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RESUMO

Potencial do extrato pirolenhoso da madeira de eucalipto como agente
conservante de cosméticos e saneantes

O extrato pirolenhoso € uma substancia orgéanica resultante da condensacao
da fumaca gerada durante a carbonizagdo da madeira ou de outras fontes de
matéria-prima vegetal, sendo constituido por, pelo menos, 80% de agua e dezenas
de compostos, dentre os quais se incluem substancias fendlicas, aldeidos e acidos
organicos. Portanto, ndo seria utopico supor-se que nessa gama de compostos
possam estar incluidas substancias que apresentem propriedades conservantes
para aplicacbes na area cosmética e de saneantes. E nessa direcéo que se avaliou
o potencial de utilizacdo do extrato pirolenhoso da madeira de eucalipto.
Especificamente, houve a intencdo de se estudar as caracteristicas e propriedades
do extrato pirolenhoso obtido dessa madeira levando-se em conta duas fontes
distintas; avaliar em particular suas propriedades antifingicas, e as possibilidades do
uso do extrato pirolenhoso como conservante, na substituicdo de ingredientes como,
por exemplo, o formaldeido, ainda hoje utilizado na industria em formulacdes de
produtos cosmeéticos e atualmente proibido em produtos saneantes, segundo nova
resolucdo RDC 35/08 da ANVISA. Foi estudado o extrato pirolenhoso obtido da
carbonizacdo de cavacos da madeira, a temperatura final de 400°C, no tempo de
aguecimento de 2,5h, em um forno-mufla conjugado a um sistema de coleta de
gases condensaveis. Estudou-se também o extrato pirolenhoso obtido da
carbonizacdo da madeira de eucalipto, coletado entre as temperaturas de 80 e
120°C, em fornos de alvenaria, numa carvoaria localizada na regido de Atibaia, Sao
Paulo, estocado por 3 anos. Os compostos quimicos presentes am ambos 0S
extratos foram identificados mediante andlises em cromatdgrafo acoplado a
espectrometro de massa (GC/MS). De forma geral, as analises dos extratos
demonstraram a presenca de uma gama de compostos oxigenados, tais como
acidos carboxilicos, ésteres, éteres e cetonas. Além disso, foram detectados fenol,
guaicol e derivados fendlicos. Qualitativamente, o extrato pirolenhoso industrial,
apresentou menor niumero de componentes quimicos ligados ao alcatrdo, o qué
também foi comprovado quantitativamente pela analise do teor de alcatrdo,
mediante destilacdo simples. O produto que apresentou o melhor potencial
antifingico foi o extrato pirolenhoso laboratorial, coincidindo com o fato dele possuir
maior niamero de componentes ligados ao alcatrdo. Pela andlise da composicao
quimica de fracbes antifungicas de extrato pirolenhoso, os potenciais ativos da
amostra a serem considerados foram: corilon, mequinol, 2-metoxi 4-metilfenol, 4-etil
2-metoxifenol, 2,6 — dimetoxifenol, 1,2,4-trimetoxibenzeno e 5-tert-butilpirogalol. As
diferencas nas participagbes dos compostos fracionados mostraram-se também
estatisticamente diferentes, com o0s maiores valores sendo apresentados pelo
extrato laboratorial. Em todos os extratos estudados, verificam-se componentes que
séo descritos na literatura como potencialmente toxicos e suas presencgas restringem
0 uso dos mesmos em produtos cosméticos, no entanto, a alternativa de uso do
extrato para aplicacdo em saneantes se mostra promissora.

Palavras-chave: Carbonizacdo; Balanco de massa; Cromatografo-espectrometro de
massa; Extrato pirolenhoso; Eucalipto
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ABSTRACT

Potential of pyroligneous extract of eucalyptus wood as a preservative of
cosmetic and sanitizing products

The pyroligneous extract is an organic substance resulting of
condensation of the smoke generated by the carbonization of the wood or
other vegetal raw material. It has at least 80% of water and contains many
compounds including: phenolic substances, aldehydes and organic acid. It
would not be utopian, therefore, to assume that, in this gamma of compounds
there could be substances having preservative properties for cosmetic and
sanitizing products. This study evaluates the potential of the pyroligneous
extract of eucalyptus wood. Specifically, the characteristics and properties of
the pyroligneous extract from eucalyptus wood from two distinct sources; to
evaluate in particular its antifungal proprieties and the possibility of using the
pyroligneous extract as a preservative. This would substitute, for example, the
formaldehyde currently used in the cosmetic industry in the manufacturing of
shampoos and soaps. In fact formaldehyde has now been forbidden in
sanitizing products; resolution RDC 35/08 of ANVISA. The experiment
consisted of carbonization of wood at a final temperature of 400° C at a
residence time of 2,5h in an oven-muffle joined a system to collect the
condesable gases. Also, the pyroligneous extract obtained from the
carbonization of the eucalyptus wood was used. This had been collected at
temperatures between 80 °C and 120 °C from masonry ovens at a charcoal
producer located in the Atibaia region of the State of Sdo Paulo stored for 3
years. The chemical compounds of both extracts were identified by analyses
of a gaseous chromatograph connected to the mass spectrometer (GC/MS). In
general, the analysis of extracts demonstrated the presence of oxygenated
components gamma such as carboxylic acids, esters, ethers and ketenes. Moreover,
phenol, guaicol and phenol derivatives were detected. The industrial pyrolignous
extract, in qualitative terms, presented fewer chemical components related to
the tar, and also this was proven by the tar quantitative analyzes using the
method of simple distillation. The product that showed better potential
antifungal results was the laboratory pyrolignous extract, coinciding with the
fact that it contains a higher number of components related to the tar. From the
analysis of the chemical of antifungal pyrolignous extract fractions, the
potential actives under consideration from the sample were: corilon, mequinol,
2-metoxy 4-metylphenol, 4-etyl 2-methoxyphenol, 2,6-dimetoxyphenol,1,2,4-
trimetoxybenzene and 5-tert-butylpirogallol. There was a significant statistically
difference observed between the industrial and laboratory processes; the
laboratory result showed a better participation of its fractionated compounds
than those from the industrial. Toxic compounds described in the literature
were shown to be presented in both of the studied extracts. These restrict use
in cosmetic products, although they are still promising in sanitising products.

Keywords: Carbonization, Material balance, Chromatograph-mass spectroscopy;
Pyroligneous extract; Eucalyptus
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1 INTRODUCAO

A demanda por produtos naturais tem crescido muito nos ultimos anos,
principalmente devido aos conceitos que a eles sédo atrelados, em relacdo a saude
do consumidor e a preservacdo do meio ambiente. Além disso, existe um movimento
mundial crescente, no sentido de se incluir os atributos de produto natural e/ou
organico a uma gama cada vez maior de cosméticos por meio de ingredientes,
dentre os quais se encontram aqueles que possuam acdo anti-microbiana, os
chamados conservantes (COSMETICS & TOILETRIES, 2007).

No setor de saneantes, as tendéncias mundiais mais marcantes sao o
desenvolvimento e o lancamento de produtos de limpeza com matéria-primas e
ingredientes mais “amigaveis” ao meio ambiente. A industria tem se dedicado nos
altimos anos ao desenvolvimento de novas tecnologias para a substituicdo de
ingredientes considerados nocivos, por exemplo, formol, por outros conservantes
(QUIMICA E DERIVADOS, 2011).

Conservantes sao substancias adicionadas aos produtos de higiene pessoal,
cosmeéticos, perfumes e saneantes com a finalidade primaria de preserva-los de
danos e/ou deterioracbes causados por microorganismos, durante sua fabricacéo e
estocagem, bem como proteger o consumidor de contaminacgao inadvertida durante
a utilizagdo do produto (COSMETICOS E PERFUMES, 2010; AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2008a).

Existe uma lista de substancias de acao conservante permitidas pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Ministério da Saude) para produtos de
higiene pessoal, ou seja, cosmética. Um exemplo é o acido benzdico, tricloro-3,4,4-
hidroxi-2-difeniléter, mais conhecido pelo nhome comercial Triclosan e o 3-hidroxi-4-
isopropil tolueno, ambos com definicbes sobre a maxima concentracdo permitida,
suas condicbes e adverténcias de uso. O formaldeido ainda € considerado a
substancia mais utilizada e popular no meio cosmético. A solucao de formaldeido, o
formol, € a matéria-prima com utilizacdo permitida em cosméticos nas funcdes de
conservante, com limite maximo de 0,2% no total do produto. E também utilizado
como agente endurecedor de unhas (limite maximo de uso permitido de 5%).
Entretanto, o formol, em aplicacbes diferentes das citadas e em limites acima dos

permitidos, seria nocivo a saude. Seu contato com a pele pode causar irritagao,
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vermelhiddo, dor e queimaduras. Por inalagcdo, seus danos podem resultar em
cancer, irritacdo e sensibilizacdo do trato respiratério. Pode ainda causar graves
ferimentos nas vias respiratérias, levando ao edema pulmonar e pneumonia. O
formol é fatal em altas concentracdes (ANVISA, 2008c).

No caso de saneantes, uma nova resolucdo do governo brasileiro, a
RDC35/08, proibe o uso de formaldeido e considera a necessidade de bani-lo das
formulacdes de tais produtos, devido a sua reconhecida carcinogenicidade e atual
classificacdo toxicolégica pela IARC (International Agency for Research on Cancer).
Ainda h& o artigo 5° da Resolugdo RDC n°. 184 de 22 de outubro de 2001 que
proibe o uso de substéncias carcinogénicas, teratogénicas e mutagénicas nas
formulacdes de produtos saneantes (ANVISA, 2008b).

Os produtos organicos (por exemplo, os cosméticos organicos) sdo uma
opcéo interessante para quem busca atender as aspiracdes de saude, ecologia e
responsabilidade social, indo contra todo possivel efeito nocivo de substancias como
o formaldeido. Mas para aproveitar esta nova tendéncia, € necessaria atencao a
alguns detalhes importantes como o de enfrentar o desafio de selecionar um
conservante adequado para a formulacdo e uma embalagem que irdo compor o
produto (COSMETIC & TOILETRIES, 2007). O pesquisador deve esquecer 0sS
sistemas conservantes tradicionais e prestar atencdo a ingredientes que tenham
potencial acao anti-microbiana como poderia ser o caso do extrato pirolenhoso.

O extrato pirolenhoso € uma substancia organica resultante da condensacéao
da fumaca gerada durante a carbonizacdo da madeira ou de outras fontes de
matéria-prima vegetal, sendo constituido pelo menos de 80% de 4gua e dezenas de
compostos, dentre os quais se incluem-se substancias fendlicas, aldeidos e acidos
organicos Quadros (2005) e Loo (2007). Nao seria utépico, portanto, supor-se que
nessa gama de compostos, possam existir substancias que apresentem
propriedades conservantes para aplicacées na area cosmetica e de saneantes.

Ao se propor a utilizagdo do extrato pirolenhoso, em geral considerado no
Brasil como subproduto do processo de carbonizagdo da madeira, estaria sendo
oferecida a oportunidade para se agregar mais valor a matéria—prima da qual o
mesmo é produzido. Como consequéncia, a floresta estaria sendo mais valorizada,
ndo apenas para obtencdo de carvao, mas também gracas ao valor econémico dado
aos gases emitidos no processo de carbonizacdo. Além disso, haveria uma

importante reducédo de emissdes gasosas impactantes ao ambiente. Nesse sentido,
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ja existem experiéncias importantes quanto a aplicacdo do extrato pirolenhoso como
agente quelante e complexante organico de fertilizantes organicos e organominerais
(LIMA, 2008). A abertura de um potencial de aplicacdo para o produto como agente
conservante natural para industria cosmética e de saneantes abriria um leque
adicional para sua valorizacao ainda maior como matéria-prima.

No entanto, deve-se ressaltar que, diante da grande quantidade de
compostos presentes no extrato pirolenhoso, qualquer estudo que vise determinar o
seu potencial de utilizacdo, sobretudo em novas areas como as mencionadas, deve
levar em conta a necessidade de se ter uma série de informacgfes, que incluem o
conhecimento preciso da sua composi¢cdo e caracteristicas fisico-quimicas. No
campo da aplicacdo da industria cosmética, faz-se também necessario avaliar suas
propriedades anti-microbianas e a deteccdo da presenca de possiveis ingredientes

toxicos ao ser humano. Pelo exposto, justifica-se a realizacdo do presente trabalho.

O estudo teve por objetivo geral avaliar o potencial de utilizacdo do extrato
pirolenhoso da madeira de eucalipto como agente conservante de produtos

cosmeéticos e saneantes.

Como objetivos especificos pretendeu-se:

. Estudar as caracteristicas e propriedades do extrato pirolenhoso
levando-se em conta as duas fontes distintas de obtencdo: processo em
escala laboratorial e processo em escala industrial;

. Avaliar aspectos microbiol6gicos do extrato pirolenhoso obtido;

. Avaliar as possibilidades do uso do extrato pirolenhoso como

conservante em produtos cosmeéticos e saneantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O setor florestal no Brasil e a eucaliptocultura

Com base no ano de 2007, a industria florestal brasileira representou 3,4% do
produto interno bruto (PIB) nacional, ou seja, um equivalente a US$ 44,6 bilhdes. As
exportacdes foram de US$ 9,1 bilhdes , equivalentes a 5,6% das exportagdes totais
brasileiras (SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA - SBS, 2008).

No Brasil, a &rea ocupada por florestas naturais € cerca de 510 milhdes de ha
enguanto as florestas plantadas ocupam 6,8 milhées de ha, dos quais 4,52 milhdes
de ha (66%) com eucalipto; 1,79 milhdo de ha (27%) com pinus; 0,47 milhdo de ha
(7%) com outras espécies (acacia negra, seringueira, parica, teca, araucaria e
outras) (ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTA
PLANTADA - ABRAF, 2010). Os principais produtos sdo a madeira em toras e seus
derivados: (madeira serrada, papel e celulose, carvdo vegetal, lenha, aglomerados e
compensados, entre outros outros) (SBS, 2008).

Dentre os produtos florestais ndo madeireiros, destacam-se os taninos (10 mil
t/ano de 190 mil ha de acécia), a borracha natural (110 mil t/ano de 81 mil ha de
seringueira, suprindo 35% do consumo nacional), goma resina, breu e terebintina de
pinus (106 mil t de goma resina/ano), 6leos essenciais de eucalipto (1,0 mil t/ano de
10 mil ha de eucalipto ) (SBS, 2008).

A instituicdo do Cdadigo Florestal em 1965 e os incentivos fiscais concedidos
pelo Governo Federal a partir 1966 (extintos em 1987) propiciaram o incremento das
atividades de reflorestamento com espécies de rapido crescimento por parte das
empresas do setor de papel e celulose, bem como do setor de carvao vegetal (SBS,
2008). As plantacdes florestais trouxeram alivio da pressdo sobre as florestas
naturais e também a criacdo e desenvolvimento dos departamentos de silvicultura
dessas empresas, no impeto de aumentar o rendimento da matéria prima em suas
plantas industriais.

A expansdo da eucaliptocultura é consequéncia direta da expansao dos
mercados interno e externo de celulose a partir da década de 1970 e da crescente
valorizagdo da biomassa como insumo energético viavel a partir das crises do

petréleo (1973 e 1979) e da incorporacdo definitiva da tematica ambiental nas
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discussdes sobre desenvolvimento sustentavel a partir da década de 1990 (COUTO
et al., 2008).

O eucalipto € uma espécie arborea que se destaca devido a extensao de sua
area plantada nas regioes de clima tropical, tendo como maiores referéncias Brasil,
india, Africa do Sul, Portugal, Angola, Espanha e China. O Brasil tornou-se o maior
produtor mundial de eucalipto principalmente devido ao seu potencial edafo-
climatico. Os principais produtores brasileiros sdo os estados de Minas Gerais, Sao
Paulo e Bahia (ALVES, 2005). Levando-se em consideracdo o ano base de 2009, o
Brasil possui uma regiéo reflorestada com eucalipto de mais de 4,5 milhdes de ha
(ABRAF, 2010).

O género Eucalyptus ou eucalipto pertence a famila Myrtaceae e possui como
centro de origem a Austrélia e regides proximas ao Timor, Indonésia, Papua Nova
Guiné, Molucas, Java e sul das Filipinas, ou seja, uma faixa compreendida entre
latitudes 9° N e 44° S. Este género compreende mais de 700 espécies, varias das
guais sao de grande importancia econémica (ELDRIDGE, 1993; UDOVICICI et al.,
1995 apud ALVES 2005).

O hibrido de Eucaliptus urophylla x Eucalyptus grandis, popularizado como
Eucalyptus urograndis, foi obtido via programas de melhoramento genético, para
permitir melhor qualidade das florestas plantadas e, consequentemente, maior
produtividade de matéria-prima para a obtencao de celulose. A produtividade inicial
da década de 1960, estimada em torno de 20m®ha/ano, foi elevada para atuais 45-
60 m*/ha/ano. Embora a maior parte das plantacdes de eucalipto no Brasil tenha por
finalidade a producéo de papel e celulose (52 milhdes de m3 em 2009) e carvdo
vegetal/lenha industrial (51 milhdes de m® em 2009), tem aumentado a utilizacdo da
madeira para construcdo civil e das folhas para extracdo de esséncias (ABRAF,
2010; SILVA; BRITO; SILVA, 2006; ROSSI, 2009; BRAGA, 2008).

2.2 A producéao de carvao vegetal e o extrato pirolenhoso

A producdo de carvdo vegetal, no Brasil, é destinada ao atendimento da
demanda de diversos segmentos da industria (siderurgia, metalurgia, cimento, etc),
bem como para utilizacdo residencial urbana e rural. O setor siderurgico € o que
mais se destaca (BRITO, 1990).



29

A producdo é realizada por meio do processo denominado carbonizagdo ou
pirélise, que consiste na decomposicdo da biomassa pelo calor, sob controle da
presenca de ar. E um processo constituido por uma série de reacées complexas,
onde o calor fraciona a estrutura molecular da biomassa, liberando compostos de
carbono na forma sdlida, liquida e gasosa, que poderdo ser utilizados como
combustiveis ou insumos quimicos (DINIZ, 2005).

A quase totalidade das 10 milhdes de toneladas anuais de carvdo vegetal
produzidas no Brasil (0 maior produtor mundial, respondendo por cerca de 30% do
total) é obtida pela carbonizacdo conduzida de forma artesanal, em fornos
construidos em alvenaria (BRITO, 1990). Em diversos outros paises, empregam-se
as chamadas retortas, equipamentos geralmente construidos em metal, onde a
carbonizacdo é conduzida sob regime totalmente industrial, com elevado nivel de
controle de processo (QUADROS, 2005).

A tecnologia utilizada no Brasil descarta, na maioria das vezes através da
emissdo de gases a atmosfera, muitos componentes quimicos. Dessa forma, o
resultado global das emissdes de gases € importante tanto com relacdo a aspectos
ambientais quanto de perda de possiveis produtos quimicos que poderiam agregar
valor a producéo de carvao vegetal (BRITO, 1990).

Segundo Pimenta et al. (2000), os poluentes provenientes do processo de
carbonizacdo podem ser classificados em trés grupos principais: materiais
particulados, gases ndo condensaveis e 0s compostos organicos condensaveis. O
material particulado compde-se de cinzas, particulas de carvao e fuligem, que séo
arrastadas do leito de carbonizacdo dentro de micro goticulas de alcatrdo. Os gases
nao condensaveis, por sua vez, se compdem essencialmente de CO,, CO, H; e CHy,
enquanto que 0s compostos organicos condensaveis sdo um grupo formado por
compostos organicos agrupados em classes quimicas variadas (BARCELLOS,
2002). A fumaca de carbonizacdo apresenta em sua composicdo subprodutos
téxicos como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, que apresentam atividade
mutagénica e cancerigena (PIMENTA et al., 2000; CRISTALE et al., 2008).

Uma vez condensados mediante resfriamento, os compostos organicos déo
origem a duas fracbes: aquosa (extrato pirolenhoso) e oleosa (alcatrdo).
(QUADROS; 2005; CAMPOS, 2007).

O extrato pirolenhoso € a fragdo aquosa do liquido condensado, de cor

marrom, contendo pelo menos 80% de agua. O restante da sua composicao
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apresenta uma gama de dezenas de componentes quimicos, com destaque para o
acido acético, o alcool metilico e a acetona (QUADROS, 2005; LOO et al., 2007).

O alcatréo, que é a fracdo oleosa ou pesada do condensado, apresentando
coloracdo negra, € composto por dezenas de produtos quimicos, mostrando-se mais
denso e viscoso que o extrato pirolenhoso, do qual se separa, em sua maior parte,
por simples decantacdo. A separacdo mais completa é obtida mediante a destilacéo
do liquido condensado. O alcatrdo decantado apresenta composicdo rica em
compostos fendlicos. As principais referéncias de uso para o alcatrdo sdo: como
combustivel; como matéria-prima para obtencéo de fendis com finalidades quimicas
e farmacéuticas; como preservativo de madeira; na producéo de solventes, tintas e
vernizes.(FOELKEL, 2012). Se no exterior a maior énfase € para usos quimicos, no
Brasil, a sua recuperacao tem sido conduzida desde a década de 80 para utilizacéo
como combustivel em fornalhas.

Apesar do extrato pirolenhoso conter muitos compostos quimicos, as
concentracfes dessas substancias sdo relativamente muito baixas, comparadas a
guantidade de &gua no extrato, conforme observado por Quadros (2005) e Loo et al.
(2007). A grande maioria dos mesmos constitui-se de &cidos, especialmente o &cido
acético. Fengel e Wegener (1984) relataram que a degradacdo térmica da
hemicelulose gera &cido acético, metanol, furfural, aldeidos e cetonas. Geralmente
os acidos sédo formados da destruicdo da celulose, hemicelulose e lignina. Com
relacdo aos componentes fendlicos e seus derivados, provavelmente eles sao
oriundos da pirélise da lignina. Segundo Ratanapisit et al. (2009), geralmente a
guantidade de compostos fendlicos aumenta com o aumento da temperatura de
pirélise.

A figura 1 mostra uma ilustracdo sobre os produtos que podem ser obtidos da

carbonizagdo da madeira, incluindo-se o extrato pirolenhoso.
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Figura 1 — Esquema de recuperacgédo de gases da carbonizagdo de madeiras. Os valores (em kg)
correspondem aos rendimentos médios de produtos obtidos da carbonizacdo da madeira
de eucalipto (valores laboratoriais para madeira seca) (BRITO, 2000)

2.3 O extrato pirolenhoso e suas origens

A fabricacdo e utilizacdo do extrato pirolenhoso é muito antiga. Na China,
existem relatos de sua utilizacdo ha milénios atras e na india foi muito utilizado para
tratamento de doencas. Na Europa, século 17, ja havia destilacdo seca de madeira
para producdo de alcatrdo, com relato de aproveitamento do liquido pirolenhoso. O
inicio da producédo do extrato pirolenhoso em maior quantidade ocorreu a partir de
1813 na Inglaterra, para ser utilizado na coloracéo do linho (CAMPOS, 2007).

Uma monografia produzida pela Sociedade BritAnica para a Historia da
Ciéncia (BRITISH SOCIETY FOR THE HISTORY OF SCIENCE - BSHS, 1988)
enumera trés companhias produzindo o acido pirolenhoso em 1820 na Inglaterra e
aponta para a introducdo dos destiladores para a producdo do extrato pirolenhoso
em 1826. Em 1941, ja havia oito companhias produzindo o extrato pirolenhoso com
grandes lucros.

A divulgacdo das primeiras pesquisas com 0 extrato pirolenhoso no Japao
data de 1874. Em 1893, as pesquisas experimentais visavam a construcéo de fornos
e de técnicas de carbonizacdo para obtencdo de 6leo de terenbentina e alcatréo.
Ap6s a Segunda Guerra, em 1944, no pais iniciou-se a utilizacdo do extrato

pirolenhoso nas lavouras. Em 1945, foi publicado o primeiro livro, intitulado



32

“Fabricagédo e Utilizagdo do Extrato Pirolenhoso”, por Tatsujiro Fukuda, com relatos
interessantes sobre a eficiéncia do extrato pirolenhoso na cultura do arroz, sendo
utilizado contra pragas e passaros e no processo de compostagem e esterelizacao
(CAMPOQOS, 2007).

No Brasil, a demanda por produtos naturais e/ou organicos tem crescido
muito nos Ultimos anos e, nesse contexto, o extrato pirolenhoso tem sido uma das
referéncias (GLOBO RURAL, 2009). O interesse pelo produto € decorrente do seu
reduzido nivel de toxidez, protegendo, dessa forma, a saude do agricultor, bem
como a do consumidor.

O pioneirismo em relagdo ao uso do extrato pirolenhoso na agricultura no
Brasil € atribuido ao Agrénomo Shiro Miyasaka, fundador da Associacdo dos
Produtores de Agricultura Natural de Sdo Paulo (APAN), que passou a ser uma das
referéncias brasileiras nessa area. Atualmente, pode-se encontrar produtos
comerciais disponiveis a base de extrato pirolenhoso para aplicacao agricola e sua
utilizacao é proposta, por exemplo, como veiculo para os micronutrientes de plantas,
ajuste de pH, entre outras propriedades ndo confirmadas, como controle de pragas.
(ECOPIROL; BAUSIL, 2009).

Tipicamente, o extrato pirolenhoso aparenta ser um liquido de cor marrom
avermelhada que assemelha-se a combinacdo de cha preto, da cor da cerveja ou
vinho. O extrato pirolenhoso pode variar da cor verde escura para uma vermelha
escura, dependendo da estocagem, do processo de fabricacéo, do tipo de madeira e
suas condi¢fes climéticas. O pH do extrato pirolenhoso é baixo, variando de 2 a 3,
devido a sua elevada quantidade (8 a 10%) de &cidos volateis, principalmente acido
acético e acido férmico, sendo que 0os mesmos sao responsaveis pela propriedades
corrosivas do extrato (SIPILA et al., 1998; AUBIN et al., 1980; LOO et al., 2007).

De acordo com Campos (2007), o extrato pirolenhoso puro ndo é
concentrado, diluido ou misturado com quaisquer substancias similares. Ele é
produzido por meio da colocagdo da solucdo nado diluida natural no tanque de
armazenamento, a espera da estabilizacdo natural com posterior filtragem da
solucdo com carvao ativado para refinamento (eliminando as pequenas impurezas).
Ele deve ser acondicionado em recipiente facil de reconhecer e resistente aos
acidos, além de nunca ser armazenado em vasilhas de ferro ou aluminio. Seu odor
caracteristico € o cheiro de defumados. Deve-se evitar 0 contato do extrato
pirolenhoso bruto com a pele e o alcance de criancas.
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Definicbes para o controle de qualidade do extrato pirolenhoso obtido de
diferentes métodos de producgédo, assim como sua utilizagdo, ainda ndo existem que
especifiguem seus constituintes e uma norma mais rigida de controle de qualidade
torna-se necessaria para garantir a seguranca e eficacia desse produto. Um
procedimento que garantiria a seguranca e eficacia do produto seria a especificacdo

de sua composicao.

2.4 Referéncias de aplicacéo do extrato pirolenhoso

2.4.1 Normas

As regras de utilizacdo do acido pirolenhoso tém passado por mudancas.
Inicialmente o extrato pirolenhoso era considerado um  composto
quelante/complexante, segundo a Secretaria de Apoio Rural e Cooperativismo do
Ministério da Agricultura e Abastecimento (2004). Na agricultura, embora né&o
existisse muito material cientifico que comprovasse a propriedade quelante do
extrato, ele era utilizado para liberar os metais pesados adsorvidos no solo e
aumentar a sua disponibilidade, de forma que as plantas pudessem extrair maior
guantidade de metais (LIMA, 2008).

Em dezembro de 2008, o Ministério da Agricultura publicou a instrucao
normativa n°® 64, que mudava as regras proibindo a utilizacdo de produtos que
tivessem contaminantes maléficos & saitde humana e mencionavam entre eles o
acido pirolenhoso. Segundo Michella Taki, agrobnoma da Cativar, Cooperativa de
Técnicos do Vale do Ribeira, essa instrucdo normativa proibia a utilizacdo desse
acido devido a falta de dados conclusivos sobre suas propriedades; por conter
alcatrdo na sua composi¢cdo, o produto entrou na lista de produtos proibidos na
agricultura organica (GLOBO RURAL, 2009).

Em 2009, a Secretaria de Defesa Agropecuéaria e Abastecimento aprovou
uma nova instrucdo normativa n°25 sobre especificagbes e as garantias, as
tolerancias, o registro, a embalagem e a rotulagem dos fertilizantes organicos
simples, mistos, compostos, organominerais e biofertilizantes destinados a
agricultura. Nela o &cido pirolenhoso é aprovado como agente quelante e

complexante organico autorizado para fertilizantes organicos e organominerais, além
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de aprovado como aditivo autorizado para uso em fertilizantes organicos

organominerais.

2.4.2 Pesquisas sobre aplicacdo do extrato pirolenhoso

Pesquisas sobre controle de bactérias indicam que o extrato pirolenhoso é
eficaz no controle da Pseudomona sp (DE MELO et al., 2007).

Em estudos conduzidos in vitro no controle de Sclerotinia sclerotiorum, a
aplicacdo de extrato pirolenhoso mostrou-se mais eficiente na redugdo do
crescimento micelial do que no tratamento com o6leo da planta “nim”. Os resultados
do extrato pirolenhoso mostraram-se muito proximos ao tratamento testemunha
positiva (MELLO et al., 2002). Outra pesquisa comparou produtos quimicos
preservantes e extrato pirolenhoso obtido a partir de trés espécies do cerrado
(Vochysia thyrsoidea, Qualea grandiflora e Pouteria ramiflora) na inibicdo de fungos
emboloradores (Aspergillus Niger e Trichoderma sp.) em meio de cultura BDA
(batata, dextrose e agar), quando comparado com o pentaclorofenato de soédio
(PCP-Na), tribromofenol (TBF), tribromofenato de sédio (TBP-Na) e 3-iodo-2 propinil
butil carbamato (IPBC), comercialmente utilizados para esta finalidade. Os
resultados indicaram que os extratos pirolenhosos foram mais eficientes no controle

do fungo Aspergillus Niger em relacéo ao Trichoderma sp (DA COSTA et al., 2003).

2.5 Os produtos “naturais/organicos” e a industria cosmética e de saneantes

Atualmente o cosmético e saneante sdo definidos como descrito a seguir
segundo ANVISA (1977).

Cosmético - O de uso externo, destinado a protecdo ou ao embelezamento
das diferentes partes do corpo, tais como poés faciais, talcos, cremes de beleza,
creme para as maos e similares, mascaras faciais, lo¢cdes de beleza, solugbes
leitosas, cremosas e adstringentes, logbes para as maos, bases de maquilagem e
6leos cosmeéticos, rouges, blushes, batons, lapis labiais, preparados anti-solares,
bronzeadores e simulatorios, rimeis, sombras, delineadores, tinturas capilares,
agentes clareadores de cabelos, fixadores, laqués, brilhantinas e similares, ténicos

capilares, depilatorios ou epilatérios, preparados para unhas e outros
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Saneante Domissanitério - Substancia ou preparacdo destinada a
higienizagcdo desinfeccdo ou desinfeccdo domiciliar, em ambientes coletivos ou
publicos, em lugares de uso comum e no tratamento da agua, compreendendo:

a) Inseticida - destinado ao combate, a prevencado e ao controle dos insetos
em habitacdes, recintos e lugares de uso publico e suas cercanias.

b) Raticida - destinado ao combate a ratos, camundongos e outros roedores,
em domicilios, embarcacfes, recintos e lugares de uso publico, contendo
substancias ativas, isoladas ou em associa¢ado, que nao oferecam risco a vida ou a
saude do homem e dos animais Uteis de sangue quente, quando aplicado em
conformidade com as recomendacdes contidas em sua apresentacao.

c) Desinfetante - destinado a destruir, indiscriminada ou seletivamente,
microrganismos, quando aplicado em objetos inanimados ou ambientes.

d) Detergente - destinado a dissolver gorduras e a higiene de recipientes e
vasilhas e a aplicacdo de uso doméstico.

Existe um movimento mundial crescente no sentido de se incluir os atributos
de produto natural e/ou organico a uma gama cada vez maior de cosmeéticos. Esse
movimento se intensificou a partir de 2001, inspirado, entre outras coisas, pela
virada do milénio como marco de resgate da esséncia do ser humano. No Brasil,
ainda nao existem dados especificos sobre esse mercado, mas algumas pesquisas
estatisticas de outros paises conseguem dar uma dimensdo do quanto ele é
significativo. Nos Estados Unidos, onde a industria de cosméticos ja suplantou a
marca de faturamento de US$ 20 bilhdes por ano, cerca de 10% dessa cifra, ou seja,
US$ 2 bilhdes, sdo provenientes das vendas de produtos com base natural
(CORAZZA, 2006).

Segundo a revista Cosmetics & Toiletries (2007), o mercado de produtos
cosméticos naturais e organicos € muito promissor. Ela apresenta dados do “The US
Market for Natural Personal Care Products” informando que esses produtos
deveriam alcancar a cifra de 5,8 bilhdes de dolares no ano de 2008. Na Europa,
esse mercado ja ultrapassou a marca de 1 bilhdo de euros, sendo que, na
Alemanha, os produtos representam 4% do que é comercializado pela industria
cosmeética, estimando-se que atinja 10% em 2012. Na Franca, onde esse mercado
de cosméticos é mais dinamico, em 2005, a venda dos cosméticos naturais cresceu

40%. Apesar da extensado do territorio brasileiro, o pais ocupa ainda a 72. posi¢ao



36

bY

em area destinada a producdo organica. No entanto, acredita-se que,
acompanhando a tendéncia mundial, este mercado esteja em franco crescimento.

Com relacdo a saneantes, o0 segmento de produtos de limpeza, ha 6 anos
consecutivos, vem registrando crescimento acima do PIB. Segundo dados da
Associacdo Brasileira de Produtos de Limpeza e Afins (ABIPLA), o crescimento do
faturamento do setor no Brasil, medido como percentual em relagdo ao ano anterior
foi de 6,5% em 2008, 7,0% em 2009, 11% em 2010 e 6,7% em 2011 (valor
estimado) atingindo um valor de R$ 14,4 bilhdes (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS
INDUSTRIAS DE PRODUTOS DE LIMPEZA E AFINS - ABIPLA, 2012). Muitos
estudos vém apontando também que langcamentos constantes, novas tecnologias,
ingredientes especiais, maior eficiéncia, embalagens inovadoras e melhor relacédo
custo-beneficio estdo fazendo toda a diferenca na escolha do consumidor e no
faturamento das empresas (HOUSEHOLD & COSMETICOS, 2009).

Como ja mencionado, os produtos organicos sdo uma opcao interessante
para empresas que buscam atender as aspiracbes de saude, ecologia e
responsabilidade social dos novos clientes. A selecdo de um sistema conservante
adequado para compor a formula de um produto preservando sua integridade ainda
€ um grande desafio. Mencione-se que as listas de ingredientes permitidos para
cosmeéticos organicos, por exemplo, sdo bem restritas até 0 momento. No caso de
saneantes novos conservantes estdo sendo estudados visando a substituicdo do
formaldeido, cuja utilizacdo para este fim estd proibida. Dessa forma, a busca por
novos produtos se mostra bastante importante, o que motiva a realizacao de estudos
nessa direcao a partir do extrato pirolenhoso.

2.6 Conservantes

Os conservantes sao substéncias quimicas, também conhecidas como
preservantes (traducdo adaptada do inglés, preservative), usados em muitos
cosméticos e saneantes para aumentar a vida 0til dos produtos, impedindo o
desenvolvimento de bactérias, fungos, leveduras e mofos que podem causar
doencas ou, simplesmente, prejudicar o bom aspecto do produto final. Ndo é funcéo
do conservante compensar mas praticas de fabricagdo. Mesmo que o fabricante

possa oferecer um produto isento de contaminagbes, o préprio consumidor,
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inadvertidamente, pode adicionar uma certa carga microbiana durante o seu uso,
tornando-se necessario prover o produto de algum sistema eficiente de conservacao.

Um produto livre de microorganismos que possam causar danos a saude
humana constitui uma exigéncia crescente, principalmente por parte dos
consumidores e também dos 6rgdos responsaveis pela vigilancia sanitaria do Pais.
Um creme ou xampus contaminado pode causar um dano a saude do consumidor
devido a populacdo de microorganismos. O crescimento de microorganismos pode
ainda provocar mudancas de cor, odor e consisténcia, resultando no abandono do
produto pelo consumidor, reclamacdes de produto junto a empresa e nas
consequentes perdas financeiras e de imagem da marca ou da empresa como um
todo. Embora o seu uso seja controvertido, varios conservantes sdao aprovados e
aplicados em uma infinidade de produtos cosméticos. Para se selecionar o melhor
sistema conservante para cada férmula, na sua melhor combinacéo de tipos de ativo
e na concentracdo ideal, é preciso dominar o conhecimento do trinémio produto-
conservantes-microorganismos. Como produto, €é importante considerar sua
composicdo quimica, embalagem e o processo de fabricacdo (COSMETICOS E
PERFUMES, 2010; ANVISA, 2008a).

O primeiro aspecto a ser considerado na escolha do conservante € a
regulamentacdo do uso de substancias de acao conservante permitidas, uma vez
que € de carater eliminatério. No Brasil, atualmente as normas de BPFeC (Boas
Praticas de Fabricacdo e Controle) sédo estabelecidas pela Portaria do Ministério da
Saude No 348 de 18 de agosto de 1997. A lista de conservantes permitidos para
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes consta da Resolucdo RDC
(Resolucédo de Diretoria Colegiada) No 162 de 11 de setembro de 2001 (ANVISA,
2008c). Ja a do setor de Saneantes consta da RDC n°35 de 03 de Juno de
(ANVISA, 2008b).

Para se definir se a susceptibilidade do produto & maior a contaminagéo por
bactérias, fungos ou leveduras, avalia-se inicialmente a atividade do produto sob a
agua que, quanto maior a quantidade, mais susceptivel serd a bactérias. Em geral,
cremes e logdes exigem atividade tanto bacteriostatica quanto fungistatica, fazendo-
se necessario utilizar misturas de conservantes de amplo espectro de atividade. As
propriedades fisico-quimicas e organolépticas devem ser avaliadas para prever-se
possiveis incompatibilidades quimicas com os componentes da férmula (e até de

inativacdo do conservante), possiveis interferéncias na cor, no odor e também no
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sabor, em caso de produtos para os labios (COSMETICOS E PERFUMES, 2010;
ANVISA, 2008a).

Na pratica, todos os produtos cosmeéticos estao sujeitos a contaminacdo com
microrganismos. O crescimento de fungos e bactérias nos produtos dependera de
uma série de fatores quimicos e fisicos, como disponibilidade de dgua, composi¢céo
do produto que fornecera nutrientes para 0s microrganismos e temperatura de
estocagem (ORTH, 1984). A baixa qualidade de um cosmeético pode ocorrer
principalmente devido a contaminacdo microbiana resultante da falta de higiene na
fabricagdo e da baixa estabilidade dos constituintes da formulagdo. Durante a
fabricacdo é importante evitar que os microrganismos invadam o produto, o qual é
um substrato com substancias excelentes para 0 seu crescimento, provocando
modificacdes visiveis ou ndo no produto final, tais como alteracdo de cor, odor,
viscosidade, caracteristicas sensoriais, degradacdo dos componentes da
formulacdo, além de poder ocasionar reagfes toxicas ao usuario, dependendo do
tipo do microrganismo presente, da via de administracdo utilizada e do estado de
saude do usuério do produto (CARVALHO et al.,1989).

Uma formulacdo cosmética geralmente apresenta requisitos importantes para
0 crescimento microbiano, como agua, varios minerais e vitaminas, além de ser um
ambiente com oxigénio, pH e temperatura favoraveis (PARKER, 1984). Dessa forma,
ela se torna alvo de contaminacdo em sua producéo, para o desenvolvimento de
microrganismos. Alguns microrganismos estao relacionados com provaveis fontes de
contaminacdo: agua  (Pseudomonas, Xantomonas, Flavobacterium e
Achromobacter), ar (esporos de fungos, Penicillium, Mucor, Aspergillus, Bacillus sp.,
leveduras e esporos bacterianos), matéria-prima (Clostridium sp., Salmonella,
coliformes, Actinomyces, bolores e leveduras) e pessoal operacional (coliformes,
Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium) (CORBETT, 1992; CHORILLI et
al., 2007).

A eficacia do sistema conservante s6 pode ser garantida por meio de testes
de desafio ou Challenge Tests, como sé&o conhecidos, que consistem na inoculacéo
do produto com microorganismos especificados pela CTFA (The Cosmetic, Toiletry
and Fragrance Association) e a constante monitorizacdo da carga sobrevivente.
Idealmente, estes testes devem ser realizados durante os testes de estabilidade das
amostras na fabrica (COSMETICOS E PERFUMES, 2010; ANVISA, 2008a).
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2.6.1 O conservante ideal

O conservante ideal ndo existe e é por isso que se usam combinacdes ou
“‘blends” de produtos. Um bom conservante deve apresentar atividade de amplo
espectro, ou seja, deve eliminar todos os tipos de microorganismos, que incluem
fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Em geral, substancias quimicas
ativas contra bactérias ndo séo ativas contra fungos e os ativos contra fungos néo
séo efetivos contra bactérias. Por outro lado, os conservantes devem ser usados nas
mais baixas concentracdes possiveis, de acordo com as exigéncias, reduzindo as
chances de irritacdo e outras preocupacoes de toxicidade. O conservante ideal para
uso em cosmeéticos deve ser solivel em &gua e insolivel em 6leo, pois os
microorganismos crescem ha fase aquosa e na interface agua-Oleo. Assim, para
serem mais funcionais, os conservantes devem ser acrescentados na fase aquosa.
A estabilidade é outra importante propriedade tanto para cosméticos quanto para
saneantes. O conservante deve ser estavel a qualquer temperatura e condi¢cdes de
pH que sejam utilizadas durante o processo de fabricacdo dos cosméticos, deve ser
incolor e inodoro, bem como n&o deve reagir com outros ingredientes para formar
cores ou odores, nem deve perder atividade na sua presenca. O conservante ideal
deve funcionar durante a fabricacdo e ao longo da vida atil dos cosméticos e
saneantes, apresentar facilidade de andalise usando métodos atuais bem conhecidos
e deve ser de facil controle, bem como n&o inflamavel e ndo téxico (COSMETICOS
E PERFUMES, 2010; ANVISA, 2008a).

2.6.2.Regulamentac6es e aprovacées’

Embora existam algumas criticas ao uso de conservantes em cosméticos,
alguns deles estédo inclusos em uma lista aprovada por autoridades competentes,
tendo sido testados repetidamente para assegurar sua seguranca em aplicacoes
cosméticas.

Os parabenos, por exemplo, ndo sdo perigosos, sdo autorizados para uso na
indUstria cosmética e atualmente sdo o0s conservantes que oferecem maior

efetividade a mais baixas doses. A regulamentacdo da Unido Européia e do Brasil

! Os comentarios desse item foram essencialmente baseados em COSMETICOS E PERFUMES, 2010.
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permite 0 uso de no maximo 0,4% de cada parabeno e um méximo de 0,8% de
parabeno total. J& o Jap&do permite no méaximo 1% de parabeno total em todos os
produtos cosméticos.

Os fenoxi-etandis sdo confirmados pela Comissdo de Cosmetologia da
AFSSAPS (Agéncia Francesa de Segurancga Sanitaria dos Produtos de Saude) como
seguros em suas aplicacdes cosméticas. Na Franca, o fenoxi-etanol gerou
controvérsia devido aos éteres de glicol, porém, todos os estudos disponiveis foram
examinados e o caso foi arquivado.

De acordo com a Agéncia Internacional dos Estados Unidos de Pesquisa em
Cancer (IARC), o formaldeido é classificado como CMR1 (Carcinogenic, Mutagenic,
Reproduction Toxic Substances Category 1°) e esteve por muitos anos sob a
fiscalizacdo da vigilancia epidemiolégica, em particular, com o monitoramento de
trabalhadores expostos a seus fumos. As autoridades de salude estédo revisando os
resultados deste estudo para decidir se os regulamentos precisam ser modificados.
A Agéncia de Substancias Quimicas Européia solicitou informacdes adicionais para
confirmar a classificacdo da IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer).
No caso de cosméticos, o formaldeido é o conservante menos usado, sendo
encontrado, principalmente, em xampus sem enxague. O triclosan € um antimicGtico
usado para propésitos terapéuticos, sendo um dos poucos antimicéticos ativos em
pacientes imunodeprimidos. Também € usado como conservante em muitos
produtos de consumo.

O problema quanto ao triclosan é a resisténcia, ou seja, quanto mais a pessoa
se expde a esta substancia, mais alto € o risco de ela se tornar menos resistente ao
organismo, tornando-o terapeuticamente inativo. Assim, de acordo com o SCCP
(Comité Cientifico da Unido Européia para Produtos de Consumo) € melhor limitar
seu uso para evitar o desenvolvimento de resisténcia. Todavia, segundo a EMEA
(Agéncia Européia para Avaliagdo de Produtos Medicinais) seu uso topico nao
induziria a resisténcia.

Ainda com referéncia aos EUA, atualmente o FDA (Food and Drug
Administration) proibe ou imp8e severas restricdes ao uso de varios conservantes. O
hexaclorofeno € um deles. Devido a seu efeito neurotoxico e a sua habilidade para
penetrar na pele humana, o hexaclorofeno s6 pode ser utilizado quando um
conservante alternativo ndo se mostrar efetivo. O nivel de uso ndo pode exceder

0,1% e ndo pode ser usado em cosméticos que sejam aplicados em mucosa. As
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combinacdes de mercario também sdo proibidas ou restritas, porque sao
prontamente absorvidas pela pele em aplicacdes topicas e tém a tendéncia de
acumularem-se no corpo. Podem causar reacdes alérgicas, irritacdo da pele ou
manifestacdes neurotdxicas. Em cosméticos, seu uso € limitado na area dos olhos a
uma concentracdo que ndo exceda 65ppm de mercario como metal
(aproximadamente 0,01% acetato de fenilmercario), desde que nenhum outro
conservante efetivo e seguro esteja disponivel para uso. O bitionol também é
proibido, devido a sensibilizacdo de foto-contato. O halogenato salicilanilides
também é proibido ou tem seu uso restrito, devido a sensibilizagdo de foto-contato.
Este ingrediente inclui  dibromsalan, tribromsalan, metabromsalan e
tetraclorosalicilanilide.

A Unido Européia pré-aprova os conservantes, trabalhando em uma Lista
Positiva conhecida como Anexo VI da Lista de Produtos Cosmeéticos que Contém
Conservantes (COMISSAO EUROPEIA, 2011). Atualmente existem 56
conservantes permitidos. Muitos outros paises seguem o regulamento geral da
Unido Européia e agora possuem “Listas Positivas” para conservantes permitidos. O
Japdo mudou os regulamentos cosméticos e publicou uma Lista Positiva, a qual é
ainda mais restrita. O Canada estabeleceu uma “Lista Quente” de ingredientes
cosmeéticos que ou sao proibidos ou sao restritos. A adicdo ou mudancas estdo sob
o controle da Divisdo de Cosméticos da Agéncia de Seguranca de Produtos de
Consumo, que faz parte do Ministério da Saude do Canada.

No Brasil, 60 conservantes estdo aprovados para uso (Anexos A e B), sendo
que as proibicdes e restricdes estdo a cargo do Ministério da Saude. No caso de
saneantes, o conservante formaldeido comumente utilizado nos produtos foi banido
das formulacdes devido a sua reconhecida carcinogenicidade e atual classificacédo
toxicololdgica pela IARC. Uma lista com as substéncias de acdo conservante
permitidas e suas respectivas concentracdes foi fornecida na mesma resolu¢cdo RDC
n°35. Uma lista com o0s conservantes aprovados pela ANVISA é colocada nos

Anexos A e B.

2.7 Exigéncias e desafios dos conservantes naturais para cosmeéticos e saneantes

A partir dos anos 90, houve uma conscientizacdo global de que o novo século

seria 0 da preservacdo dos recursos ambientais e da qualidade de vida, com o
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consequente aumento, em escala geométrica, da complexidade dos produtos, dos
mercados e da logistica como um todo. O grande desafio das empresas passou a
ser, portanto, viabilizar matérias-primas e processos, que minimizem 0s impactos
ambientais, utilizem fontes naturais renovaveis e possam ter, como vantagem
competitiva, funcionalidades que melhorem a qualidade de vida do ser humano
(PICCOLI, 2008; ROSSI, 2009).

As exigéncias do mercado consumidor induzem a industria cosmética a
formular produtos seguros cada vez menos agressivos e naturais. Durante a
formulagdo para tais apelos, a dificuldade maior encontra-se em conservar o produto
final (PACKER; LUZ, 2007).

Tendo em vista a procura dos consumidores por produtos cada vez mais
seguros, a tendéncia mundial é a da minimizacdo da concentracdo e do numero de
tipos de ativos, permanecendo no mercado os que contam com melhores e mais
completos estudos toxicolégicos, bem como com dados epidemiol6gicos
satisfatérios. Isto obriga o formulador a aprofundar seus conhecimentos em quimica,
para combinar sinergicamente um portifélio cada vez menor de ativos e reduzir a
necessidade do uso de conservantes. Repensa-se, assim, o método tradicional de
formulagdo em que os conservantes eram encarados como simples coadjuvantes
para se criar um conceito mais avancado de produtos auto-conservantes ou livres de
conservantes em que a conservacao € inerente a prépria formula. Esse conceito
alinha-se as metas de reducdo de custos de desenvolvimento e otimizacdo de
formulas, uma prioridade que ja se incorporou em todas as organizacfes (PINTO et
al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram utilizados dois tipos de extrato pirolenhoso:
a) Obtido em escala industrial junto a um produtor de carvao vegetal;

b) Obtido em escala de laboratério.

3.1.1 Extrato pirolenhoso obtido em escala industrial

Foi utilizado extrato pirolenhoso obtido da carbonizacdo da madeira de
eucalipto, coletado entre as temperaturas de 80 e 120° C, em fornos de alvenaria,
numa carvoaria localizada na regiéio de Atibaia, S&o Paulo®>. O produto havia sido
armazenado durante 3 anos visando a separagdo de uma camada de residual
superior de aspecto oleoso (6leo leve) e uma camada inferior decantada (alcatréo).
A parte intermediaria era considerada como o extrato pirolenhoso propriamente dito
(ASSOCIACAO DOS PRODUTORES DE AGRICULTURA NATURAL - APAN, 2003).

3.1.2 Extrato pirolenhoso obtido em escala de laboratorio

Foi utilizado extrato pirolenhoso obtido da carbonizacdo laboratorial de
cavacos de madeira de Eucalyptus urograndis, clone hibrido interespecifico, que
concilia as caracteristicas de crescimento rapido do E. grandis, espécie muito
difundida para a producdo de carvao vegetal nos estados de Minas Gerais e Sao
Paulo, com as maiores densidade e variedade fenotipica do E. urophylla, espécie
que assumiu posicao estratégica no melhoramento genético em areas com vocacgao
para a silvicultura clonal (ASSIS, 2001; COUTO et al., 2008).

O produto foi obtido mediante a condensagdo dos gases da carbonizacao

como descrito no item 3.2.1.2.

2 . ~
Carvoaria Sdo Manoel.
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3.2 Método®

3.2.1 Obtencéo dos extratos pirolenhosos

3.2.1.1 Extrato pirolenhoso de laboratorio

Para obtencdo do extrato pirolenhoso foi realizada carboninazacdo de
cavacos de madeira a temperatura de 400° C em forno-mulfa. Considerou-se o inicio
da carbonizacdo a 100° C, equivalente aquela sob a qual o material havia sido
submetido a secagem em estufa, até peso constante. Para a condu¢do do processo,
considerou-se um tempo total de 2,5 horas de tratamento. Foram conduzidas trés
repeticbes de carbonizacdes. Apds atingida a temperatura final, o aquecimento foi
interrompido e o material deixado em resfriamento natural no interior do forno-mufla
até 35 a 45° C. O forno-mufla aquecido era dotado de resisténcia elétrica e
indicacdo e controle analégicos de temperatura. Um recipiente metalico (volume
nominal de 500 cm?®) foi colocado no interior da mesma, contendo amostras de
madeira seca. A quantidade de madeira utilizada em cada pirdlise foi fixada em
funcdo da méxima ocupacéo do volume do recipiente metélico. O forno-mufla estava
conjugado a um sistema de coleta e separacdo dos gases condensaveis e nao-

condensaveis (figura 2 e figura 3).

3.2.1.2 Extrato pirolenhoso industrial

O extrato constou do liquido obtido pela condensacdo da fumaca da
carbonizacdo da madeira, na fase em que a mesma era expelida nos limites de 80 e
120°C medida a cerca de 10cm abaixo da boca de saida da chaminé, em fornos de
alvernaria, na Carvoaria S&o Manoel, localizada na regidao de Atibaia, Sdo Paulo.
Essa era a pratica da empesa, visando a obtencao de extrato pirolenhoso para fins
de comercializagdo. A madeira utilizada foi Eucalyptus sp (provavelmente E.saligna)
com idade entre 5 e 8 anos, umidade entre 20 e 25% cortada a 1,10m de

comprimento e didametro médio de 20cm. O forno possuia volume para carga de 5

* 0s procedimentos foram conduzidos no LQCE — Laboratdrios Integrados de Quimica, Celulose e Energia do

Departamento de Ciéncias Florestais / ESALQ / USP.
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metros cubicos aparentes de madeira. A figura 4 apresenta referéncias do local da
obtencao do extrato pirolenhoso industrial.

MUF?\

|

/JY_.”

A

AGUA

Figura 2 - Processo de pirolise e coleta dos gases. As setas indicam o sentido da entrada e saida da
agua do condensador, (A) Baldo de coleta de gases condensaveis, (B) Baldo de coleta dos

gases ndo-condensaveis
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Figura 3 - Equipamento utilizado na pirdlise laboratorial

Condensadores
de fumaga

Figura 4 - Processo industrial de pirélise e coleta dos gases
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3.2.2 Balanco de massa e célculo de rendimentos em carvdo e gases obtidos em
escala de laboratorio

Apoés resfriamento do forno-mufla, o carvdo vegetal e o gas condensado
(extrato pirolenhoso) foram pesados em balanca semi-analitica, 0 que possibilitou o
calculo dos seus rendimentos gravimeétricos.

O rendimento gravimétrico em carvao expressa a relacéo entre o peso do

carvao e o peso da madeira, ambos na base seca, segundo a equacéo 1.

RGC - PCS
PMS

x100 )

onde RGC corresponde ao rendimento gravimétrico em carvao (%), PCS ao peso do

carvao seco (g) e PMS a peso da madeira seca (g).

O rendimento gravimétrico em gases condensaveis expressa a relacao entre
0 peso do liquido condensado e o peso da madeira, na base seca, segundo a
equacao 2.

PGC

RLP= x100 (2)
s

onde RLP corresponde ao rendimento gravimétrico em extrato pirolenhoso (%),PGC

ao peso do gas condensado (g) e PMS ao peso da madeira seca (g).

O rendimento gravimétrico em gases ndo-condensaveis foi obtido pela
subtracdo dos rendimentos em peso do carvéo e do gas condensado, de um total de

100%, segundo a equacéo 3.

RGNC=100-(RGC +RLP) 3)
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onde RGNC corresponde ao rendimento gravimétrico em gases ndo-condensaveis
(%), RGC ao rendimento gravimétrico em carvdo (%) e RGGC ao rendimento

gravimétrico em gases condensaveis (%).

Os dados de rendimentos gravimeétricos em carvao e gases foram submetidos
a analise estatistica com o intuito de verificar se havia variagdes no sistema.

A realizagcdo da andlise de variancia foi condicionada a adequacdo do
pressuposto de normalidade da distribuicdo, que foi verificada mediante a aplicacéao
do teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos ao programa estatistico SAS,

Statistical Analysis System, verséo 9.0.

3.2.3 Determinacédo do pH do extrato pirolenhoso obtido em escala industrial e de

laboratério

O pH é o logaritmo negativo da concentracdo o molar de ions de hidrogénio.
Representa convencionalmente a acidez ou a alcalinidade de uma solucédo. A escala
de pH vai de 1 (acido) a 14 (alcalino), sendo que o valor 7 é considerado pH neutro.

O pH é determinado pela diferenca de potencial entre dois eletrodos, o de
referéncia e o de medida, imersos na amostra a ser analisada, sendo dependente da
atividade dos ions de hidrogénio na solugdo. Nesse experimento foi utilizado um
phgametro da marca Tecnal.

Os dados de pH foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) com
0 intuito de verificar se havia variagdes no sistema.

A realizacdo da analise de variancia foi condicionada a adequacéo do
pressuposto de normalidade da distribuicéo, que foi verificada mediante a aplicacdo
do teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos ao programa estatistico SAS,

Statistical Analysis System, verséo 9.0.

3.2.4 Andlise organolética do extrato pirolenhoso

Foram realizadas avaliagbes no extrato pirolenhoso, compreendendo sua
estabilidade ao armazenamento em condicdes que pudessem ser analisadas
possiveis mudancas em suas caracteristicas organolépticas ao longo de tempo.

Para tanto, as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro, transparentes e
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opacos (ambar), devidamente fechados para garantia de boa vedacao contra saida
de gases ou vapor. Sob tais condigbes, as amostras foram submetidas a duas
condicbes de armazenagem laboratorial (temperatura ambiente): (a) sem exposi¢cao
a luz; (b) com exposicdo a luz ambiente. O armazenamento foi conduzido durante 4
semanas, com a avaliacdo de cor, odor e formacdo de fases por decantacdo. Os
testes foram realizados tendo como referéncias as normas da ANVISA (2008a).
Deve-se ressaltar, no entanto, que as avaliacbes ndo foram conduzidas na sua
forma completa, no sentido de que pretendeu-se apenas obter um caracter
preliminar orientativo do assunto com os resultados obtidos. Pesou para tal deciséo,
o fato da composicdo quimica dos extratos apresentar-se mais relevante em termos
de qualificacdo dos produtos, sobretudo na questdo da presenca de produtos

toxicos.

3.2.5 Analises cromatograficas do extrato pirolenhoso obtido em escala industrial e

de laboratério *

Todos os produtos obtidos como extrato pirolenhoso sofreram caracterizacao
de seus compostos por meio de analises em cromatdgrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massa (GC/MS) usando um TRACE GC Ultra, marca Thermo
equipado com um DSQIl. O método usou como referéncia inicial a metodologia
proposta por Loo et al. (2007).

Foi utilizado coluna capilar de silica (30 m x 0,30 mm i.d. x 0,25 pm). A
temperatura inicial da coluna foi programada de 40 °C (3min) com um aumento de
15 °C/min até 270 °C (6min). Helium foi usado como o gas de arraste. A temperatura
de injecdo e do detector foram de 250 °C. A inje¢do de volume programada foi de O
ul no modo split. Os dados foram processados utilizando o software Xcalibur.

Os extratos pirolenhosos produzidos foram comparados, com o intuito de se
identificar possiveis discrepancias qualitativas entre 0s compostos presentes.

As amostras dos extratos pirolenhosos da escala de laboratério (PLO) e
escala industrial (P10) foram comparadas, considerando a somatoria dos picos dos

compostos majoritarios identificados no extrato da fragdo bioativa proveniente da

* 0s procedimentos foram conduzidos no LQCE — Laboratérios Integrados de Quimica, Celulose e Energia do

Departamento de Ciéncias Florestais / ESALQ / USP.
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bioautografia (item 4.8). A somatoéria dos percentuais destes picos observados para
os extratos PLO e PIO foram comparados através da analise de variancia (ANOVA).
A realizacdo da analise de variancia foi condicionada a adequacédo do pressuposto
de normalidade da distribuicdo, que foi verificada mediante a aplicacdo do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos ao programa estatistico SAS, Statistical

Analysis System, versao 9.0.

3.2.6 Processo de destilacao para determinacao do teor de alcatrdo

Em seguida a andlise cromatogréfica, foi realizado o processo de destilacao
para determinacéo do teor de alcatrdo. O experimento consistiu-se na avaliacao de
um processo de destilacdo simples, onde um baldo de destilacdo de 250 ml foi
conectado a um conjunto condensador—coletor do destilado. O baléo foi colocado
sobre uma manta de aquecimento elétrico e um termdémetro foi usado para controle

da temperatura (figura 5).
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Figura 5 - Processo de Destilagdo Simples. As setas indicam o sentido da entrada e saida da agua do
condensador, (A) e (B) Baldo de entrada do extrato pirolenhoso e de coleta do destilado,

respectivamente; (C) Termbémetro; (D) Condensador; (E) Manta de aguecimento
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Todos o0s experimentos foram realizados colocando-se 180g de extrato
pirolenhoso no baldo de destilacdo. O aquecimento se deu até a temperatura de
100°C com permanéncia de, em média, 1,5 horas, tempo que se mostrou suficiente
para a finalizacdo da fase liquida no baldo. Todos os experimentos foram realizados

a pressao atmosférica. A temperatura da agua do condensador foi de 25°C.

3.2.7 Balanco de massa e calculo de rendimentos em alcatréo e extrato pirolenhoso

destilado obtido em escala industrial e laboratorial

Concluida a destilacdo, o alcatrdo e o extrato pirolenhoso destilado foram
pesados em balanca semi-analitica, o que possibilitou o calculo dos seus
rendimentos gravimétricos.

O rendimento gravimétrico em alcatrdo expressa a relagdo entre o peso do

alcatrdo e o peso do extrato pirolenhoso, segundo a equacéo 4.

RGA =2
PLP

x100 ( 4)

onde RGA corresponde ao rendimento gravimétrico em alcatrdo (%), PLP ao peso

do extrato pirolenhoso (g) e PA ao peso do alcatrédo (g).

O rendimento gravimétrico em extrato pirolenhoso destilado expressa a
diferenca percentual do teor de alcatrdo em relacédo ao extrato, segundo a equacao
5.

RGLD =100-RGA )

onde RGLD corresponde ao rendimento gravimétrico do extrato pirolenhoso
destilado (%).

Os dados de rendimentos gravimétricos em alcatréo e extrato destilado foram
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) com o intuito de verificar se havia

variacbes no sistema. A realizagdo da analise de variancia foi condicionada a
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adequacado do pressuposto de normalidade da distribuicdo, que foi verificada
mediante a aplicagdo do teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos ao

programa estatistico SAS, Statistical Analysis System, versao 9.0.

3.2.8 Avaliacéo do potencial antifingico dos extratos pirolenhosos®

Duas amostras representando extratos pirolenhosos de diferentes origens
foram avaliados quanto a atividade antifUngica. Uma amostra de extrato proveniente
da escala industrial (P10O) e outra laboratorial (PLO) foram avaliados. Uma solucao
de formol, um agente reconhecidamente antifingico, com concentracdo de 37%
(Merck art.1040031001) foi utilizada para comparacédo com os extratos avaliados.

A avaliagédo da capacidade antifungica foi realizada sobre o fungo Aspergillus
niger (ATCC 16404), utilizado normalmente em avaliacgbes de cosméticos e
saneantes. O in6culo do fungo foi preparado a partir de colénias crescento em meio
Batata Dextrose Agar de 7 a 21 dias a 28°C. Para isto, uma alca de Drigalski foi
utilizada para raspar a superficie do meio onde as colbnias estava se desenvolvendo
e imergida em 50 mL de solucao aquosa estéril e 500 uL de dispersante Tween 20.
Este procedimento foi realizado 3 vezes e, entdo a concentracdo de esporos na
solucdo foi mensurada utilizando uma cémara de Neubauer, visando ajustar a
contagem de esporos para 10°.

A técnica utilizada para avaliagcdo do potencial antifungico foi a diluicdo em
meio (Vilela et al., 2009), utilizando-se diferentes concentragbes dos extratos
visando se obter a curva de inibicdo com a respectiva Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM). As doses utilizadas foram de 25, 50, 100, 150 e 200 uL para o PIO,
de 20, 25, 30, 35 e 40 parao PLO e de 2,5, 5, 10, 15 e 17 para a solucéo de formol.
Cada uma das doses foi adicionada a 2 mL de meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA, marca Himedia) fundente (45 -50°C) e contidos em uma placa de petri de 2
cm de diametro. O meio e o extrato foram homogeneizados e deixados resfriar sob
condicdes assépticas. Como tratamentos testemunha foram preparadas placas com
meio de cultura com os mesmos volumes utilizados de extratos e formol, entretanto

utilizando somente agua esterilizada.

> Os procedimentos foram conduzidos no Laboratério de Micotoxinas do Departamento de Agroindustria,

Alimentos e Nutri¢do (LAN) / ESALQ / USP.
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Apo6s o resfriamento o fungo foi inoculado no meio de cultura contido nas
placas utilizando-se um estilete de metal esterilizado, que foi imergido na solugéo de
in6culo e que perfurou o meio de cultura na posicéao central da placa. Trés placas
para cada tratamento foram assim preparadas. As placas foram identificadas,
vedadas com filme plastico e armazenadas em camara com controle de temperatura
a 28 £ 0,3 °C, na auséncia de luz, por um periodo de 7 dias, apés o qual foi
realizada a mensuracdo do crescimento radial da colonia desenvolvida a partir do
ponto de inoculacdo. O crescimento radial foi obtido através da média de duas
medidas perpendiculares do diametro da colonia. Utilizou-se para estas medidas um
paquimetro.

A percentagem de inibic&o foi calculada utilizando-se a equacéo 6.

Controle - Tratamento)
Controle

pi - {

x100 (6)

Como os tratamentos foram realizados em triplicatas a percentagem de

inibicdo representativa do tratamento constituiu-se de suas médias.

3.2.9 Identificacdo e andlise da composicdo quimica de fracBes antifungicas do
extrato pirolenhoso

Como a amostra do extrato pirolenhoso laboratorial apresentou uma
Concentracdo Inibitéria Minima mais reduzida, ou seja, um potencial antifungico
maior, esse extrato foi utilizado para o fracionamento dirigido utilizando a técnica da
bioautografia (Meepagala et al., 2002), visando tentar identificar os compostos
envolvidos nesta bioatividade®.

Nesta técnica 50 pL do extrato foram aplicados sobre uma placa de
cromatografia em camada delgada de 10 x 20 cm (Merck art. 10005553), que foi
seco com ventilacdo forcada e a placa colocada para desenvolver em uma cuba
contendo 50 mL da mistura de solvente tolueno e acetato de etila na proporcao de

9,5:0,5. Duas placas foram assim preparadas. Uma placa foi entdo imersa

® 0Os procedimentos foram conduzidos no Laboratério de Micotoxinas do Departamento de Agroindustria,

Alimentos e Nutri¢do (LAN) / ESALQ / USP.
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rapidamente e uma solugdo de acido sulfurico 10% e metanol, seca e colocada em
estufa a 120°C, por 5 min. e entéo visualizada em cabine de visualizacédo de placas
de cromatografia, sob luz ultravioleta de comprimento de 365 nm. Esse
procedimento nessa placa teve como objetivo, observar a separacdo de
componentes do extrato pirolenhoso proporcionada pela cromatografia. Uma
segunda placa preparada do mesmo modo, foi seca intensamente com auxilio de
ventilacdo forcada com o objetivo de remover o residual dos solventes de
desenvolvimento. Apds isso, a placa foi entdo submersa por 5 segundos em caldo
de extrato de levedura e sacarose (YES) contendo esporos do fungo Asperigillus
niger.

O caldo YES com esporos foi obtido de modo semelhante ao indculo
preparado para a avaliacdo do potencial antifungico, entretanto substituindo-se a
agua pelo caldo YES.

A placa apo6s a submerséo foi deixada escoar 0 excesso de caldo e colocada
sobre um suporte em um recipiente hermético contendo 1 L de solucéo de cloreto de
sédio a 14%. A solucéo de cloreto de célcio dentro do recipiente teve o objetivo de
manter a umidade relativa da atmosfera interna do recipiente em equilibrio a 90%, e
assim proporcionar uma condicdo adequada ao desenvolvimento fldngico. O
recipiente contendo a placa e a solucao salina foi colocado em uma camara com
controle de temperatura a 28°C (x 2°C) sem fotoperiodo, por sete dias. A placa foi
observada, quanto ao crescimento fungico, no terceiro e no sétimo dias.

Com base na visualizacdo da placa foi possivel identificar a regido onde o
crescimento nao ocorreu, denotando a presenca de substancia(s) com atividade
antifangica. A partir da distancia desta regido ao ponto de aplicacéo foi possivel por
analogia, identificar na placa, que foi revelada com acido sulfarico, a mesma regiao
e, assim, observar a coloracéo identificativa da presenca de alguma substancia.

Com a identificacdo da regido do desenvolvimento cromatografico com
atividade antifangica, 4 outras placas cromatograficas foram preparadas com o
extrato pirolenhoso laboratorial e desenvolvidas na cuba, do mesmo modo como o
descrito anteriormente, entretanto estas placas nédo foram imersas apos o
desenvolvimento cromatografico nem no acido nem no caldo YES.

Apds o desenvolvimento, cada placa foi bem seca com auxilio de ventilagcdo e
a silica, referente a cada zona nas seis aplicacdes, foi raspada e reunida em um

mesmo tubo teste para a extracdo dos compostos adsorvidos. O objetivo desta nova
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placa foi de obter maior quantidade de compostos presentes em cada zona com
potencial antifingico.

No tubo contendo a silica da zona de inibicdo fez-se a extracdo dos
compostos. Para isso, 2 mL de metanol foi adicionado, agitou-se por 2 min. e
separou-se 0 sobrenadante em centrifuga (15 min. a temperatura de 27°C e rotacao
de 3000 rpm). O extrato obtido foi considerado como uma fragdo do extrato
pirolenhoso representando os compostos presentes na zona de inibicdo fungica. O
extrato foi filtrado em filtro de seringa de poros de 0,22um e, uma aliquota de 1600
ML foi coletada, transferida para outro tubo teste, seca a 50°C e redissolvida para
200 pL de metanol grau cromatografico. O mesmo procedimento descrito foi repetido
com o solvente utilizado, para redissolucdo do material, 0 acetato de etila grau
cromatografico.

O extrato da zona de inibicdo obtido com metanol e acetato de etila foi
analisado quanto a sua composicdo por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometro de massas visando a identificacédo dos compostos presentes’.

7 0s procedimentos foram conduzidos no LQCE — Laboratérios Integrados de Quimica, Celulose e Energia do

Departamento de Ciéncias Florestais / ESALQ / USP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados do balanco de massa e calculo de rendimentos em carvdo e co-

produtos obtidos em escala de laboratério (PLO).

Os resultados do balango de massa sé&o apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Balanco de massa das carbonizacdes

Carbonizacdes RGC (%) RGNC (%) RGGC (%)
PLOla 45,1 33,8 21,1
PLO1b 45,9 30,8 23,3
PLOlc 47,4 36,3 16,4
Média 46,1 33,6 20,3

Desvio padrao 1,2 2,8 3,6

C.V. 2,5 8,2 17,5

(PLO) amostra laboratorial, (RGC) rendimento gravimétrico em carvao, (RGNC) rendimento
gravimétrico em gases ndo-condensaveis, (RGGC) rendimento gravimétrico em gases condenséveis
e C.V. coeficiente de variagéao.

A analise de variancia foi realizada, levando-se em consideracdo o
pressuposto de normalidade da distribuicdo, que foi verificada mediante a aplicacéo
do teste de Shapiro-Wilk. Com base nessa analise, verificou-se que para 0s
rendimentos de carvdo e gases condensaveis ndo houve variacdes no sistema
(Apéndice A).

4.2 Determinacdo do pH do extrato pirolenhoso obtido em escala industrial e de
laboratério

Os resultados de pH sao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados obtidos de pH

Amostra pH

la 2,10

PLO 1b 2,29
1c 2,24

2a 2,70

P10 2b 2,67
2C 2,66

(PIO) extrato pirolenoso industrial; (PLO) extrato pirolenhoso laboratorial.

Andlises comparativas dos dados foram realizadas por meio de ANOVA (a =
0,05) seqguido do teste de Tukey (Apéndice B). Observou-se que houve diferenca
significativa entre os pHs com relacdo ao extrato pirolenhoso obtido na escala de
laboratorio e na escala industrial. Ambos, PLO e PIO, numericamente apresentavam
pH &cidos de 2,21 e 2,68 em média, respectivamente, Segundo a literatura
(ADITIVOS E INGREDIENTES, 2012), um dos métodos de inibicdo de atividade
fungica é baseado em reducdo de pH. Assim, essa diferenca de pH pode estar

influenciando os resultados comparativos da atividade antifungica entre PLO e PIO.

4.3 Andlise organolética do extrato pirolenhoso

Foram observadas alteracbes de cor nos dois extratos pirolenhosos
(laboratorial e industrial) acondicionados em frasco de vidro transparente, nas
condicdes de armazenagem (temperatura ambiente e exposicdo a luz). Essas
alteracdes ndo foram percebidas nos extratos acondicionados em frasco ambar.

Nao foram observadas alteracbes nos aromas dos extratos nas duas
condi¢cdes e nas duas embalagens em questao.

Com relacdo a separacdo de fases, verificou-se que o extrato laboratorial
sofreu alteracdo, formando duas fases: uma camada superior de aspecto aquoso e
uma camada inferior decantada (alcatréo).

Nenhuma interacdo com as embalagens de vidro foram percebidas para os

dois extratos pirolenhosos.
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4.4 Resultados do balanco de massa e calculo de rendimentos em alcatrdo e extrato
pirolenhoso destilado obtido em escala industrial (P10) e laboratorial (PLO)

Os resultados do balanco de massa sédo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Balanco de massa das destilacdes

Destilacéo RGA (%) RGLPD (%)
PLOla 14,09 85,91
PLO1b 13,54 86,46
PLOl1c 15,38 84,62
PlOla 0,58 99,42
PIO1b 0,21 99,79
PIOlc 0,86 99,14

(PIO) extrato pirolenhoso industrial; (PLO) amostra laboratorial, (RGA) rendimento gravimétrico em
alcatrdo e (RGLD) rendimento gravimétrico do extrato pirolenhoso destilado.

Analises comparativas dos dados foram realizadas por meio de ANOVA (a =
0,05) seguido do teste de Tukey. Observou-se que houve diferenca significativa
entre os processos industrial e laboratorial com relacéo a rendimentos do alcatréo ou

do destilado, com maior teor de alcatrdo para o extrato laboratorial (Apéndice C).

4.5 Resultados das anélises cromatograficas do extrato pirolenhoso

Em termos gerais, 0s componentes quimicos identificados nos
cromatogramas estdo muito proximos aos que tém sido relatados na literatura. As
analises demonstraram a presenca de uma gama de compostos oxigenados, tais
como: &cidos carboxilicos, ésteres, éteres e cetonas. Além disso, foram detectados o
fenol, guaicol e derivados fendlicos. De forma, geral, a identificacdo dos constituintes
quimicos revelou substancias de estruturas complexas derivadas da degradacédo
guimica dos constituintes ligno-celulésicos da madeira, também concordantes com
referéncias da literatura especializada (MARTINS et al.,, 2007; ESTEVES et al.,
2008; RATANAPISIT et al., 2009). Segundo Ratanapisit et al. (2009), a presenca dos
componentes é funcédo da temperatura em que se inicia a degradacdo da madeira,
em geral, seguindo uma sequéncia que inclui as hemiceluloses, celulose e

posteriormente a lignina.
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A tabela 4 mostra a maioria dos componentes quimicos encontrados no
extrato pirolenhoso obtido na pirdélise em escala de laboratério (PLO) e industrial
(P1O).

Deve-se ressaltar que foram obtidos cromatogramas de todos os trés
pirolenhosos obtidos em escala de laboratorio. A andlise desses cromatogramas
permitiu observar a auséncia de diferencas nos picos dos compostos, considerando
0s 36 componentes mais representativos detectados. A figura 6 € um exemplo de
cromatograma do extrato pirolenhoso a 400°C e em 2,5h, e a figura 7 € de um
cromatograma do extrato pirolenhoso industrial.

Nas avaliacbes, os resultados obtidos se mostram compativeis com as
analises realizadas por Ratanapisit et al. (2009), onde os acidos e fendis sdo
dominantes, comparados com outros compostos quimicos presentes no extrato
pirolenhoso.

Os resultados encontrados na comparagcao entre os dois tipos de extratos
demonstram comportamento diferenciado para o obtido em escala industrial,
comparado aos obtidos em laboratério. Os compostos n-hexano, butirolactone, 3-
metilfenol (m-Cresol) e 3,4-dimetilfenol, presentes no extrato industrial, ndo foram
encontrados no extrato obtido em laboratério. O oposto ocorreu para 0S COmpostos
butanediol; 5,9-dodecadieno, 6-10 dimetil; 2-metil, 2-ciclopentanona; ciclopentanona;
ciclopropil carbinol; 2-metoxi-3-metilfenol; 1,2-benzenediol (pirocatecol); vanillin
lactoside; D-Allose; 4-propil-1,1-difenil; 4-hidroxi, 3,5 dimetoxi benzaldeido; 1,4-
hidroxi 3,5-dimetoxifenil etanona e 4-hidroxi 3,5-dimetoxi benzoidrazina.
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Figura 6 - Cromatograma produzido nas carboniza¢des do experimento obtido a 400°C e 2,5h na
escala laboratorial. Os niumeros sobre os picos correspondem aos componentes quimicos

listados na Tabela 4
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Figura 7 - Cromatograma produzido nas carboniza¢6es do experimento obtido na escala industrial.

Os nimeros sobre os picos correspondem aos componentes quimicos listados na Tabela 4
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namero de componentes, que geralmente estdo vinculados ao alcatrdo. Desse
modo, considerou-se ser menor seu risco de toxicidade, comparado ao obtido em
escala laboratorial. Deve-se destacar, no entanto, que o extrato com maior presenga

de componentes, geralmente vinculados ao alcatrdo, pode apresentar maior

Tabela 4 - Compostos quimicos presentes nos extrato pirolenhosos

Grupo Experimentais

Componente Quimico PLO1la PLO1b PLO1c PlO1a PIO1b PIO1c

Metanol 1 1 1 1 1 1

Acetato de metila 2 2 2 2 2 2

n-Hexano nd nd nd 3 3 3

Acido acético 4 4 4 4 4 4

1-Hidroxi, 2-propanona (acetol) 5 5 5 5 5 5

Acido propandico 6 6 6 6 6 6

1-hidroxi 2-butanona 7 7 7 7 7 7

Butanediol 8 8 8 nd nd nd
3-Furaldeido 9 9 9 9 9 9

5,9-Dodecadien 2-1, 6-10 dimetil 10 10 10 nd nd nd
2-metil, 2-ciclopentanona 11 11 11 nd nd nd
1-2-furanil etanona 12 12 12 12 12 12
Ciclopentanona 13 13 13 nd nd nd
Butirolactone nd nd nd 14 14 14
5-metil, 2-furaldeido (5 metil 2 furancarboxaldeido) 15 15 15 15 15 15
Fenol (acido carbolico) 16 16 16 16 16 16
Corilon (2-hidroxi 3-metil 2-ciclopentan-1-ona) 17 17 17 17 17 17
3-metilfenol (m-Cresol) nd nd nd 18 18 18
4-metilfenol (p-Cresol) 19 19 19 19 19 19
4-metoxifenol(mequinol) 20 20 20 20 20 20
Ciclopropil carbinol 21 21 21 nd nd nd
Maltol 22 22 22 22 22 22
3,4-dimetilfenol nd nd nd 23 23 23
2-metoxi-3-metilfenol 24 24 24 nd nd nd
2-metoxi 4-metilfenol 25 25 25 25 25 25
1,2-benzenediol (pirocatecol) 26 26 26 nd nd nd
4-etil 2-metoxifenol (p-etilguaiacol) 27 27 27 27 27 27
2,6-dimetoxifenol 28 28 28 28 28 28
Vanilin lactoside 29 29 29 nd nd nd
1,2,4,-trimetoxibenzeno 30 30 30 30 30 30
5-tert-butilpirogalol 31 31 31 31 31 31
D-Allose 32 32 32 nd nd nd
4-propil-1,1-difenil 33 33 33 nd nd nd
4-hidroxi, 3,5 dimetoxi benzaldeido 34 34 34 nd nd nd
1,4-hidroxi 3,5-dimetoxifenil etanona 35 35 35 nd nd nd
4-hidroxi 3,5-dimetoxi benzoidrazina 36 36 36 nd nd nd

(PIO) amostra da escala industrial, (PLO) amostra laboratorial, (nd) ndo detectado.

Constatou-se que a amostra de procedéncia industrial apresentava menor

potencial antifingico, o que seria 0 caso do extrato pirolenhoso laboratorial.
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Na tabela 5, pode-se ter uma nocdo do percentual de participacdo dos

compostos.

Tabela 5 - Compostos quimicos presentes nos extratos pirolenhosos obtidos da escala laboratorial

(PLO) e da escala industrial (PIO) com seus percentuais de participacao

Grupo Experimentais

N° Componentes Quimicos PLO1a PLO1b | PLO1c | PIO1a | PIO1b PlO1c
%Area %Area | %Area | %Area | %Area | %Area
1 Metanol 4,68 2,73 0,52 6,80 7,03 6,79
2 Acetato de metila d d 0,15 1,56 1,42 1,30
3 n-Hexano nd nd nd 1,00 0,64 0,49
4 Acido acético 27,68 32,78 33,31 55,42 53,55 54,32
5 1-Hidroxi, 2-propanona (acetol) d d d 1,76 2,25 2,08
6 Acido propandico 1,03 1,24 1,29 0,64 0,90 0,81
7 1-hidroxi 2-butanona 0,83 0,91 1,10 1,50 1,22 1,20
8 Butanediol 0,93 1,41 0,41 nd nd nd
9 3-Furaldeido 3,94 6,89 9,85 3,19 3,28 3,05
10 5,9-Dodecadien 2-1, 6-10 dimetil 1,07 1,48 1,11 nd nd nd
11 2-metil, 2-ciclopentanona d d d nd nd nd
12 1-2-furanil etanona d d d d 0,81 0,69
13 Ciclopentanona 2,06 1,66 1,72 nd nd nd
14  |Butirolactone nd nd nd 1,40 1,21 1,42
15 5-metil, 2-furaldeido (5 metil 2 furancarboxaldeido) 1,66 2,45 2,61 1,19 1,37 0,68
16  |Fenol (acido carbolico) 0,82 1,37 1,23 1,72 1,38 2,08
17  |Corilon(2-hidroxi 3-metil 2-ciclopentan-1-ona) 3,10 2,90 2,93 2,16 2,03 2,07
18 |3-metilfenol (m-Cresol) nd nd nd 0,84 0,51 0,93
19 4-metilfenol (p-Cresol) 1,16 1,37 1,21 0,90 2,05 1,50
20 |4-metoxifenol(mequinol) 6,31 6,22 5,98 2,89 2,89 2,87
21 Ciclopropil carbinol 2,71 2,04 1,93 nd nd nd
22 Maltol 1,85 1,39 1,41 1,16 1,09 1,29
23 |3,4-dimetilfenol nd nd nd 0,62 0,99 0,88
24 2-metoxi-3-metilfenol 0,56 0,59 0,51 nd nd nd
25 2-metoxi 4-metifenol 1,75 1,82 1,72 1,68 1,79 1,82
26 1,2-benzenediol (pirocatecol) 4,69 3,71 3,52 nd nd nd
27 4-etil 2-metoxifenol (p-etilguaiacol) 1,89 1,96 2,73 0,89 0,99 0,97
28 2,6-dimetoxi-fenol 9,79 5,88 6,46 5,87 5,39 5,58
29 Vanilin Lactoside 1,56 1,34 1,04 nd nd nd
30 1,2,4,-trimetoxibenzeno 2,05 2,00 2,38 0,64 0,59 0,61
31 5-tert-butilpirogalol 4,02 2,96 4,75 0,63 0,57 0,60
32 D-Allose 2,87 2,89 d nd nd nd
33 4-propil-1,1-difenil 1,16 0,88 0,90 nd nd nd
34  |4-hidroxi, 3,5 dimetoxi benzaldeido 1,82 1,40 1,25 nd nd nd
35 1,4-hidroxi 3,5-dimetoxifenil etanona 1,06 0,80 0,69 nd nd nd
36 |4-hidroxi 3,5-dimetoxi benzoidrazina 0,69 0,42 0,43 nd nd nd

(PIO) amostra da escala industrial, (PLO) amostra laboratorial,; (nd) ndo detectado; (d)

detectavel, mas com percentuais muito baixos, apenas tracos.
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Andlises comparativas considerando a média da soma de participacdo dos
compostos majoritarios presentes nas amostras (item 4.8) obtidos da escala de
laboratorio (PLO) e em escala industrial (P1O), apresentados na tabela 5, foram
realizadas por meio de ANOVA (a = 0,05) seguido do teste de Tukey. Observou-se
gue houve diferengca significativa entre os extratos testados com relacdo a
participagdo dos compostos fracionados, com maiores teores para o laboratorial, o

gue poderia estar potencializando a acéo antifingica do mesmo.

4.6 Analises da avaliacdo do potencial antifingico dos extratos pirolenhoso
Os resultados sao apresentados na figura 8 e na tabela 6.
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Figura 8 — Curva de inibicdo do extrato pirolenhoso amostra da escala industrial ( PIO) e amostra
laboratorial (PLO)
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Tratamento | Dose (pL) Andlise de Andlise de inibicdo (%) Média | Média
crescimento radial (mm) (%)
(mm)
1 2 3 1 2 3
25 20,3 21,8 19,2 30,0 24,8 33,8 20,4 29,5
P1O 50 16,1 16,1 18,0 51,2 51,2 45,5 16,7 49,3
100 12,2 10,2 131 39,0 49,0 34,5 11,8 40,8
150 7,5 4,3 31 78,6 87,7 91,1 5,0 85,8
200 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0 0,0 100,0
20 5,0 6,1 6,3 76,4 71,2 70,2 5,8 72,6
PLO 25 3,1 0,0 0,0 84,7 100,0 100,0 1,0 94,9
30 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0
35 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0
40 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0 0,0 100,0
2,5 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0 0,0 100,0
FORMOL 5 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0 0,0 100,0
10 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0 0,0 100,0
15 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0 0,0 100,0
17 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0
20 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0
0 23,4 22,8 21,0 * * * 22,4 *
AGUA 15 22,0 211 21,0 * * * 21,4 *
17 19,2 19,1 20,1 * * * 19,5 *
25 20,2 20,0 20,3 * * * 20,2 *
30 21,2 21,0 21,3 * * * 21,2 *
35 20,1 20,3 20,5 * * * 20,3 *
40 19,0 19,2 19,2 * * * 19,1 *
50 19,2 19,2 20,1 * * * 19,5 *
100 19,1 20,0 19,8 * * * 19,6 *
150 20,0 20,3 19,7 * * * 20,0 *
200 20,0 20,2 20,3 * * * 20,2 *

(*) Nao ocorreu inibicdo

Por meio do teste realizado pode-se observar que os produtos PIO, PLO e

Formol apresentaram a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 200, 30 e 2,5uL/2
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mL, respectivamente. Assim, concluiu-se que o extrato pirolenoso laboratorial
apresentou maior inibicdo que a amostra industrial, mas menor que a solucao de

formol.

4.7 ldentificacdo e andlise da composicao quimica de fragcdes antifungicas de extrato

pirolenhoso

Figura 9 — Placa de Bioautografia observada apds 7 dias a esquerda e placa com revelagdo com

solugdo metandlica de &cido sulfarico a 10%, a direita

A avaliacdo antifungica por bioautografia mostrou que a maioria das fracdes
identificadas sd@o bioativas (figura 9) e na andlise cromatografica associada a
espectrometria de massa, GC/MS, identificou quais os compostos majoritarios
presentes na amostra estavam presentes na fragdo antifingica.

Nessa analise qualitativa da composicdo quimica por CGMS, os extratos da
zona de inibicdo obtidos com metanol e acetato de etila mostraram 0s mesmos
componentes majoritarios que foram: Corilon, Mequinol, 2-metoxi 4-metilfenol, 4-etil
2-metoxifenol, 2,6 — dimetoxifenol, 1,2,4-trimetoxibenzeno e 5-tert-butilpirogalol
(tabela 7) (figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Cromatograma da amostra laboratorial utilizando-se Metanol. Os niumeros sobre os picos
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0s picos correspondem aos componentes quimicos listados na Tabela 7
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Tabela 7 - Frac8es bioativas presentes nos extratos pirolenhosos

Compostos PLO_Fracionada PLO_Fracionada Acetato
Metanol de Etila
Corilon (2-hidroxi 3-metil 1 1

2-ciclopentan-1-ona)
Mequinol(4-metoxifenol)
2-metoxi 4-metifenol

4-etil 2-metoxifenol (p-etil
guaicol)

2,6-dimetoxifenol
1,2,4-trimetoxibenzeno
5-tert-butilpirogalol

(PLO) amostra laboratorial.

4.8 Potencial do extrato pirolenhoso para aplicacdo em produtos cosméticos e

saneantes

O extrato pirolenhoso obtido em escala de laboratério foi considerado com
maior potencial antifungico, conforme analise descrita no item 4.6 e 4.7.

Para efeito comparativo, foi realizada uma andlise qualitativa prévia da
presenca de componentes toxicos, baseada em regulamentacdes pertinentes, como
por exemplo, ANVISA (2008c). Alguns dos compostos identificados nos extratos sao
citados na literatura como potencialmente téxicos e/ou cancerigenos como é o0 caso
do mequinol, que deveriam ser isolados, na visdo da aplicacdo em produtos
cosmeéticos. Para aplicacdo em saneantes, a presenca desse componente oferece
ao extrato pirolenhos laboratorial um potencial para sua utilizagcdo, em substituicdo
ao formol. Contudo, uma analise complementar especifica quanto a toxicidade do
produtos deveria ainda ser realizada.

Seguem, de forma resumida, algumas informacdes sobre os potenciais ativos
encontrados nos extratos:

1) Corilon (2-hidroxi-3-metil 2-ciclopentan-1-ona) — Em termos de informagdes
legais até a data de novembro 1999, a EPA (Environmental Protection Agency) tem

aprovado um produto insecticida, no caso uma armadilha de barata, que usa esse
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ingrediente ativo (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - EPA, 2012). Essa
substancia ndo é considerada perigosa pela Regulamentacdo (EC) No. 1272/2008 e
de acordo com a diretiva 67/548/EEC (SIGMA ALDRICH, 2012a).

2) Mequinol (4-metoxifenol) — Pessoas que manipularam essa substancia
desenvolveram despigmentacdo na pele (OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH
- OSHA, 2012). Ela é utilizada como quimico para sintese (MERCK, 2012). Em
humanos, a exposicdo a 4-metoxifenol pode produzir queimadura na pele e olhos
(OSHA, 2012). Essa substancia aparece na lista juntamente com as substancias que
ndo podem ser utilizadas em Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes.
A lista aparece na resolucdo RDC n°48 onde fica proibido o seu uso em produtos
cosmeéticos das categorias | e Il do IARC e outras referéncias internacionais,
classificadas como cancerigenas, mutagénicas ou toxicas para a reproducao
(ANVISA, 2008d).

3) 2-metoxi 4-metifenol — Conhecido pelo seu uso em fragrancias. Causa
irritacdo na pele, nos olhos e toxicidade aguda na area bucal (SIGMA ALDRICH,
2012b).

4) 4-etil 2-metoxifenol — Conhecido pelo seu uso na producdo de aromas em
vinhos (RAYNE et al., 2007). Causa irritacdo nos olhos, vias respiratérias e na pele
(HGSPACE, 2012).

5) 2,6-dimetoxifenol — E responsavel pelo aroma smoky proveniente de
produtos a base de pirdlise da lignina (CHEMICAL BOOK, 2012a). Substancia
irritante aos olhos, vias respiratorias e pele (SIGMA ALDRICH, 2012c).

6) 1,2,4-trimetoxibenzeno — E utilizado como inseticida, repelente de insetos
para cahorros e gatos. Substancia que pode causar irritagcdo nas vias respiratérias,
pele, olhos e no sistema digestério (CHEMICAL BOOK, 2012b).

7) 5-tert-butilpirogalol — Causa irritacdo nos olhos, vias respiratorias e na pele,
podendo ocasionar cancer (CHEMICAL BOOK, 2012c).

Com relacdo a estabilidade do extrato pirolenhoso, estudos mais completos
devem ser ainda efetuados, visto que os resultados das avaliagbes organolépticas
agui realizadas, mesmo que consideradas parciais, indicaram a necessidade de
cuidados especiais para uma eventual aplicagdo num produto final (cosmético ou
saneante) devido a instabilidade de cor, principalmente a luz, o odor caracteristico e

o pH acido.
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Por ser um produto relativamente novo e com producdo industrial ainda
timida, ndo existem muitos estudos sobre o impacto ambiental gerado pela utilizacao
do extrato pirolenhoso, sobretudo em relacdo a presenca de alcatrdo ou produtos
dele derivados em sua composicéo, levando a questionamentos quanto a eventuais
maleficios que possam trazer as plantas e mesmo ao homem. Pode-se mencionar,
por exemplo, a eventual presengca de compostos derivados do alcatrédo que seriam
cancerigenos. No entanto, especialistas apontam que grande parte do alcatréo pode
ser retirado do extrato pirolenhoso, se for conduzida a destilacio do composto
(HUEBLIN, 2001).

No presente trabalho, foi observada uma potencial aplicacdo do extrato
pirolenhoso, principalmente como agente antifUngico e possivel conservante. Na
eventualidade da aplicagdo em produtos cosméticos e saneantes, devem ser
aplicadas medidas para se evitar a presenca de ingredientes avaliados como
toxicos/cancerigenos e possiveis problemas de instabilidade de cor e odor no

produto final.
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5 CONCLUSOES

= As andlises dos extratos pirolenhosos obtidos da madeira de eucalipto
demonstraram a presenga de uma gama de compostos oxigenados, tais como
acidos carboxilicos, ésteres, éteres e cetonas, além de fenol, guaicol e derivados
fendlicos.

= Pode-se verificar que o extrato pirolenhoso obtido em escala industrial,
em termos qualitativos, apresenta um menor nimero de componentes quimicos
ligados ao alcatréo.

» Quando o0s extratos pirolenhosos laboratorial e industrial séo
submetidos a processos de destilacdo simples, seus rendimentos de alcatréo
apresentam diferencas significativas, com maior teor para o laboratorial.

» Os extratos pirolenhosos obtidos de escala laboratorial e industrial
apresentam diferenca significativa de pH, com menor valor para o laboratorial,
podendo ser este um dos aspectos a justificar a diferenca de atividade antifiingica
entre eles.

» Na analise organoléptica das amostras laboratoriais e industriais foram
observadas alteracdes na cor quando expostas a luz.

» Com relacdo a composicao quimica do extrato pirolenhoso, deve-se
ressaltar um comportamento diferenciado para o obtido em escala industrial,
comparado ao obtido em laboratério. Os compostos n-hexano, butirolactone, 3-
metilfenol (m-Cresol) e 3,4-dimetilfenol, presentes no extrato industrial, ndo foram
encontrados no extrato obtido em escala laboratorial. O oposto ocorreu para 0s
compostos butanediol; 5,9-dodecadieno, 6-10 dimetil; 2-metil, 2-ciclopentanona;
ciclopentanona; ciclopropil carbinol; 2-metoxi-3-metilfenol; 1,2-benzenediol
(pirocatecol); vanillin lactoside; D-Allose; 4-propil-1,1-difenil; 4-hidroxi, 3,5 dimetoxi
benzaldeido; 1,4-hidroxi 3,5-dimetoxifenil etanona e 4-hidroxi 3,5-dimetoxi
benzoidrazina.

= O produto que apresentou o melhor potencial antifingico foi o extrato
pirolenhoso obtido de escala laboratorial. A principio, 0s compostos com um maior
namero de componentes ligados ao alcatrdo foram considerados como sendo
responsaveis pelo maior potencial de acéo antifingica.

» Pela analise da composicao quimica de fragdes antifingicas de extrato

pirolenhoso, os potenciais ativos da amostra a serem considerados foram: corilon,



72

mequinol, 2-metoxi 4-metilfenol, 4-etil 2-metoxifenol, 2,6 — dimetoxifenol, 1,2,4-
trimetoxibenzeno e 5-tert-butilpirogalol.

= Observou-se que houve diferenca significativa entre os pirolenhosos
industrial e laboratorial com relacdo a participacdo das fracdes antifungicas dos
compostos fracionados, com maior teor para o laboratorial.

» Em todos o0s extratos estudados, verificam-se componentes
potencialmente toxicos e suas presencas conferem restricbes para suas utilizacdes
em produtos cosméticos, sugerindo suas remocoes, visando tal destinacao.

= A alternativa de uso do extrato para aplicagcdo em saneantes se mostra

promissora, principalmente para o extrato pirolenhoso laboratorial.
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