al., 2018; NEGAHDAR et al., 2016; PERKINS
et al., 2018).
Na Tabela 2, estdo apresentados 0s principais compostos quimicos do LP a

partir de madeira.

Tabela 2. Composi¢do quimica do liquido pirolenhoso.

Grupos Funcionais Compostos
Agua Agua
Acidos Fdrmico, acético, propanoico, butanoico, pentanoico,

glicdlico, hexanoico

Aldeidos Furfural, formaldeido, 2-butanone

Alcoois Metanol, etanol, 2-propene-1-ol, butanol, fenil etilico,
etileno glicol, propileno glicol, 2,3-butanodiol,

ciclopentanol, ciclohexanol, 1,2 ciclohexanediol

Carboidratos Celobiosana, levoglucosana
Compostos fendlicos Fenol, cresois, guaiacois, siringois, vanilina
Cetonas Acetol, ciclopentanona, ciclohexanona,

metilciclopentanona, 3-metill-1,2-ciclopentanediona, 2-

petanona

Fonte: Adaptado de CHENG et al. (2021); DABROS et al. (2018); MEDEIROS (2019); PEREZ;
BRECHA (2015); PERKINS et al. (2018); VIEIRA (2019).

2.4 Estrutura celular bacteriana e fungica

A célula bacteriana por ser procariotica, apresenta uma estrutura que contém a
membrana citoplasmatica e a parede celular. A membrana citoplasméatica serve como
barreira fisica que tem o intuito de resguardar o contetdo intracelular, ao passo que a

hY

parede celular fornece resisténcia e estrutura a célula bacteriana, de forma que
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assegure sua sobrevivéncia. O rompimento da membrana citoplasmatica ocasiona o
extravasamento do citoplasma, que leva a morte celular. A integridade da membrana
€ um fator critico para o crescimento bacteriano, permitindo a passagem de pequenos
fons K*, H*, Na* e Ca?*. Em caso de alguma alteracdo desses ions, pode ocasionar
uma disfuncéo da membrana e comprometer seus processos de transporte e energia,
e devido a isso, essas mudancas podem afetar seu metabolismo e levar a célula a
morte (ALBANO, 2016; COX et al., 2001).

As bactérias podem ser divididas em gram positivas e negativas de acordo com
a composicdo quimica da parede celular. As bactérias gram-positivas possuem cerca
de 90% da parede constituidas de camadas de peptidioglicano e também por acidos
teicdicos, enquanto as bactérias gram-negativas possuem apenas 10% da parede
celular constituidas de peptidioglicano e possuem uma membrana exterior compostas
por lipopolissacarideos e proteinas (porinas e lipoproteinas). A Figura 3 ilustra a
diferenca entre essas duas estruturas (ALBANO, 2016; CONCEICAO et al., 2018;
SILVA, 2013).

Parede celular gram-negativa

Parede

Parede celular gram-positiva celular
Membrana externa
Peptidoglicano Peptidoglicano o
Membrana plasmatica Membrana plasmatica
T
Espaco
\/2 Parede celular periplasmatico

Figura 3. Esquema representativo da parede celular de bactérias de gram positivo e negativo.

Fonte: (BROOKS et al., 2014).

7z

A parede celular do fungo € uma estrutura complexa de polissacarideos e

proteinas interconectados. Geralmente, a camada interna da parede celular do fungo
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€ composta por uma matriz de quitina-glucana altamente reticulada que consiste em
cadeias de 3-1,3- e B-1,6-glucana seguida por uma camada externa rica em proteinas
manosiladas. Na parede celular do fungo, a quitina, um polimero de N-
acetilglucosamina ligada a B-1,4, se reine em microfibrilas devido a ligacdo de
hidrogénio entre as cadeias e adota uma estrutura cristalina (Figura 4) (TANAKA,
KAHMAN, 2021).

Manoproteinas o S S

B-glucana

Quitina

Membrana
plasmética

Figura 4. Esquema representativo da parede celular dos fungos.

Fonte: Adaptado de TANAKA; KAHMAN (2021).

2.5 Principais patdgenos de importancia clinica

2.5.1 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Trata-se de uma bactéria com formato de bacilo, anaerdbia
facultativa, comensal e predominante na microbiota intestinal de muitos animais,
inclusive o homem. No entanto, E. coli € um importante problemas clinico e
epidemiologico em infeccBes tanto relacionadas a pacientes hospitalizados e
imunocomprometidos. E. coli pode ser responsavel por gastroenterite, disenteria e
sindrome hemolitico-urémica, infeccdo do trato urindrio e sepse e meningite
(BROOKS et al., 2014; KAPER, 2005). As gastroenterites provocadas por E. coli
podem ser divididas em cinco subtipos: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC);
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), conhecida também por produzir a toxina

Shiga (STEC); Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC); Escherichia coli
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enteropatogénica (EPEC) e Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) (FERNANDES
et al., 2021; MUELLER; TAINTER, 2021).

E. coli conseguem sobreviver na presenca de fatores ambientais limitantes e
condicbes hostis do hospedeiro devido a capacidade de adaptacdo do estado
fisiologico e atividades celulares. Os desafios na eliminagcdo deste patdgenos
aumentaram devido aquisicdo de fatores de viruléncia e resisténcia, que lhes
permitiram adaptar a novos nichos e favorecer a sua disseminagdo, tanto na
comunidade como em hospitais. Atualmente, ocupa o terceiro lugar da lista dos 12
patdgenos prioritarios resistentes a antibidticos descritos pela Organizacdo Mundial
da Saude (DENAMUR et al., 2021).

2.5.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus faz parte do grupo estafilococos, que sédo células
esféricas gram-positivas (TAYLOR; UNAKAL, 2021). Algumas dessas bactérias fazem
parte da microbiota da pele e das mucosas de seres humanos saudaveis, porém
podem ser patégenos oportunistas e causarem diversas infeccdes, especialmente se
o sistema imunolégico do hospedeiro se encontra enfraquecido. Das 40 espécies do
género Staphylococcus, o0 S. aureus € um dos mais importantes clinicamente, e o
unico coagulase-positivo, ou seja, é capaz de produzir uma enzima que por sua vez,
possui capacidade hemolitica. O S. aureus pode ser responsavel por infeccbes de
pele e tecidos moles, pneumonia, septicemia, endocardite infecciosa e infeccbes de
0ssos e articulacbes (BROOKS et al., 2014).

Pode ser encontrada em ambientes hospitalares e com o uso indevido de
antimicrobianos, dosagens inadequadas e interrupcdo precoce do tratamento
antimicrobiano, houve o crescente surgimento de cepas multirresistentes, tornando
farmacos ja existentes ineficazes, e dificultando ainda mais seu tratamento (FANIN et
al., 2020).

2.5.3. Candida albicans

As espécies de Candida sdo comensais e, portanto, fazem parte da microbiota
humana residente localizadas na pele e na mucosa dos tratos gastrointestinais e

genitais. A candidiase tem um espectro clinico diverso, variando de superficial (sem
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risco de vida), infec¢cbes mucocuténeas, a doencga invasiva devastadora associada a
candidemia. Alteracbes na imunidade do hospedeiro, estresse, desequilibrio na
microbiota residente e uso indiscriminado de antibiéticos podem levar ao crescimento
excessivo de fungos, desencadeando um episddio de candidiase mucocutaneas
(NEVILLE; D'ENFERT; BOUGNOUX, 2015).

Entre as diferentes espécies de Candida, a Candida albicans € mais comumente
recuperado (37%) de espécies clinicas (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020).
A C. albicans é um organismo polimérfico entre as formas de levedura, pseudo-hifas
e hifas. E um patégeno que esta presente na mucosa oral, conjuntival e microbiota
vaginal onde ela é a principal responsavel por causar candidiase na maior parte das
situagdes clinicas. A crescente mortalidade através desse organismo € atribuida ao
aumento da candidiase sistémica invasiva e casos de septicemia, principalmente em
pacientes imunodeprimidos (PEREIRA et al., 2020).

A estratégia para o tratamento da candidiase depende do estado imunoldgico do
paciente, localizacéo, e gravidade da infeccdo. No entanto, semelhante as infeccbes
bacterianas, o surgimento de resisténcia antifUngica entre as espécies de Candida é
uma séria ameaca ao publico saude mundial. Segundo Trindade (2021), o uso de
doses indevidas de farmacos azolicos, que sdo farmacos mais comumente utilizados
para o tratamento de infec¢des fungicas, podem ocasionar o surgimento de cepas

mais resistentes.

2.6 Uso do liquido pirolenhoso como agente antimicrobiano

Dentre os grupos quimicos que compdem o LP, os compostos fendlicos, que sdo
produzidos principalmente pela degradacéo da lignina, sdo conhecidos como um dos
principais grupos que possuem propriedades antimicrobianas. Nao s6 compostos
fendlicos, mas outras substancias do LP, como o acido acético e furfural também
possuem tais caracteristicas (PIMENTA et al., 2018).

O fenol é um componente germicida com atividade bacteriostatica e juntamente
com o acido acético, pode potencializar essa atividade (MARUMOTO et al., 2012). Os
acidos orgéanicos presentes no LP tém sua acéo na acidificagdo do citoplasma dos
microrganismos, onde acontece a alteracdo do seu metabolismo, j& 0s compostos

fendlicos alteram as membranas plasmaticas. Com isso, existe uma sinergia entre
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esses dois compostos para fornecer essa atividade antimicrobiana (SOUZA et al.,
2018; VIEIRA, 2019).

Jankowsky (2019) utilizou LP de bambu e verificou que o liquido € eficaz para a
inibicdo de E. coli e S. aureus. Vieira (2019) testou LP’s de diversas biomassas,
incluindo a de eucalipto e verificou que houve a presenca do halo de inibigdo contra o
fungo C. albicans. Os dois autores apuraram que os liquidos que possuiam maior
concentracdo de compostos fendlicos tiveram o maior halo de inibi¢éo frente a esses
microrganismos.

As pesquisas desenvolvidas por Aradjo (2018) e Soares (2020) também
verificaram halo de inibicdo frente E. coli e S. aureus utilizando LP a partir das
madeiras de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis e Mimosa tenuiflora.

Diante do exposto, é valido investigar o potencial antimicrobiano de LP’s no
intuito de pesquisar alternativas de uso e oferecer oportunidade para se agregar mais

valor a este composto.
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3. METODOLOGIA
3.1 Matéria prima e pirolise dos materiais lenhosos

O liquido pirolenhoso usado neste estudo foi obtido da pirélise da madeira de
eucalipto oriunda de um plantio experimental do hibrido Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla. O processo de pirdlise foi feito em um forno tipo mufla e para a
coleta do liquido montou-se um sistema de recuperacao a base de um condensador
inox. A pir6lise foi feita em quatro temperaturas distintas, sendo a temperatura final o
parametro norteador: 450, 550, 650 e 750 °C. Para isso, foram utilizados cerca de 300
g de madeira em cavacos, seca por 24 horas em estufa a 103 + 2 °C com taxa de
aquecimento de 6 °C mint. O tempo de permanéncia na temperatura final foi de
sessenta minutos, com base em metodologia estabelecida previamente (DIAS
JUNIOR et al., 2020).

O LP foi coletado em um baléo kitasato e armazenado posteriormente em frascos
de vidro. Com base na massa dos componentes, o rendimento em liquido pirolenhoso
em relacdo a madeira seca foi calculado conforme a Equacéo 1, proposto por DIAS
JUNIOR et al., (2020).

RLP=MIp/Mm *100 (Equacéo 1)

Em que: RLP = rendimento em liquido pirolenhoso (%); Mm = massa seca da madeira (g); MIp = massa

do liquido pirolenhoso (Q).

3.2 Processamento e caracterizacao quimica do liquido pirolenhoso

O liquido pirolenhoso oriundo de cada temperatura de pirdlise foi submetido a
um processo de purificacdo para a analise dos compostos quimicos e as propriedades
fisico-quimicas. Para a purificacdo do liquido utilizou-se o método de destilacédo
fracionada, com o auxilio da coluna de vidro tipo Vigreux acoplado a um condensador.
Foram utilizados 300 mL de liguido bruto de cada temperatura.

O potencial hidrogeniénico (pH) do liquido pirolenhoso foi determinado com o
auxilio de um medidor de pH microprocessado de bancada, modelo Tec-7 da marca

Tecnal.
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Para avaliar os grupos quimicos funcionais do liquido pirolenhoso bruto e
destilado utilizou-se o espectrofotometro no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) no modo experimental de reflectancia difusa (DRIFT) utilizando o equipamento
Bruker Tensor 27, com 32 scans e amplitude espectral entre 400 a 4000 cm™ com

amostra em um acessorio de ATR (reflexd@o total atenuada) com cristal de ZnSe.

3.3 Avaliagédo da atividade antimicrobiana

Para os experimentos foram utilizada linhagem bacteriana padrao de Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e fungica de Candida
albicans (ATCC 24433). As culturas foram rotineiramente submetidas a coloragao
diferencial de gram para garantia da pureza.

A atividade antimicrobiana in vitro do liquido pirolenhoso foi avaliada
previamente pelo método de disco-difusdo de acordo com protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI (2020). Para este experimento, 0s
microrganismos foram previamente cultivados em caldo Brain Heart Infusion Broth
(BHI) a 35,5 °C, por 24 horas e a concentracdo da suspensao microbiana foi ajustada
pela escala 0,5 McFarland, correspondendo a 1,5 x 108 UFC/mL de bactérias e 1,5 x
108 UFC/ml para fungos, utilizando solugdo salina estéril (0,9 % de NaCl). O
experimento foi realizado em meio agar Mueller-Hinton (MHA) preparado e foi
transferido para as placas, e, com auxilio de swab, as linhagens foram semeadas pela
técnica de semeadura. Em seguida, discos de papel filtro Whatman estéreis (6 mm)
contendo 5 pL do liquido pirolenhoso de cada temperatura de pirélise (450, 550, 650
e 750 °C) e controle positivo foram colocados sobre a superficie das placas. Para
controle positivo da espécie C. albicans foi utilizado Anfotericina B (20 pg/disco), e
discos de antibiotico cloranfenicol (30 pg/disco) foram utilizados para controle positivo
das espécies E. coli e S. aureus. Para controle negativo foi utilizado 5 yL de salina.
As placas foram incubadas a 36 °C, durante 24 horas. Os testes foram realizados em
triplicata. Na Figura 5 pode ser observado o esquema representativo do ensaio de

disco-difusao.
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Figura 5. Esquema representativo do teste de disco-difusdo contendo liquido pirolenhoso.

Fonte: O autor (2021).

3.4 Concentragao inibitoria minima (CIM)

Para determinac&o da concentracdo inibitéria minima foi realizado o ensaio de
susceptibilidade de microdiluicdo em placa, usando o método descrito pelo CLSI
(2020). Para estes experimentos foram utilizadas as linhagens padrao de Escherichia
coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os ensaios foram
realizados em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos, em triplicata. A
mistura de reagao final foi um volume de 200 pL (100uL do inéculo + 100 uL da solugao
do composto), o meio de cultura utilizado foi o Caldo Mueller Hinton (CMH) e a
concentracéao final do inéculo no teste foi de 5x10° UFC/mL. Diferentes concentragdes
decrescentes do liquido pirolenhoso (650 e 750 °C) foram testadas: 50; 40; 30; 20; 10;
5; 2,5; 1; 0,5 e 0,25%. Posteriormente, as microplacas foram incubadas a 35 + 2 °C
por 24 horas.

A CIM foi considerada a menor concentracdo do liquido pirolenhoso capaz de
inibir completamente o crescimento (auséncia de precipitado ou turvacdo no meio de
cultura) ap6s o periodo de incubacdo. Para cada linhagem bacteriana foi feito um
controle de crescimento (inéculo + meio de cultura), controle de esterilidade (somente
CMH) e controle positivo (inbculo + meio de cultura acrescido de antimicrobiano
padréo). Na Figura 6 esta representado o esquema do ensaio de microdiluicdo em

placa para as linhagens estudadas.
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Figura 6. Desenho experimental do ensaio de microdiluicdo em placa para testagem da concentragdo
inibitéria minima do liquido pirolenhoso destilado produzido nas temperaturas de pirdlise de 650 e
750°C frente as linhagens de E. coli e S. aureus.

Fonte: O autor (2021).

3.5 Concentracéo bactericida minima (CBM)

Apoés o teste de microdiluicdo em meio liquido, foi feito o plagueamento dos
pocos da CIM do liquido pirolenhoso em placas contendo agar nutriente. As placas
foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. O resultado foi definido pela auséncia ou
presenca da formacédo de coldnias, sendo a acao classificada como bactericida ou

bacteriostatica, respectivamente.

3.6 Analise de dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (temperatura de pirélise) e duas repeticbes. Teste F de analise de
regressao foi realizado. Todos os testes foram realizados com intervalo de confianca
de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimentos da pirdlise

A temperatura de pirdlise que forneceu o maior rendimento em liquido
pirolenhoso foi 650 °C, com 47,39% (Figura 7).
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Figura 7. Rendimento em liquido pirolenhoso em funcéo da temperatura de pirdlise.
Fonte: O autor (2021).

O rendimento em liquido pirolenhoso obteve aumento até a temperatura de 650
°C e posteriormente decresceu na temperatura de pirélise de 750 °C. Pode-se
associar esse comportamento pelo fato de altas temperaturas vaporizarem alguns
gases condensaveis, ndo conseguindo se transformar em liquido pirolenhoso, e

consequentemente, diminuindo o rendimento (DIAS JUNIOR et al., 2020).
4.2 Potencial hidrogeniénico (pH)

O valor do pH apresentou alteragcdes em funcdo da temperatura de pirdlise
(Tabela 3).
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Tabela 3. Determinagédo do potencial hidrogeniénico do destilado de liquido pirolenhoso em funcéo da
temperatura de pir6lise.

Temperatura (°C) pH
450 2,7£ 0,01
550 2,89 0,01
650 2,87 0,01
750 2,88 £0,01

Fonte: O autor (2021).

O pH é um fator ambiental necessario para que ocorra 0 crescimento
bacteriano. A maioria dos microrganismos crescem em ph neutro - 6,0 a 8,0 -
(neutralofilos), embora tenhamos excecdes que crescem em meio acido - 3,0
(aciddfilas) e em meio alcalino - 10,5 (alcaldfilas) (BROOKS et al., 2014). Para C.
albicans, o pH éacido favorece a sua proliferacdo, tendo uma faixa ampla que pode
variar de 2,5 até 7,5 (SOARES et al., 2019). S. aureus também € um microrganismo
gue pode crescer em meio acido, tendo sua faixa ideal de pH variando de 4,0 a 9,0
(TANABE, 2021). Para E. coli, a faixa de pH ideal para crescimento é entre 6,0 e 8,0
(BROOKS et al., 2014).

Portanto, supde-se que, independentemente da temperatura de pir6lise, o liquido
possui pH &cido que pode interferir no crescimento bacteriano (BROOKS et al., 2014).
Em contrapartida, C. albicans possui uma variacéo de crescimento em pH bem amplo,

e por esse motivo, pode proporcionar resisténcia ao liquido.

4.3 Espectrofotébmetro por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR para as diferentes temperaturas de pirdlise, estao
apresentados na Figura 8. Os grupos funcionais relevantes foram identificados e

inseridos na Tabela 4.
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Figura 8. Andlise de FTIR realizada em liquido pirolenhoso destilado obtido nas temperaturas entre
450 e 750 °C.

Fonte: O autor (2021).

A vibracéo préxima do comprimento de onda em 3355 cm! indica grupamentos
de ligacéo do tipo O-H, que podem ser relacionadas a presenca de umidade ou agua.
Para as bandas préoximas de 1640 cm™ pode ser atribuido a presenca de anéis
aromaticos presentes em cetonas conjugadas. As bandas de 1395 e 1275 cm™ podem
estar associadas a presenca de grupamento amina. A banda localizada proxima de
1000 cm? é referente a desdobramentos aromaticos C-H (PORTO et al., 2019;
VIEIRA, 2019).

Analisando a Figura 8, pode-se perceber que 0s espectros se comportam de
maneira semelhante, apresentando os mesmos picos de absorcdo para todas as
temperaturas de pirélise (Tabela 4). A Unica diferenca no comportamento do grafico
se d& na intensidade de absorcédo dos picos, sendo mais acentuados ou brandos em

determinada faixa de comprimento de onda. Portanto, a partir destes dados, supde-
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se que a temperatura de pirélise ndo influenciou na composicéo quimica do liquido do

presente estudo.

Tabela 4. Identificacdo dos grupos funcionais do liquido pirolenhoso destilado.

Comprimento

Estiramento 450°C 550°C 650°C 750°C
de onda (cm™)
3355 O-H 3354,04 3355,30 3555,25 3555,13
-COOH,
1640 c=o 1642,72 1649,71 1639,52 1640,30
1395 c=C 1395,66 1395,65 1394,27 1395,78
1275 C=C 1277,80 1280,31 1275,78 1275,98
1020 C-H 1016,97 1016,70 1020,95 1022,94

Fonte: O autor (2021).

4.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana por disco-difuséo

O teste de disco-difusao foi utilizado para avaliar preliminarmente a atividade
antimicrobiana do liquido pirolenhoso frente a E. coli, S. aureus e C. albicans.
Apbs a incubacéo por 24 horas, os resultados do teste de susceptibilidade pelo

método de disco-difusdo estdo apresentados na Figuras 9.
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Figura 9. Disco-difusdo do liquido pirolenhoso obtido em diferentes temperaturas frente a E. coli (A),
S. aureus (B) e C. albicans (C).

Fonte: O autor (2021).

Observou-se a formacdo de zonas de inibicdo para os controles positivos
utilizados, de acordo com o padrao recomendado para a realizacdo dos ensaios. Nao
houve formacao de halo de inibicdo nos discos que continham liquido pirolenhoso para
a linhagem de C. albicans (Figura 9). Contudo, para as bactérias E. coli e S. aureus,
nas temperaturas de 650 e 750 °C, observou-se a formacdo de um pequeno halo de
inibicdo de aproximadamente 1 mm.

Trabalhos recentes que avaliaram atividade antimicrobiana com o uso do
liquido pirolenhoso, ndo utilizaram o método de difusdo com discos de papel, mas sim,
o método de perfuracdo em agar (ARAUJO, 2018; SOARES, 2020; VIEIRA, 2019).
Nessa técnica, a remo¢do do meio de cultura solido € realizada com auxilio de
cilindros de 6-8 mm de diametro para a formagdo de pogos, nos quais é possivel a
aplicacéo direta das substancias a serem analisadas (OTROSKY et al., 2008). Um

estudo feito por Maia-Araujo et al. (2011) compara as duas técnicas na avaliagdo da
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sensibilidade antibacteriana, e conclui que, apesar de ndo apresentarem diferenca
significativa no resultado final, o teste de difusdo com disco de papel ndo garante a
guantidade exata que cada disco de papel consegue absorver quando embebido no
extrato, dificultando a obtencéao de resultados mais precisos quando comparado com
a técnica de pocos.

Sugere-se entdo, que o uso de discos de papel impregnados com liquido
pirolenhoso possa ter influenciado neste resultado. Como os componentes do liquido
tém elevado peso molecular, podem ter dificuldade de difundir do papel para o meio.
Além disso, os compostos bioativos, podem ter se ligado ao papel e comprometeram
a difusdo no meio. Para ter certeza de que a C. albicans realmente foi resistente contra
o liquido por conta da resisténcia do crescimento em meio acido, futuros trabalhos
podem realizar os ensaios de sensibilidade diretamente na placa de pogos.

Por esse motivo, optou-se por realizar o teste de CIM com os LP’s produzidos
nas temperaturas de 650 e 750 °C frente as bactérias E. coli e S. aureus, onde os
testes foram feitos em uma placa de poliestireno com pocos, de maneira que o liquido

pirolenhoso esteve em contanto direto com o meio de cultura.

4.5 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Confirmada a existéncia de atividade antimicrobiana do liquido pirolenhoso
extraido nas temperaturas de 650 e 750 °C, foi realizado ensaio de susceptibilidade
pelo método de microdiluicdo em placa para determinacao da CIM frente a E. colie S.
aureus. Segundo Aligiannis et al. (2001), a CIM se refere a menor concentracdo de
um composto capaz de impedir a proliferacdo microbiana.

No presente trabalho, o valor obtido para CIM foi de 1% para os liquidos de
pirdlise a 650 e 750 °C (Tabela 5). Apoés identificacdo da CIM, os pocos contendo as
concentragfes de 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 % foram semeados em meio
sélido por agar nutriente (Figura 10). ApGs o periodo de incubacédo, observou-se o
crescimento de microrganismos na placa oriunda do poco contendo 0,25 e 0,5 % de
LP e a auséncia de UFC na placa oriunda do poco contendo o liquido a 1% e demais
concentragbes mais altas. O presente estudo confirmou a atividade antimicrobiana
dos liguidos de pirdlise a 650 e 750 °C sobre E. coli e S. aureus com efeito bactericida

na concentragao superior a 1%.



Tabela 5. CIM do liquido pirolenhoso produzidos a 650 e 750 °C frente E. coli e S. aureus. Sinal “-
“auséncia de crescimento microbiano; Sinal “+” presenga de crescimento microbiano.
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E. coli S. aureus
650 °C 750 °C 650 °C 750 °C

50 - - - -

g 40 - - - -

o 30 - - - -
o

\3 20 B B } }

o 10 - - - -
©

2 5 - - - -
On

8 25 - - i i
o

o 1 B B ) )
S

8 0,5 + + + +

0,25 + + + +

Fonte: O autor (2021).

Figura 10. Plagueamento dos pocos do teste de CIM do liquido pirolenhoso nas concentra¢des de 50
a 10% (A) e 5a0,25% (B e C) frente E. coli e S. aureus para verificagcao do efeito bactericida ou

bacteriostatico.

Fonte: O autor (2021).
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A mesma CIM para os LP’s produzidos em diferentes temperaturas frente as
duas bactérias, pode ser embasado pela andlise de FTIR (Figura 8) onde indica que
0S grupos quimicos presentes no LP ndo se alteram de acordo com a temperatura de
pirélise. Supbe-se que as temperaturas de 450 e 550 °C também tenham resultados
semelhantes, baseado na analise de FTIR feita, que indica ter a mesma composi¢cao
guimica independente da temperatura de pirdlise. Também néo se pode descartar a
hip6tese de que o disco de papel tenha interferido no teste de disco-difusédo. Contudo,
para comprovacao, futuros trabalhos podem realizar outros métodos para o teste de
sensibilidade ou testarem diretamente em poc¢os.

Resultados semelhantes ja foram relatados. A CIM do presente estudo utilizando
destilado do liquido pirolenhoso de eucalipto, teve resultado similar a um estudo feito
por Fernandes et al. (2019), que utilizaram o liquido pirolenhoso bidestilado obtido a
partir de eucalipto pirolisado a 450 °C para testar a sua agédo antimicrobiana frente a
S. aureus (ATCC 25923) e obtiveram concentracdo inibitoria minima de 0,78%. Um
estudo feito por Chiamenti et al. (2016) encontrou a CIM de 3% do liquido pirolenhoso
feito a partir da madeira de acéacia negra (Acacia mearnsii De Wild) frente E. coli
(ATCC 25922).

Estes sao resultados preliminares e que para eventual aplicagcdo em produtos
deve-se levar em consideracdo que outros estudos ainda sdo necessarios, como por
exemplo avaliacao de citotoxicidade. Uma vez que estes compostos, apresentam uma
grande quantidade de substancias que podem ser tOxicos e possiveis problemas de

instabilidade de cor e odor no produto final podem acontecer.
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5. CONCLUSOES

e A temperatura de pirélise que rendeu uma maior porcentagem em liquido
pirolenhoso foi de 650 °C, com o valor de 47,39%.

e O pH do liquido apresentou alteragcBes de acordo com a temperatura de
pirdlise.

e Por meio da analise de FTIR, a temperatura de pirélise ndo influenciou na
composicdo quimica do liquido neste estudo.

e A CIM e CBM do liquido pirolenhoso produzido em temperaturas de pirélise a
650 e 750 °C foi de 1% para E. coli e S. aureus.

» A temperatura de pirdlise que néo interferiram na atividade antimicrobiana dos
liquidos pirolenhosos foram os produzidos nas temperaturas de 650 e 750°C.

e Estes sao resultados preliminares e que para eventual aplicacdo em produtos
deve-se levar em consideracao que outros estudos ainda sdo necessarios, como por

exemplo avaliacdo de citotoxicidade.
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