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RESUMO 

Avaliação do potencial antimicrobiano do licor pirolenhoso de Dendrocalamus asper 

(Schult & Schult) Backer  

Considerando que o licor pirolenhoso obtido de diferentes tipos de 
biomassa possui atividades antivirais, o principal objetivo da presente pesquisa foi 
avaliar a ação antimicrobiana do licor pirolenhoso obtido na pirólise do bambu 
(Dendrocalamus asper), e de suas frações metanólica e hexânica, em relação às 
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O licor pirolenhoso foi 
recuperado da pirólise em mufla laboratorial, nas temperaturas de 250ºC, 350ºC 
e 550ºC, os quais foram submetidos a separação líquido-líquido com metanol e 
hexano gerando as frações metanólica e hexânica. Os licores pirolenhosos 
integrais (na dose de 5,0 mg por disco) e suas respectivas frações metanólica e 
hexânica (na dose de 0,125mg por disco), foram aplicadas no ensaio de difusão 
em disco com as bactérias E. coli e S. aureus; sendo que nesse ensaio a fração 
metanólica do licor obtido a 350ºC (FMeOH350) apresentou melhor eficiência e 
consistência nos resultados e foi selecionada para continuidade da pesquisa. 
Através da análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa 
foi possível identificar qualitativamente 92 compostos químicos na fração 
FMeOH350. Essa fração foi aplicada no ensaio de difusão com as bactérias E. coli 
e S. aureus nas doses de 0,125 mg, 0,500 mg, 0,750 mg e 1,000 mg. O tratamento 
com a fração metanólica obtida a 350ºC inibiu o crescimento celular das bactérias, 
na região ao redor da aplicação das amostras (halo de inibição), e causou uma 
variedade de deformações morfológicas em tamanho e deformidades nas paredes 
celulares das bactérias, comprovadas por aplicação da microscopia eletrônica de 
varredura, estabelecendo um perfil de atividade antimicrobiana. Esses resultados 
estão em acordo com a Política Nacional de Incentivos ao Cultivo e Manejo 
Sustentável do Bambu, bem como traz benefícios para a sociedade e o ambiente 
como um todo, demonstrando a possibilidade de agregar valor a um subproduto 
da pirólise. 

Palavras-chave: Cromatofia gasosa; Microscopia eletrônica de varredura;  Escherichia coli; 

Staphylococcus aureus  
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ABSTRACT 

Antimicrobial activity evaluation of Dendrocalamus asper (Schult & Schult) Backer 

pyroligneous liquor 

Considering that the pyroligneous liquor obtained from various types of 
biomass has antiviral activity, the main objective of the present study was to 
evaluate the antimicrobial action of the pyroligneous liquor obtained in the pyrolysis 
of bamboo (Dendrocalamus asper) and its methanolic and hexanic fractions, in 
relation to Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria. The pyroligneous 
liquor was recovered by laboratorial bamboo pyrolysis at temperatures of 250ºC, 
350°C and 550ºC, which were then fractioned by liquid-liquid separation with 
methanol and hexane. The three integral pyroligneous liquor (dosage of 5,0 mg 
per disc) and its respective methanolic and hexanic fractions (dosage of 0,125 mg 
per disc) were used in the diffusion disc assay of E. coli and S. aureus; and the 
result was the methanolic fraction obtained at 350ºC (MeOHF350) showing the 
better efficiency and results consistence, being selected for the research 
continuity. Through gas chromatography coupled to mass spectrometry it was 
possible to qualitatively identify 92 chemical compounds in this methanolic fraction.   
The MeOHF350 fraction was used in the diffusion disc assay of E. coli and S. 
aureus at dosages of 0.125, 0.500, 0.750 and 1.000 mg. Treatment with the 
methanolic fraction obtained at 350ºC inhibited cellular growth, in the region around 
of samples application (inhibition halo), caused a variety of morphological 
variations in size as well as deformities in the bacterial cell walls, proved through 
scanning electron microscopy, establishing an antimicrobial activity profile. This 
finding supports the National Policy for Incentives for Sustainable Management 
and Cultivation of Bamboo (PNMCB) and has benefits to the society and 
environment as a whole, demonstrating the possibility of adding value to a 
byproduct of pyrolysis. 

Keywords: Gas chromatography; Scanning electron microscopy; Escherichia coli; 
Staphylococcus aureus 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil possui, em seu território, um bioma constituído por tipos de vegetação 

contínuas e identificáveis a nível regional, relacionados de acordo as características 

geoclimáticas e agrupamentos de vida vegetal e animal em ambientes similares, favorecendo 

uma biodiversidade complexa (SNIF, 2016). As figuras 1 e 2 ilustram este panorama. 

Figura 1. Áreas de biomas do Brasil, segundo o IBGE em 2009 (SNIF, 2016). 

 

 

Figura 2. Mapa dos biomas do Brasil, de acordo com o IBGE (SNIF, 2016). 

  

As biomassas, decorrentes da diversidade de biomas brasileiros, são fonte de 

recursos renováveis, considerados sustentáveis quando comparados aos recursos fósseis, 

cuja diversidade, disponibilidade e valor energético fornecem energia de inúmeras maneiras, 

tais como combustíveis sólidos, líquidos ou gases, assim como calor e eletricidade. Devido a 
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estas características as biomassas são consideradas uma opção à fontes de energia oriundas 

de fósseis (DEMIRBAS, 2009; MENA, 2014; RABELO, 2018). 

Considera-se que a biodiversidade brasileira possui uma enorme gama de 

compostos com complexidade e variedade de estruturas moleculares, as quais representam 

uma fonte com potencial de pesquisa e inovação (DA SILVA; RODRIGUES, 2014). Os 

compostos químicos presentes no bioma vegetal, passíveis de serem utilizados em diversos 

segmentos das industrias químicas, farmacêuticas e alimentícias, são oriundos do 

metabolismo segundário da planta, seja de origem madeireira ou não madeireira. Diversos 

processos podem ser utilizados para a extração, de maneira a serem empregados para o 

consumo humano ou animal (JANKOWSKY et al., 2017). 

Dentro da biodiversidade brasileira deve-se considerar a importância das diversas 

espécies de bambu, nativas ou introduzidas, visto que várias dessas espécies apresentam 

taxas de crescimento e formação de biomassa comparáveis às obtidas em plantios 

homogêneos de espécies florestais. Dentre as de interêsse econômico destacam-se o 

Dendrocalamus asper, o Dendrocalamus giganteus, o Dendrocalamus latiflorus e o Bambusa 

vulgaris; sendo que este último tem sido especificamente usado na produção de carvão 

vegetal, celulose e papel (GRECO; CROMBERG, 2011; GUARNETTI, 2013).  

O processo mais amplamente empregado para a conversão da biomassa vegetal em 

carvão é a pirólise, com aplicação direta na conversão e utilização de calor. No decorrer deste 

processo diversas faixas de temperatura são aplicadas à biomassa, originando a liberação de 

gases não-condensáveis e condensáveis; sendo estes útimos denominados licor pirolenhoso, 

ou extrato pirolenhoso (DIAS et al., 2018).  Muitos estudos já foram realizados para se 

determinar a composição química do licor pirolenhoso, considerando espécies vegetais 

específicas, assim como sua atividade biológica, configurando uma abordagem sustentável e 

de “química verde”. O bambu pode ser inserido nesse contexto e, visando contribuir para a 

ampliação de conhecimentos nesse campo, foi conduzida a presente pesquisa. O estudo 

focou a espécie Dendrocalamus asper considerando a conversão da biomassa em carvão 

vegetal e, especificamente; o potencial de uso de compostos presentes no licor pirolenhoso 

com propriedades passíveis de serem empregados como conservantes. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. PIRÓLISE E LICOR PIROLENHOSO 

O maior volume da produção de carvão vegetal (82,2%) está concentrada na Região 

Sudeste do país, principalmente para siderurgia; embora o volume produzido em 2016 tenha 

sido 31,7% menor quando comparado à produção observada em 2015 (IBGE, 2016). O Brasil 

ainda é o maior produtor e consumidor de carvão vegetal (OLIVEIRA et al., 2017). A biomassa 

de fontes vegetais é considerada como biomassa de matéria lignocelulósica, devido sua 

similariedade da composição básica de suas fibras: celulose (35-50%), hemicelulose (20-

30%) e lignina (10-25%); além de minerais inorgânicos e extrativos orgânicos, como lipídios, 

proteínas, açúcares simples, amidos, glicosídeos, alcalóides, resinas, fenólicos e óleos 

essenciais. (BALAT et al., 2009; CAI et al., 2017; SILVA NETO et al., 2015). Esta constituição 

química confere rigidez estrutural ao vegetal, seja este arbóreo ou não (SILVA NETO et al., 

2015). 

A biomassa de materiais lignocelulósicos pode ser convertida em energia e produtos 

com maior valor comercial, como o carvão vegetal ou o licor pirolenhoso, através de alguns 

processos de transformação; os quais podem ser definidos como termoquímicos, físicos e 

bioquímicos. Dentre os supracitados processos, o termoquímico é o mais adotado na 

produção de carvão e produtos químicos; os quais são obtidos em três diferentes estados: 

sólido, gasoso condensável (líquido), e gasoso não condensável. As tecnologias envolvidas 

neste processo são a torrefação, liquefação, gaseificação, combustão e pirólise (BALAT et al., 

2009; MENA, 2014). 

A pirólise é considerada a tecnologia que melhor traduz a conversão de biomassa 

em produtos de alto valor. A pirólise é um processo de decomposição térmica de materiais 

orgânicos, na ausência de atmosfera oxidante, resultando em três subprodutos: carvão 

vegetal, gases condensáveis ou licor pirolenhoso, e gases não condensáveis (BALAT et al., 

2009; CAMPOS, 2007). A pirólise pode ser classificada como lenta, rápida ou flash, de acordo 

com parâmetros como taxa de aquecimento, tempo de resistência e temperatura (CAI et al., 

2017; KAN; STREZOV; EVANS, 2016). A pirólise lenta e a rápida variam em termos das 

variáveis empregadas no processo, como: I. Taxa de aquecimento; II. Temperatura; III. Tempo 

de residência das fases sólida e gasosa e IV. Produdo final almejado (VIEIRA et al., 2014). 

A pirólise lenta, ainda empregada nas carvoarias (ou sistemas contínuos), tem em 

seu processo o objetivo de uma produção maior de carvão vegetal.  A taxa de aquecimento é 

lenta, de 5 a 7 °C/min, baixas temperaturas (até 600°C), e tempo de permanência no reator 

de 5 a 30 minutos. A pirólise rápida possui uma faixa de taxa de aquecimento superior, de 10 

a 100°C/seg, temperaturas também superiores, variando de 600 a 1000°C, e com reduzido 
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tempo de permanência, de maneira a otimizar o rendimento de produto líquido. A pirósile flash, 

ou ultrarrápida, emprega taxa de aquecimento superior a 1000°C/seg, e curto tempo de 

permanência, visando a obtenção de bio-óleo. (BERNADINO, 2014; MOTA et al., 2015). 

Durante o processo de conversão (fases endotérmica e exotérmica) do material 

lignocelulósico em carvão vegetal ocorrem fases distintas, que relacionam o aquecimento 

gradativo da madeira e a obtenção dos produtos deste processo, conforme sumarizado na 

tabela 1 (BRITO, 1990). 

Tabela 1. Fenômenos e produtos da conversão da madeira para carvão vegetal (BRITO, 

1990). 

FASE TEMPERATURA °C FENÔMENOS E PRODUTOS 

I Até 200 - Poucas reações importantes; 
- Perda de umidade; 
- Fase endotérmica. 

II 200 até 270-280 - Aumento de reação e na eliminação de gases; 
- A madeira passa para a cor marrom arroxeada; 
- Fase endotérmica. 

III 280 até 250 – 380 - Importante fase de reações e grande eliminação de gases; 
- Composição de gases: centena de componentes químicos 
  orgânicos (alguns recuperáveis). ex: acido acético, metanol, 
  acetona, fenóis, aldeídos, hidrocarbonetos, alcatrões, etc; 
- O resíduo final dessa fase já é o carvão vegetal, mas que 
  ainda apresenta compostos volatizáveis em sua estrutura; 
- Fase exotérmica. 

IV 380-500 - Redução da saída de gases; 
- O carvão vegetal passa a sofrer uma purificação na sua  
  composição química com a eliminação do restante dos  
  gases voláteis contendo hidrogênio (H) e oxigênio (O). O  
  carvão torna-se mais rico em carbono em sua estrutura  
  (carbono não volátizavel ou carbono fixo); 
- Fase exotérmica. 

V Acima de 500 - Degradação do carvão; 
- Término da carbonização e início da gaseificação do 
  carvão; 
- Fase exotérmica. 

 

O material lignocelulósico é degradado durante o processo de pirólise lenta. As 

ligações químicas dos compostos orgânicos, tais como C-C, H-O, C-H e C-O, são 

decompostas por desidratação, hidrólise, oxidação, descarboxilação e despolimerização, 

gerando produtos gasosos, vapor de água, alcatrão e voláteis (MANSUR et al., 2011). Os 

voláteis orgânicos condensáveis são denominados de licor pirolenhoso, ou seja, a fração 

líquida, aquosa, altamente oxigenada e complexa (MATHEW; ZAKARIA, 2014).  

O licor pirolenhoso é caracterizado como um líquido marrom, contendo uma fração 

aquosa composta de, ao menos, 80% de água; sendo que o restante pode conter mais de 

200 compostos hidrossolúveis, com destaque para ácido acético, metanol, acetona, alcatrão 

solúvel e insolúvel. Estes compostos podem ser obtidos de diferentes espécies vegetais tais 

como bambu, eucalipto e pinus (ALMEIDA, 2012; CAMPOS, 2007; MENA, 2014; SENA et al., 

2014). A característica de constituição química do alcatrão solúvel é a presença de fenóis 

como cresóis, xilenóis, guaiacol, metilguaicol, dentre outros. A fração insolúvel do alcatrão 
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pode ser obtida separadamente do licor pirolenho através do processo de destilação, com 

temperatura até 200°C, na qual há presença de aldeídos, cetonas, ésteres, ácidos e óleos 

pesados; e acima de 200°C, fenóis e o piche como resíduo (LEPAGE et al., 1986). 

A composição química do licor pirolenhoso está diretamente relacionada com a 

temperatura da pirólise. A hemicelulose se decompõem num faixa de temperatura 

relativamente baixa, de 200 a 320°C; a celulose começa a ser degradada a 280 até 360°C; e 

a lignina, cuja composição química é mais variável entre as espécies vegetais, degrada em 

uma faixa mais ampla de temperatura, de 140 a 600°C. A decomposição da celulose ocorre 

numa faixa estreita de temperatura devido a sua estrutura cristalina, homogênea, não 

ramificada de unidades de glicose ligadas a β- (1-4). A hemicelulose, cuja principal estrutura 

é a xilana, confere uma natureza amorfa com muitas unidades ramificadas, apresentando 

como característica termoquímica baixa energia de ativação e, desta forma, sendo 

responsável pela faixa relativamente baixa de temperatura na qual é degradada. A 

estabilidade termoquímica da lignina é devido às ligações cruzadas das moléculas aromáticas 

de sua composição (MATHEW; ZAKARIA, 2014). 

A obtenção e uso do licor pirolenhoso não é um uma prática recente, retomando à 

China antiga, assim como a Índia.   Já no século 17, na Europa, registros do uso do liquido 

(pirolenhoso) da produção de alcatrão através da destilação seca de madeira também foram 

relatados. Há referências de que, em 1813, na Inglaterra, teria sido iniciada a produção de 

licor pirolenhoso, em grande escala, para coloração do linho (CAMPOS, 2007). 

A produção do licor pirolenhoso deve seguir um rigoroso controle de processo, 

visando obter produto com baixo teor de alcatrão (composto apolar muito tóxico); e 

preservando os compostos químicos de interesse, sem degradá-los. Após iniciado o processo 

de pirólise, a condensação dos gases que originam o licor pirolenhoso deve ver monitorada, 

pois as reações químicas de polimerização continuam ocorrendo durante um período de até 

06 meses (CAMPOS, 2007). Por este motivo é fundamental, considerando as potenciais 

aplicações do licor, providenciar o armazenamento adequado para evitar uma possível 

alteração química.  

O licor pode ser utilizado em diversas áreas, tais como (CAMPOS, 2007):  

- Desinfetantes e esterilizantes eficientes; 

- Aditivos de alimentos; 

- Aditivo em adubos orgânicos e compostagens, entre outros. 

A validação da aplicação do licor considera fatores como a composição química da 

biomassa (produtos madeireiros e não-madeireiros); a faixa de temperatura no qual é obtido; 

armazenamento, estudo da composição química do licor; avaliação de toxicidade, quando 

empregado em uso humano e animal; avaliação de atividade biológica; determinação da 

segurança.  
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A utilização do licor pirolenhoso é ampla na agricultura com diversas aplicações: 

fertilizante orgânico aplicado ao solo no cultivo do arroz, sorgo e batata doce; fungicida; 

nematicida, dentre outros (ZANETTI et al., 2003). Nesse contexto, as principais referências 

estão vinculadas ao licor pirolenhoso obtido a partir da carbonização da madeira de eucalipto, 

por se tratar de uma espécie amplamente usada para a produção de carvão vegetal no Brasil. 

Há, inclusive, referência de pesquisa recentemente realizada, demonstrando o potencial 

antifúngico do licor pirolenhoso obtido da madeira de eucalipto para o fungo Aspergillus niger 

(ALMEIDA, 2012).  

Os licores pirolenhosos, oriundos das inúmeras biomassas lignocelulósicas 

disponíveis, apresentam composição química com a presença de compostos aromáticos, 

cetona, fenóis, entre outros, com rendimentos e características que dependem da temperatura 

aplicada durante a pirólise e, logicamente, da composição da matéria-prima utilizada. Esta 

composição química orienta a aplicação do licor pirolenhoso em diversas áreas como na 

agricultura, alimentícia e, também, em sistemas conservantes. Considerando o conjunto de 

informações a respeito da produção do licor pirolenhoso, o foco deste trabalho foi o bambu 

Dendrocalamus asper como fonte da biomassa lignocelulósica. 

 

2.2. BAMBU Dendrocalamus asper (Schult & Schult) Backer COMO FONTE DE BIOMASSA 

PARA PRODUÇAO DE LICOR PIROLENHOSO 

Embora apresentem similaridade em determinados usos, os bambus não são 

considerados como madeira, mas sim pertencentes ao grupo de plantas da família das 

gramíneas, Poaceae e subfamília Bambusoideae. São representados por 1250 espécies, 

distribuídas em 75 gêneros, sendo que a maioria delas é de rápido crescimento, atingindo 

maturidade por volta dos 05 anos (MOGNON et al., 2015; PEREIRA; BERALDO, 2016). 

Os bambus, ao contrário de outras espécies de gramíneas, realizam fotossíntese C3, 

semelhante às espécies arbóreas, favorecendo o crescimento de sua biomassa em ambientes 

ricos em CO2, em ausência de fatores limitantes. Diversos gêneros de bambu são encontrados 

do México até o sul do Brasil, geralmente em regiões úmidas e de alta altitude. No Brasil 

podem ser encontradas desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, ocorrendo principalmente 

nas regiões de bioma da Mata Atlântica (MOGNON et al., 2015). Por ser tratar de uma espécie 

não originária em solo brasileiro, considera-se que houve grande adaptação dos gêneros 

Bambusa, Dendrocalamus e Phyllostachys. No Brasil, o bambu vem sendo cada vez mais 

empregado na indústria moveleira e na produção de painéis, uma vez que é considerado 

resistente e ecologicamente correto, atingindo patamares de sustentabilidade necessários à 

sociedade e ao ambiente (PEREIRA; BERALDO, 2016). 
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A espécie Dendrocalamus asper (Schult & Schult) Backer foi provavelmente trazida 

ao Brasil do sudoesta da Ásia pelos colonizadores portugueses. Em solo brasileiro apresenta 

touceiras de grande porte, com até 30 m de altura, sendo que os colmos da base podem 

chegar a 30 cm de diâmetro. Sua coloração marrom, em colmos jovens, ocorre devido a 

presença de tricomas (BRITO, 2018; TOMBOLATO; GRECO; PINTO, 2012).  

A espécie Dendrocalamus asper é uma importante espécie de bambu no Brasil, 

entretanto é erroneamente identificada como Dendrocalamus giganteus, porque ambas as 

espécies são um tipo de bambu gigante com grandes diâmetros de colmo (AKIRA et al., 2007; 

FELISBERTO et al., 2017). 

O bambu, de uma forma geral, é amplamente empregado como um substituto da 

madeira, tanto devido suas características físico-mecânicas, como também pelos aspectos 

ambientais favoráveis, como sequestro de carbono, em relação à sua cultura. As indústrias 

que trabalham com o processamento do bambu são consideradas estratégicas para o 

desenvolvimento das economias locais, devido suas características em tecnologia para 

aproveitamento do recurso florestal (MOGNON et al., 2015; YU, 2008), em termos de produtos 

madeireiros e não madeireiros.   

Na construção civil o bambu é uma matéria-prima vegetal amplamente conhecida. 

Há referências de sua utilização descrita a mais de cinco mil anos, por conta de descobertas 

arqueológicas de cestas de bambu na província de Zhejiang, China (ROSA, 2013). 

Considerado um importante recurso natural renovável, principalmente para países africanos 

e asiáticos, apresenta grande emprego para construções civis e industriais; assim como 

utilizações rurais e residenciais (BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 1987; MAHDAVI; 

CLOUSTON; ARWADE, 2011). 

Os colmos do bambu são anatomicamente compostos de feixes vasculares (12,8%), 

fibras (47,6%) e parênquima (39,6%) (MARINHO; NISGOSKI; DE MUÑIZ, 2014), 

evidenciando que as fibras são os constituintes majoritários do bambu. A parede celular, cujo 

foco de interesse reside na composição das fibras, é constituída de celulose, hemicelulose, 

holocelulose (microfibrilas de celulose, particularmente α-celulose, envoltas em 

hemicelulose), lignina, baixos teores de pectina e elevado conteúdo de compostos fenólicos 

(com até 5% de peso seco de ácido ferúlico). Estes componentes da fibra variam de acordo 

a espécie de bambu.  As principais hemiceluloses encontradas são xilanos e arabinoglucanos, 

e em menor quantidade glucanos de ligação mista e xiloglucanos (ácido fenólico ligado a 

hemicelulose).  A polimerização de três unidade monoméricas, os álcoois ρ-cumaril, conoferil 

e sinapil, originam os precursores das unidades fenilpropanoides guaiacil, siringil e ρ-

hidrofenil, presentes nas ligninas encontradas nas fibras de bambu (SILVA, 2017).O 

Dendrocalamus asper apresenta fibras com 76,33%, 68,11% e 28,70% para holocelulose, α-

celulose e lignina, respectivamente (MARINHO; NISGOSKI; DE MUÑIZ, 2014). 
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Em 2011 o governo Brasileiro, com a Lei 12.484, que dispõe sobre a Política Nacional 

de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu, promoveu políticas para o manejo 

sustentável e o cultivo de bambo. Através desta Lei o governo visou o desenvolvimento da 

cultura do bambo, tanto com ações governamentais quanto de investimentos privados. Entre 

as ações previstas pela Lei o governo federal tinha por objetivo elaborar planos de trabalho 

para implementação de incentivos à pesquisa e desenvolvimento tecnológico, focando o 

manejo sustentável, cultivo, serviços ambientais. Entre outras ações, o governo federal 

pretendia trabalhar na implementação do incentivo à pesquisa e ao desenvolvimento 

tecnológico com foco em manejo sustentável, cultivo, serviços ambientais e aplicações de 

produtos e sub-produtos do bambu (BRASIL, 2011). 

O governo federal elabora vários programas para pesquisar e desenvolver o uso de 

fibras de bambu para construção de casas, isoladamente ou como reforço em diferentes tipos 

de matrizes, como compósitos de solo e cimento (FELISBERTO et al., 2017; GHAVAMI, 2005; 

SANTOS et al., 2016). Entretanto, mesmo com o possível estímulo à pesquisa, advindo da 

Política sobre Política Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu, 

verifica-se que há pouca informação disponível sobre o aproveitamento de outros produtos 

que podem ser obtidos a partir da pirólise. Dentre estes produtos pouco explorados está o 

licor pirolenhoso (JANKOWSKY et al., 2018; MENA, 2014). 

Sabe-se que suas folhas apresentam propriedades anti-fúngicas (HADI; BREMNER, 

2001; ZHOU; SHEN; HOU, 2017); porém a atividade antimicrobiana do licor pirolenhoso ainda 

é relativamente pouco descrita. Em um estudo comparativo de diferentes biomassas 

lignocelulósicas, incluindo bambu, seu licor pirolenhoso mostrou atividade antiviral (LI et al., 

2018a). Pesquisa realizada com o licor pirolenhoso de bambu demonstrou que uma de suas 

frações fenólicas apresenta atividade germicida para o piconarvirus, um encefalomicardio 

vírus (MARUMOTO et al., 2012); e o licor pirolenhoso de Dendrocalamus asper, obtido em 

temperatura acima de 600°C, demonstrou perfil coagulante e antifúngico ao ser adicionado 

ao látex (SUMANATRAKUL et al., 2015). 

Assim pode-se considerar que o bambu está a merecer uma maior atenção quanto 

ao potencial dos produtos obtidos da sua pirólise e, em particular, o licor pirolenhoso, obtido 

em diferentes faixas de temperatura. Nesse contexto, incluem-se a exploração de compostos 

com propriedades bacteriostáticas e/ou fungistáticas, que possam ser fontes de agentes 

conservantes, por exemplo, aplicáveis em diversas produtos como saneantes, cosméticos e 

medicamentos, para indústria farmacêutica e química, alimentos e até mesmo para o 

tratamento de madeiras de uso doméstico.  As possibilidades são amplas, porém, no 

momento, pouco exploradas. 
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2.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA SOBRE AS BACTÉRIAS Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 

As bactérias são unicelulares, da classe procarioto, devido à ausência de membrana 

nuclear. Morfologicamente podem apresentar diferentes formas, tais como cocos, bacilos, 

cilíndricas ou espiral, cujos arranjos podem igualmente variar. Os coco, por exemplo, podem 

ser encontrados em arranjos como diplococos, tétrades, estreptococos e estafilococos. Os 

bacilos podem ser encontrados isoladamente ou em arranjos, diplobacilo ou estreptobacilos. 

De maneira geral as bactérias apresentam mecanismos de locomoção, os flagelos, membrana 

plasmática e parede celular. Estas estruturas, assim como os diferentes tipos de arranjos 

celulares, permitem as bactérias sobrevivência e, ainda, sua patogenicidade (CAMPOS, 

2017a; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). A figura 3 ilustra a estrutura morfológica geral das 

bactérias. 

 

 

Figura 3. Estrutura morfológica geral de bactérias (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

 

As bactérias Gram-positiva e Gram-negativa apresentem semelhanças estruturais, 

contudo são as diferenças fundamentais que permitem a ação de um agente antimicrobiano 

por sua atividade bactericida ou bacteriostática sobre o microrganismo. Doravante cada 

classe de agentes antimicrobianos apresenta um mecanismo de ação único e, para 

compreender tanto a forma de ação como as maneiras de resistências geradas pela bactérias, 

é preciso compreender algumas de suas características básicas da estrutura celular 

bacteriana (COLYE et al., 2005), com atenção para as paredes celulares. A parede celular 

bacteriana é um alvo para novos antimicrobianos pois seu arranjo se diferencia da parede 
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celular de mamíferos, evidenciado nos lipídios aniônicos, que nos procariotos são expostos 

na superfície das membranas bacterianas em oposição as membranas eucarióticas, nas quais 

os lipídios aniônicos são sequestrados para a monocamada voltada para o interior da célula, 

ou organela (EPAND et al., 2016).  

 

Figura 4.  Paredes celulares de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (EPAND et al., 2016). 

 

A ilustração da figura 4 evidencia as diferenças entre as paredes celulares. Tanto as 

bactérias Gram-negativas quanto as Gram-positivas apresentam como principal componente 

da parede celular os peptidioglicanos com uma face citoplasmática e outra externa, que 

conferem formato e resistência para estas. As bactérias Gram-negativas apresentam duas 

camadas de membranas com um espaço peri-plasmatico entre ambas, no qual podem ser 

encontrados as β-lactamase. A membrana externa é uma monocamada com endotoxinas 

lipopolissacarídeos (LPS), pouco peptideoglicano (10%) e proteínas como porínas. A parede 

celular das bactérias Gram-positivas é constituída em 90% de peptidioglicanos, contendo 

ácido lipoprotéico e ácido teicóico. Os lipídeos encontrados nos dois diferentes tipos de 

paredes celulares são fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina (PE) e cardiolipina (CL), em 

diferentes concentrações de acordo com a bactéria. Tais diferenças determinam o mecanismo 

de ação dos antimicrobianos para cada tipo de bactéria, assim como estão relacionados com 

os mecanismos de resistências das mesmas (COLYE et al., 2005; EPAND et al., 2016; 

LEVINSON, 2011; MALANOVIC; LOHNER, 2016). 

A Escherichia coli, juntamente com Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter, 

são coletivamente consideradas como bacilos coliformes. Apesar desta classificação a 

Escherichia coli faz parte da flora natural do intestino humano e, nestas condições, não 

apresenta riscos ao indivíduo. Esta bactéria faz parte da família Enterobacteriaceae, 

classificada como Gram-negativa, devido a estrutura de sua parede celular, sendo 

considerada um bastonete, com dimensões de até 1,1 a 1,5 µm por 2,0 a 6,0 µm. As cepas 

de Escherichia coli patogênicas e virulentas podem ocasionar diarréia não inflamatória 
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(diarréia aquosa) ou diarréia inflamatória (disenteria com fezes geralmente contendo sangue, 

muco e leucócitos) (DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2016; EVANS JR; EVANS, 1996; 

GUENTZEL, 1996). 

O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram e catalase positiva cujo tamanho 

varia de 0,5 a 1,5 µm de diâmetro. Sua parede celular expressa uma variedade de proteínas 

extracelulares e polissacarídeos, diretamente relacionados com sua potencial virulência. É 

imóvel, não encapsulada e apresenta-se com diversas formas e cocos: isolado, aos pares, 

em cadeias curtas e em arranjos irregulares. No organismo humano saudável, é encontrado 

na pele, axilas e nas cavidades nasais. O Staphylococcus aureus pode causar lesões 

superficiais da pele (furúnculos) e abscessos localizados em outros locais; infecções 

profundas como osteomielite e endocardite, assim como infecções cutâneas graves como 

furunculose; é o principal microrganismo patógeno a causar infecção hospitalar adquirida 

(nosocomial) de feridas cirúrgicas. Em alimento pode liberar enterotoxinas ocasionando 

intoxicações alimentares, promove a síndrome de choque tóxico, por liberar na corrente 

sanguínea superantígenos. Ainda estão relacionados a infecções como espinhas, furúnculos, 

celulite, pneumonia, meningite, entre outros (FOSTER, 1996; HARRIS et al., 2002; SOARES 

et al., 2017). 

O uso excessivo de antibióticos aumenta a resistência bacteriana, promovendo um 

aumento das infecções, principalmente no contexto hospitalar. Bactérias como Escherichia 

coli e Staphylococcus aureus vêm apresentando patogenicidade crescente, e estudos de 

novos compostos químicos com atividade antimicrobiana são imperativos para a saúde da 

comunidade.  

As primeiras evidências da patogenicidade e aumento da resistência aos tratamentos 

convencionais para ambas as bactérias estão registradas em hospitais, onde os casos são 

mais facilmente registrados. O Instituto Nacional de Saúde Pública e Meio Ambiente, na 

Holanda, vem coletando dados fornecidos pelo Sistema Europeu de Vigilância da Resistência 

aos Antibióticos, entre os anos de 1999 e 2009. As análises evidenciam o crescimento na taxa 

de mortalidade, de internações hospitalares e, consequentemente, um aumento em gastos 

hospitalares relacionados a bacteremias por Staphylococcus aureus resistentes à meticilina 

(MRSA) e por Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de terceira geração (G3CREC). 

Este cenário é considerado como de risco, devendo ser avaliado com critério e preocupação 

(KRAKER et al., 2011). 

Em Portugal há uma crescente preocupação com o MRSA, não somente em âmbito 

hospitalar, mas no uso pela população não internalizada. Os custos gerados e o grave impacto 

sob a população estão relacionados a fatores de risco, como idade e hábitos gerais, assim 

como internações prolongadas. O crescimento do casos de MRSA é alarmante, de acordo 

com os dados obtidos e rementem a necessidade de mudanças de hábitos pelos pacientes, 



26 
 

profissionais da área da saúde e maiores estudos para minimizar o impacto de infecções 

resistentes aos tratamentos convencionais (CARVALHO, 2017). 

Um estudo relacionou o uso de fluoroquinolona, um antibiótico com alta eficácia 

antimicrobiana e aceitabilidade por pacientes durante o tratamento, com resistência de 

Escherichia coli e Staphylococcus aureus, em 17 hospitais nos Estados Unidos e as 

comunidades próximas, no ano de 2000. Os resultados encontrados remetem as associações 

entre o uso de fluoroquinolonas em hospitais e resistência à meticilina em Staphylococcus 

aureus e entre o uso de fluoroquinolona em comunidades e resistência às fluoroquinolonas 

em Escherichia coli em hospitais (MACDOUGALL et al., 2005). E outros casos são relatados 

com Escherichia. coli (ABERNETHY et al., 2017; STOESSER et al., 2017) e Staphylococcus 

aureus (ZETOLA et al., 2005), nos quais os hábitos de consumo de antibióticos fora do 

ambiente hospitalar, associado a populações de risco (idade, alimentação, hábitos diários), 

aumentam a prevalência de infecções hospitalares resistentes e custos elevados aos 

hospitais. Estes hábitos estão relacionados aos prescritores de medicação e ao consumo 

inadequado pelos pacientes.  

Entretanto as infecções não estão restritas a hospitais e sistemas orgânicos internos 

ao corpo humanos. Em meados de 2000, no Estados Unidos, uma epidemia por MRSA 

provocou infecções na pele e tecidos moles, ocasionando danos aos pacientes e ao sistema 

de saúde pública (CHALLAGUNDLA et al., 2018). 

Todos os relatos acima evidenciam que o uso inadequado e más condutas por 

pacientes, prescritores e uso em âmbito hospitalar de antimicrobianos oneram a comunidade 

e os sistemas de saúde pública. Bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aureus 

estão entre os relatos de maiores incidências no aumento de resistências as tratamentos 

medicamentosos devido a sua patogenicidade, e estudos de novos compostos químicos com 

atividade antimicrobiana são imperativos para a saúde da comunidade. Para iniciar uma real 

modificação em tal cenário são necessárias ações preventivas e pesquisa e desenvolvimento 

de novos antimicrobianos, aliando fontes pouco exploradas de compostos químicos e novas 

tecnologias, tais como nanotecnologia, para combater as bactérias resistentes que ameaçam 

a saúde pública. Considerando o perfil de ação desses compostos como potenciais 

conservantes, há a possibilidade da aplicação nas indústrias alimentícia, cosmética e química, 

entre outros (ALSALH et al., 2016; ANVISA, 2010; SOARES et al., 2017; VIEIRA; VICENTINO 

VIEIRA, 2018). 

Muitos subprodutos do bambu são relativamente pouco explorados devido a falta de 

estudos que agreguem valor ao produto final. Considerando a biomassa de bambu e a 

obtenção de licor pirolenhoso, muitos estudos sugerem potenciais de aplicabilidade, e neste 

trabalho se optou por avaliar o perfil antimicrobiano em bactérias Gram positiva, a Escherichia 

coli, e Gram negativa, a Staphylococcus aureus. 
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O emprego do licor pirolenhoso de Dendrocalamus asper, com potencial atividade 

antimicrobiana, pode ser empregado em sistemas conservantes, em indústrias farmacêuticas, 

cosméticas, químicas e alimentícias. 

2.4. SISTEMAS CONSERVANTES 

De acordo com a Resolução n° 79, da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) os conservantes são definidos como: "substâncias adicionadas aos produtos de 

Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes com a finalidade primária de preservá-los de danos 

e/ou deteriorações causadas por microrganismos durante suas fabricações e estocagem, bem 

como proteger o consumidor de contaminação inadvertida durante seu consumo” (ANVISA, 

2010).  

Não existe uma única substância química que possa ser considerada como um 

conservante ideal, por isso é costumeiro o emprego de misturas de substâncias que 

promovam a atividade antimicrobiana apropriada ao emprego destinado. Contudo, um bom 

conservante apresentaria as características de amplo espectro de ação inibitória para fungos 

e bactérias, tanto as Gram-positivas quanto para as Gram-negativas («Conservantes», 2011).   

Entretanto, ao considerar o emprego de quaisquer substâncias químicas, é 

necessário avaliar sua toxicidade, pois mesmo em cosméticos os sistemas conservantes 

podem ocasionar reações de hipersensibilidade, graus I, II, III e IV (GOMES, 2017; SOUZA, 

2014). 

Na área alimentícia a importância de conservantes com atividade antimicrobiana é 

fundamental para garantir a ingestão segura de alimentos, tanto para seres humanos quanto 

para animais. A demanda crescente por conservantes em produtos industrializados aliada a 

procura de conservantes de origem natural, ou com menos síntese química, é considerável 

entre os consumidores. Os nitratos e nitritos estão relacionados ao desenvolvimento de 

neoplasias, em particular estomacal, e na redução do transporte de oxigênio (O2), sendo 

considerado um agravante para grupos de risco e crianças (FANI, 2012; FERREIRA, 2015). 

Por estas razões os estudos envolvendo novas tecnologias, como as nanopartículas, 

e novos agentes antimicrobianos para bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, são 

imperativas no contexto mundial.  
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3. OBJETIVOS 

Pretendeu-se como objetivo geral da pesquisa estudar o potencial do licor 

pirolenhoso obtido a partir da pirólise da espécie de bambu Dendrocalamus asper (Schult & 

Schult) Backer, e avaliar seu potencial antimicrobiano para as bactérias Escherichia coli e 

Staplylococcus aureus. 

 

3.1. Objetivos Especificos 

I. Quantificar a conversão da matéria-prima em produtos, considerando três 

diferentes temperaturas de pirólise: 250°C, 350°C e 550°C. 

II. Avaliar as características organolépticas e as possíveis características de 

solubilidade química dos licores pirolenhosos. 

III. Estudar o potencial antimicrobiano dos licores pirolenhosos e de suas frações 

metanólica e hexânica, em linhagens bacterianas de Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus. 

a.  

b.  

IV. Considerando os resultados obtidos nas fases anteriores, selecionar o licor 

pirolenhoso de uma única temperatura, e uma única fração química, visando: 

a. Analisar quimicamente a fração selecionada, mediante cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massas; 

b. Obter curvas dose-resposta a partir de testes bioguiados em difusão de 

disco; 

V. Avaliar as possíveis alterações morfológicas e químicas nas bactérias 

Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Na figura 5 encontra-se o fluxograma das atividades realizadas na execução da 

presente pesquisa. 

Figura 5. Fluxograma das atividades realizadas para análise dos licores pirolenhosos de D. asper nas 
temperaturas de 250°C, 350°C e 550°C. 

 

A pesquisa foi desenvolvida de forma a integrar diferentes especialidades e, por 

conta desse fato, requereu o uso de distintas estruturas laboratoriais existentes no Campus 

da ESALQ/USP: 

- Laboratório de Química, Celulose e Energia do Departamento de Ciências 

Florestais/ESALQ/USP; 

- Laboratório de Secagem de Madeiras do Departamento de Ciências 

Florestais/ESALQ/USP; 

- Laboratório de Química Orgânica de Produtos Naturais do Departamento de 

Ciências Exatas – Química, ESALQ/USP; 

- NAP/MEP – Núcleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrônica Aplicada a 

Agricultura – ESALQ/USP. 

 

4.1. COLETA DO MATERIAL 

O bambu, espécie Dendrocalamus asper (Schult & Schult) Backer, foi coletado na 

fazenda da Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) da Agência Paulista de 

Licor Pirolenheso de D. asper - 250°, 
350°, 550°.

Padronização do processo
de pirólise bambu

Avaliação química por 
cromatografia de camada 

delgada dos licores 
pirolenhosos obtidos nas 

três diferentes 
temperaturas

Avaliação da atividade 
antimicrobiana em E. coli e 

S. aureus

Análise por microscopia 
eletrônica de varredura 

dos resultados obtidos da 
atividade antimicrobiana

Áreas de conhecimento: tecnologia de 
madeira, química de produtos naturais, 

microscopia eletrônica de varredura.
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Tecnologia dos Agronegócios (APTA), no município de Tatuí – São Paulo (figura 6). Os 

critérios de seleção adotados foram: (a) touceiras com idade superior a três anos e, (b) sinais 

de manchas e ramificações, indicativos da idade do bambu. Foram selecionadas 08 plantas, 

com altura variando de 15,0 a 20,0 m e circunferência média de 15,0 cm. 

 

Figura 6. D. asper coletado na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) da Agência Paulista de Tecnologia 
dos Agronegócios (APTA), no município de Tatuí – São Paulo. A: touceira com a nome científico da espécie de 
bambu, certificando a identificação correta. B: touceira de bambu utilizada para o estudo. 

Com o auxílio de motosserra as hastes do bambu foram obtidas in situ, cortadas em 

colmos de 2 metros de comprimento e transportadas até o Laboratório de Secagem de 

Madeiras do Departamento de Ciências Florestais (ESALQ/USP). Para que as taliscas fossem 

obtidas os colmos foram cortados longitudinalmente com uma serra circular com guia. Com o 

propósito de remover a camada interna, rica em amido, da camada externa (casca), as taliscas 

foram processas numa plaina desengrossadeira. Posteriormente foram transformadas em 

cavaco, através do uso de uma serra de fitas, e submetidos a dois processos subsequentes 

de secagem, uma ao ar livre e outra em estufa (BRITO, 2013, 2018). A figura 7 ilustra os 

processos supracitados. 
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Figura 7. Processamento mecânico do bambu: (A) Colmos seccionados em campo; (B) Taliscas processadas com 
casca; (C) Desengrosso das Taliscas; (D) Taliscas; (E) Cavacos. Fonte: BRITO, 2018. 

 

Os cavacos, após as secagens, foram transformados em partículas, através de um 

moinho de facas Willey, dotado de uma peneira com malha de 4 mm de abertura (0,85 mesh). 

As partículas foram secas em estufa á 103°C por 24 horas para que a umidade fosse de 0%, 

aproximadamente. Desta forma foram armazenadas em sacos plásticos para evitar 

contaminação. 

 

4.2. DETERMINAÇÃO DO TEOR DE UMIDADE 

Para a condução do processo de pirólise o material vegetal necessita estar com o 

teor de umidade próximo de 0%, razão pela qual a determinação do teor de umidade foi 

realizada para cada pirólise, individualmente. 

Dois métodos foram , para a determinação do teor de umidade, foram comparados 

entre si. O primeiro consiste no método gravimétrico, no qual uma de aproximadamente 5 g, 

em triplicata, foi introduzida na estufa, a 103°C por 24 horas (GALVÃO; JANKOWSKY, 1985). 

Decorrido este período as amostras foram pesadas e o cálculo realizado de acordo com a 

equação (1): 

 

U%= ((Mu/Ms) – 1) x 100        (1) 
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Onde: 

Mu = massa úmida, em gramas. 

Ms = massa seca a 0%, em gramas. 

U% = Teor de umidade, em porcentagem. 

 

O segundo método é utilizando a balança ID200, específica para determinar o teor 

de umidade em material particulado (figura 8). Nesta, uma amostra de 2 g foi introduzida e 

aquecida a 103°C, por 10 minutos. Após esse período a balança automaticamente informa o 

teor de umidade da amostra. 

Figura 8. Balança ID200 específica para determinar o teor de umidade em material particulado. A. Balança ID200. 
B. Mesmo aparelho, onde a seta preta indica o local onde o material particulado é introduzido e, a seta branca, o 
sistema de aquecimento da balança. 

 

Os resultados obtidos nos dois métodos foram comparados entre si, de forma a 

determinar qual poderia ser utilizado para a análise da porcentagem de umidade a ser 

realizada antes de cada pirólise. 

 

4.3. OBTENÇÃO DOS LICORES PIROLENHOSOS INTEGRAIS ATRAVÉS DO PROCESSO DE 

PIRÓLISE 

Para obtenção do licor pirolenhoso integral (LPI) foram realizadas pirólises 

conduzidas em forno-mufla laboratorial (figura 9), com ausência de oxigênio, de D. asper 

particulado. A pirólise foi realizada em três diferentes temperaturas, e para cada temperatura 

foi designado uma denominação para o licor obtido. Assim: 
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 - O licor obtido a 250°C foi denominado LPI250; 

 - O licor obtido a 350°C foi denominado LPI350; 

 - O licor obtido a 550°C foi denominado LPI550. 

 O forno-mufla é dotado de resistência elétrica com controle de temperatura. Um 

recipiente metálico (volume nominal de 500 cm3) foi introduzido no interior da mesma, 

contendo 250 g (±4 g) do material a ser pirolisado. O forno-mufla estava conjugado a um 

sistema de coleta em vidro, com separação para os gases condensáveis. 

Para coleta dos licores pirolenhosos um sistema de dois condensadores de vidro, 

acoplados a um balão volumétrico previamente pesado em balança semi-analítica, foram 

conectados ao recipiente metálico já introduzido na mufla laboratorial. Uma corrente de água 

fria ficou circulando pelos condensadores durante todo processo. 

Para a pirólise a mufla foi calibrada com uma rampa de aquecimento de 1,7 

graus/minuto, até atingir as temperaturas selecionadas. Uma vez atingida a temperatura de 

escolha, o material acondicionado no recipiente metálico permaneceu sob o efeito desta 

temperatura por 4 horas, período em que foi coletado o licor pirolenhoso, conforme figura 9. 

Figura 9. Mufla laboratorial acoplada ao sistema de condensadores de vidro e balão volumétrico, utilizados durante 
a pirólise e coleta dos licores pirolenhosos. A: Setas destacando a mufla laboratorial onde o cilindro contendo 
bambu é submetido a aquecimento; e o sistema eletrônico de controle de rampa de aquecimento da mufla. B: Seta 
furtiva evidenciando o sistema de condensadores para os gases voláteis; seta em losango demonstrando o balão 
volumétrico onde o licor pirolenhoso foi coletado. 
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Após o período de 4 horas o balão volumétrico era pesado novamente, obtendo-se a 

massa de licor pirolenhoso coletado durante a pirólise, sendo então o volume transferido para 

uma proveta de vidro e mensurado, e na sequência, transferido para um recipiente de vidro 

âmbar e armazenado em geladeira a 4°C. 

 

4.4. CÁLCULO DE RENDIMENTO DOS LICORES PIROLENHOSOS INTEGRAIS 

O rendimento gravimétrico em gases condensáveis (licor pirolenhoso) expressa a 

relação entre a massa do líquido condensado e a massa da madeira, na base seca, segundo 

equação 2: 

RLP = (PGC / PMS) x 100        (2) 

Onde: 

RLP = rendimento gravimétrico de licor pirolenhoso, em (%); 

PGC = massa do gás condensado, em (g); e  

PMS = massa da madeira seca, em (g). 

 

4.5. FRACIONAMENTO POR PARTIÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO  

Os LPIs, das três temperaturas de estudo, foram submetidos separadamente a um 

fracionamento químico por partição líquido-líquido. Os solventes orgânicos de escolha foram 

o metanol e o hexano (Sigma-Aldrich). Inicialmente, 20 mL de LPI, medidos em uma proveta 

de vidro, foram introduzidos em um funil de separação, alocado em uma capela. No mesmo 

funil de separação foram adicionados 30 mL de metanol (PA) e, posteriormente, 50 mL de 

hexano (PA). Após a adição de hexano o funil de separação era manualmente agitado e 

colocado em pé para que a separação dos compostos químicos presentes no LPI ocorresse 

através da afinidade pelas polaridades distintas dos solventes orgânicos. Esse procedimento 

foi realizado por 8 vezes, totalizando um volume de 400 mL de hexano, sendo que a cada 

agitação do funil a fração hexânica do LPI era coletada em um bequer. 

Após a coleta ambas as frações foram concentradas através da evaporação dos 

solventes orgânicos em rotaevaporador a vácuo e aquecido a 60°C e, posteriormente, 

armazenadas em ambiente refrigerado a 4°C. 

Esse procedimento foi realizado para cada um dos licores pirolenhosos integrais 

(LPI250, LPI350 e LPI550), gerando as frações metanólicas FMeOH250, FMeOH350 e 

FMeOH550; e as frações hexânicas FHex250, FHex350 e FHex550, respectivamente (figura 

10).  
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Todas as frações, metanólicas e hexânicas, foram analisadas pela avaliação 

antimicrobiana, bioguiadas pela cromatografia de camada delgada (CCD). Os resultados 

permitiram selecionar uma única fração, de um LPI obtido em uma única temperatura, para 

análise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), avaliação 

de curva dose-resposta da atividade antimicrobiana, assim como avaliação por MEV. 

 

Figura 10. Fluxograma do fracionamento dos LPI250, LPI350 e LPI550 por partição líquido-líquido. A: Fração 
metanólica (LMeOH250) e hexânica (FHex250). B: Fração metanólica (LMeOH350) e hexânica (FHex350). C: 
Fração metanólica (LMeOH550) e hexânica (FHex550). 

  

 

4.6. CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA 

Todos os LPIs e as frações obtidas da partição líquido-líquido, nas três temperaturas 

de pirólise, foram submetidos inicialmente a cromatografia de camada delgada (CCD) em 

cromatofolhas de sílica gel com indicador de fluorescência (Macherey-Nagel), a fase móvel 

continha uma misturas de solventes absolutos (PA) metanol, diclorometano e hexano, em 

diferentes proporções, para melhor separação e visualização dos compostos químicos. Os 

spots (aplicação das amostras na placa de CCD) foram inspecionados em luz ultravioleta (254 

a 365 nm), para visualização do perfil químico e monitoramento das frações obtidas. Estes 

procedimentos foram realizados no Laboratório de Química Orgânica de Produtos Naturais 

do Departamento de Ciências Exatas (ESALQ/USP) (DOS REIS, 2017). 
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Cada análise química realizada nas amostras foi monitorada através de bioensaio do 

perfil de atividade antimicrobiana, nas bactérias E. coli e S. aureus. 

 

4.7. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

4.7.1. Teste de Difusão de Disco 

O teste de difusão em disco é reconhecido e aceito pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), pelo Food and Drug Administration (FDA) e pelo Clinical 

Laboratory Standars Institute (CLSI) (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA 

(ANVISA), 2003; COLYE et al., 2005; OSTROSKY et al., 2008; WEINSTEIN et al., 2018). 

Todos os materiais utilizados nos testes foram autoclavados a 110 °C por 20 minutos. Duas 

linhagens Escherichia coli (ATCC 23282) e Staphylococcus aureus (ATCC 35696) foram 

utilizadas para pesquisa no Laboratório de Microbiologia Aplicada, alocado no Laboratório de 

Química Orgânica de Produtos Naturais do Departamento de Ciências Exatas (ESALQ/USP). 

Primeiro, as bactérias foram reativadas de -80°C para temperatura ambiente (± 25°C), e um 

volume de 50 µL, foi inoculado em meio de cultura, líquido Luria-Bertani (LB), a 37°C por 24 

horas, em uma incubadora de agitação. Simultaneamente, o mesmo meio LB, contendo ágar, 

foi vertido em placas de Petri dentro da câmara de fluxo laminar. Em seguida, as placas foram 

alocadas em uma incubadora de demanda química de oxigênio (B.O.D.) a 37°C, por 24 horas. 

Após o período de incubação, 100 μL de cada bactéria foram inoculados por espalhamento 

nas placas de Petri, permanecendo incubadas por 15 minutos no ODI, para adesão e 

crescimento das bactérias. 

4.7.1.1. Aplicação das Amostras de Licores Pirolenhosos Integrais 

Para o ensaio de difusão em disco, um disco de papel padronizado (6,0 mm de 

diâmetro) impregnado com 0,01 mg de ampicilina (Cefar Diagnóstica Ltda), produzido de 

acordo com os parâmetros estabelecidos pelo Clinical & Laboratorial Standards Institute 

(CLSI), foi utilizado como controle positivo. Amostras dos LPIs obtidos 250°C, 350°C e 550°C 

foram homogenizadas e, de cada solução, 0,5 µL (dose equivalente a 0,5 mg de licor 

pirolenhoso por disco) foi adicionado com uma pipeta volumétrica em discos de papel (6,0 mm 

de diâmetro) nas placas de Petri previamente inoculadas com as bactérias E. coli e S. aureus, 

no interior capela de fluxo laminar para evitar contaminação e possível contágio. As placas de 

Petri foram então colocadas na B.O.D., à 37°C por 24 horas (figura 11). 

Após este intervalo de tempo o experimento foi encerrado e a ausência de 

crescimento radial de bactérias ao redor dos discos de papel foi aferida, usando duas medidas 
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perpendiculares do diâmetro de halo de inibição, com o auxílio de um paquímetro eletrônico 

(Mitutoyo) (JANKOWSKY et al., 2018). 

 

 

Figura 11. Fluxograma do teste de difusão de disco para avaliação da atividade antimicrobiana das amostras. 

 

4.7.2. Aplicação das Frações Metanólicas e Hexânicas obtidas dos Licores 

Pirolenhosos Integrais 

Amostras das frações metanólicas e hexânicas foram diluídas em metanol e hexano, 

respectivamente, na concentração de 0,25 mg/ µL. De cada solução, 0,5 µL foi adicionado 

com uma pipeta volumétrica em discos de papel (6,0 mm de diâmetro), dentro do fluxo laminar, 

resultando em uma dose de 0,125 mg por disco. Por esse motivo discos de papel impregnados 

com metanol e hexano foram introduzidos no experimento como controles negativos, sendo 

que todos os discos de papel (amostras e controles negativos) foram submetidos a 

aquecimento ao redor de um bico de Bunsen, em um raio de 10 cm, para garantir a 

esterilidade. Os discos de papel impregnados com as amostras foram introduzidos nas placas 

de Petri previamente inoculadas com as bactérias E. coli e S. aureus. Na sequência, as placas 

de Petri permaneceram no B.O.D., à 37°C por 24 horas.  

Após este intervalo de tempo o ensaio foi considerado encerrado e o halo de 

crescimento radial de bactérias ao redor dos discos de papel foi quantificado, conforme 

descrito em 4.7.1. 
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4.8. ENSAIOS CONDUZIDOS COM A FRAÇÃO FMeOH350  

De acordo com a metodologia inicialmente proposta, e com base nos resultados 

obtidos nos ensaios anteriores, a fração metanólica obtida na pirólise a 350ºC (FMeOH350) 

foi submetida a ensaios mais detalhados. 

4.8.1. Avaliação da curva dose-resposta 

Para avaliação da curva dose-resposta da LMeOH350, amostras dessa fração foram 

diluídas e homogeneizadas em metanol em quatro diferentes concentrações (0,25, 1,0, 1,5 e 

2,0 mg/µL). De cada solução, 0,5 µL foi adicionado com uma pipeta volumétrica em discos de 

papel (6,0 mm de diâmetro) dentro do fluxo laminar. Após a evaporação do solvente, as 

amostras de disco impregnadas com concentrações de 0,25, 1,0, 1,5 e 2,0 mg/µL continham 

doses de 0,125, 0,500, 0,750 e 1,000 mg de LMeOH350 por disco, respectivamente. O 

restante do experimento foi conduzido seguindo a metodologia já descrita em 4.7.1 e 4.7.2. 

4.8.2. Análise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

A fração LMeOH350 foi analisada por espectrômetro de massas quadrupolo CG/EMS 

com modelo linear modelo 5975C (Agilent) equipado com um injetor a 280 °C, coluna de 30 

m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e espessura de filme de 0,25 μm (Stabilwax). 

O programa da temperatura do forno GC foi mantido a 62°C durante 6 min e depois 

aumentado para 110°C a uma taxa de 10ºC/min e finalmente a 215°C a uma taxa de 3ºC/min, 

permanecendo nessa temperatura durante 15 minutos até a inserção da amostra. Os outros 

parâmetros de CG/EM empregados foram temperatura de injeção e fonte de íons de 280°C, 

gás transportador hélio a 1,0 mL/min, volume de injeção de 1,0 μL, razão de divisão de 50:1, 

energia de fonte iônica de 70 eV, e gama de massa de m/z 33-550 Da (THEAPPARAT et al., 

2015). 

4.8.3. Microscopia eletrônica de varredura 

Ao final do ensaio de difusão em disco foram coletadas amostras de cada uma das 

placas da fração LMeOH350, inoculadas em fixador de Karnovisky e armazenadas a 4 °C. O 

sedimento celular de cada uma das bactérias a ser analisado foi homogeneizado no fixador 

de Karnovisky e  5,0 µL foram adicionados a uma grade de vidro coberta com ε-poli-l-lisina 

por 15 minutos, seguido por uma sequência de desidratação em etanol absoluto em diversas 

concentrações [30, 50 , 70, 90 e 100% (3 vezes)] durante 10 minutos em cada fase. Logo 

depois, eles foram secos até o ponto crítico usando CO2 líquido e, posteriormente, colados 

em stubs para metalização com ouro. As amostras foram então analisadas por microscopia 
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eletrônica de varredura (MEV, modelo LEO 435VP, Zeiss, Alemanha) para obter imagens 

salvas no formato TIFF para análise, conforme figura 12 (PETENÁ et al., 2016). 

 

Figura 12. Fluxograma do preparo das amostras da fração metanólica LMeOH350 para leitura em microscópio 
eletrônico de varredura. 

 

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise dos rendimentos obtidos no processo de pirólise seguiu um delineamento 

casualizado com 3 repetições, sendo que o mesmo delineamento foi adotado para analisar o 

poder calorífico e o teor de cinzas do material pirolisado, porém com 5 repetições  

Os resultados da atividade microbiana dos licores pirolenhosos e das suas 

respectivas frações metanólicas e hexânicas foram analisados individualmente para as 

bactérias E. coli e S. aureus, seguindo um delineamento fatorial 3 x 3 (produto x temperatura), 

com 4 repetições. Para a análise dos resultados da curva dose-resposta da fração LMeOH350 

também foi adotado um delineamento fatorial, 2 × 5 (bactéria × concentração) com 4 

repetições.  

Em cada ensaio foi aplicada a ANOVA aos resultados totais e o teste de Tukey foi 

usado para comparar as médias. A relação entre o diâmetro do halo de inibição e a 

temperatura ou a dose da FMeOH350 foi analisada por regressão linear. 

O programa utilizado para os cálculos estatísticos foi o Microsoft Excel. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. TEOR DE UMIDADE DAS PARTÍCULAS DE Dendrocalamus asper (Schult & Schult) 

Backer  

É importante manter o teor de umidade das partículas de bambu próximas a 0% para 

evitar a degradação biológica e a consequente contaminação do material. Pela mesma razão 

é necessário aferir constantemente, durante toda a fase experimental, esse teor de umidade. 

Os dois métodos disponíveis para a quantificação do teor de umidade, descritos no 

item 4.2, foram comparados entre si, e os resultados dessa comparação constam da tabela 

2. 

Tabela 2.  Dados comparativos do teor de umidade (%), medido pelos métodos gravimétrico 

(secagem a 103ºC) e secagem em balança ID200. 

Amostras Gravimétrico 103°C/24h  Balança ID200 103°C/10min 

Amostra 1 6,5 6,7 

Amostra 2 6,8 6,4 

Amostra 3 6,2 6,6 

Média 6,5 a 6,7 a 

Desvio Padrão 0,29 0,15 

Médias com a mesma letra minúscula no sentido horizontal não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.01 

 

O método gravimétrico é considerado como padrão, porém os resultados obtidos com 

a balança ID200 são equivalentes. Assim, decidiu-se, pela rapidez do método, padronizar as 

medições de umidade antes das pirólises, utilizando a balança ID200. 

 

5.2. RENDIMENTO DAS PIRÓLISES E CARACTERÍSTICAS DOS LICORES PIROLENHOSOS 

INTEGRAIS 

A cada pirólise realizada foi medido o teor de umidade (%) das partículas de bambu, 

para que padrões metodológicos fossem padronizados e, desta forma, garantir a qualidade e 

reprodutibilidade do licor pirolenhoso resultante do processo, seguindo as recomendações de 

Campos (2007). 

Os licores coletados de D. asper apresentaram as características descritas na tabela 

3, demonstrando uma diferença entre suas características organolépticas, perceptíveis 

conforme ao aumento da temperatura e, consequentemente, a queimas dos constituintes 

lignocelulósicos. Cada etapa da pirólise está associada a uma determinada faixa de 
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temperatura, produzindo um licor pirolenhoso de diferente composição química e com maior 

ou menor conteúdo de alcatrão. (BRITO, 1990; BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 

1987; MENA, 2014).. 

Tabela 3. Característica organolépticas dos licores pirolenhosos obtidos nas temperaturas de 
250°C, 350°C e 550°C. 

Temperatura da 

Pirólise (°C) 
Cor Odor 

Presença de 

Alcatrão 

250 
Arroxeada tendendo para 

o vermelho 
Churrasco Pouco 

350 Avermelhada Churrasco Intermediária 

550 
Vermelha tendendo para 

o marrom 
Churrasco Intensa 

 

 

Tabela 4. Tabela de rendimentos das pirólises do bambu D. asper. 

TEMPERA- 
TURA (°C) 

UMIDADE DAS 
PARTÍCULAS 

(%) 

LICOR 
PIROLENHOSO 
RECUPERADO 

(mL) 

RENDIMENTO (% em massa) PERDAS DE 
PROCESSO 

[P] 
(% em 
massa) 

LICOR 
PIROLENHOSO 

[RPL] 

BAMBU 
PIROLISADO 

[RBP] 

250 1,00 20,50 9,38 a 85,70 a 4,92 a 

350 1,30 80,00 36,15 b 45,93 b 17,92 b 

550 1,27 126,00 44,50 c 33,12 c 22,38 c 

Médias com a mesma letra minúscula no sentido vertical não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.01 

ANOVA RPL (2, 6); F = 181,56, p < 0.01 

ANOVA RPB (2, 6); F = 618,47, p < 0.01 

ANOVA P (2, 6); F = 259,62, p < 0.01 

 

A tabela 4 apresenta os rendimentos obtidos nas pirólises, para as três temperaturas 

sob estudo. É apresentado também um resumo da análise estatística, sendo que as 

respectivas ANOVAs são detalhadas no Apêndice D. 

Na pirólise lenta realizada a 250°C foi obtido 9,38% e 85,70% de RPL e RPB, 

respectivamente. Nesta faixa de temperatura, o LP é oriundo principalmente da degradação 

das hemiceluloses, portanto os volumes recuperados do licor são relativamente pequenos, e 

com elevado rendimento do bambu pirolisado. Ao alterar a faixa de temperatura, percebe-se 

que a relação entre os rendimentos de RPL e de RPB inicia uma inversão em seus valores, 

nitidamente visível na figura 13. A 350°C os rendimentos obtidos foram de 36,15% e 45,93%, 

e em 550°C foram de 44,50% e 33,12%, para RPL e RPB, respectivamente. Estes dados são 
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condizentes com estudos anteriores conduzidos com diferentes espécies de bambu e 

Eucalipto (BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 1987). 

Estes valores são coerentes com a relação do aumento da temperatura e as diferentes 

estruturas químicas a serem degradadas, aumentando desta maneira o rendimento do licor 

pirolenhoso recuperado e, consequentemente, reduzindo o rendimento do bambu pirolisado.  

De acordo com a literatura, na faixa de 350°C há a degradação da hemicelulose, celulose e o 

início de algumas das estruturas de lignina. Acima desta temperatura a degradação é 

principalmente da lignina. Contudo, entre as diversas biomassas lignocelulósicas, cuja 

composição nominal não difere umas das outras, a composição química do LPI e as 

características do carvão vegetal diferem entre si. Este fato é devido as diferenças de 

compostos químicos e quantidades destes em cada diferente biomassa lignocelulósicas, 

mesmo sendo classificadas como hemicelulose, celulose e lignina, sem excluir outros 

compostos presentes e característicos de cada espécie (MARINHO et al., 2012; QUEIROZ; 

FERREIRA; RAMBO, 2013; RAMBO et al., 2015). 

Analisando visualmente os licores pirolenhosos obtidos nas três diferentes 

temperaturas ficou visível a influência destas na formação do alcatrão, solúvel e insolúvel. O 

LPI250 apresentou maior fração aquosa e menor precipitação do alcatrão, e com o aumento 

na temperatura da pirólise verificou-se também o aumento no conteúdo de alcatrão presente 

no LP. Este comportamento era esperado, visto que a formação do alcatrão ocorre 

principalmente pela quebra das estruturas químicas complexas presentes na lignina (LEPAGE 

et al., 1986). 

 

Figura 13. Relação entre a conversão (%) com as diferentes temperaturas (°C) de pirólise lenta da biomassa do 
bambu D. asper. 
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A figura 13, que apresenta a análise de regressão entre os rendimentos e as 

temperaturas, comprova que quanto maior a temperatura menor o RBP e maior o RLP; 

resultados condizentes com as informações da literatura. Adicionalmente, é importante 

destacar que os licores pirolenhosos integrais apresentam diferenciações organolépticas 

conforme a temperatura empregada para obtê-los; decorrentes do aumento no conteúdo de 

alcatrão presente no licor condensado. 

Finalizando a análise do processo de pirólise, a tabela 5 mostra o poder calorífico e 

o teor de cinzas do bambu pirolisado.  

 

Tabela 5. Poder calorífico e teor de cinzas do bambu D. asper pirolisado a temperaturas de 
250ºC. 350ºC e 550ºC. 

TEMPERATURA (°C) TEOR DE CINZAS (%) PODER CALORÍFICO (KJ/Kg) 

250 1,68 a 25.009 a 

350 2,86 b 28.107 a 

550 5,32 c 26.873 a 

Médias com a mesma letra minúscula no sentido vertical não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05 

ANOVA Teor de cinzas (2, 13); F = 82,37, p < 0.01 

ANOVA Poder calorífico (2, 13); F = 1,15, p> 0.05 (não significativo) 

 

Os resultados da tabela 5 são coerentes com as informações divulgadas por outros 

pesquisadores. BRITO e cols. (1987), trabalhando com o carvão de cinco espécies de bambu, 

pirolisados a 550ºC; relatam poder calorífico variando de 27.193 a 36.390 KJ/Kg, e com teor 

de cinzas na faixa de 3,0% a 12,3%. Especificamente para o carvão da espécie 

Dendrocalamus asper, pirolisado a 450ºC, é registrado um poder calorífico de 27.820 KJ/Kg 

e com 1,9% de cinzas (SANTOS et al., 2016). 

Verifica-se na tabela 5 que o poder calorífico não varia em função do aumento na 

temperatura de carbonização; fato que era esperado, visto que a pirólise é um processo que 

concentra o conteúdo de carbono no carvão.  

Na medida em que aumenta a temperatura da pirólise tem-se maior degradação dos 

componentes orgânicos da madeira, reduzindo a massa do carvão a ser obtida ao final do 

processo. Como a quantidade absoluta dos componentes não orgânicos não se altera, é 

esperado um aumento proporcional no teor de cinzas como resultado do aumento na 

temperatura. 

Assim, é possível afirmar que as pirólises foram adequadamente conduzidas, e que 

o carvão obtido apresenta características energéticas similares às de outros carvões obtidos 

a partir de diferentes espécies de bambu. 
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5.3. CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA E FRACIONAMENTO LÍQUIDO-LÍQUIDO 

DOS LICORES PIROLENHOSOS BRUTOS 

Os LPIs, nas três diferentes temperaturas, apresentaram como característica comum 

alto teor de água, contudo, conforme a elevação da temperatura da pirólise, o teor de alcatrão 

igualmente aumentava.  

Com o conhecimento prévio da complexidade de compostos encontrados nos licores 

pirolenhosos integrais oriundos de biomassas lignocelulósica, obtidos pela revisão 

bibliográfica, optou-se um fracionamento líquido-líquido; o qual foi realizado com solventes 

orgânicos de diferentes polaridades, como o metanol (polar) e o hexano (apolar), com o 

propósito de separar os compostos químicos de acordo com a finidade destes pelos solventes. 

Todos os compostos químicos contem, majoritariamente, carbono (C), hidrogênio (H) e 

oxigênio (O); contudo outros elementos são encontrados em algumas estruturas orgânicas, 

como nitrogênio, flúor, cloro, bromo, iodo e sulfato (O, N, F. Cl. Br, I e S). As ligações químicas 

entre esses elementos conferem característica polar, apolar ou ainda de média polaridade, 

baseado na eletronegatividade entre estes (NELSON; COX, 2002). 

A eletronegatividade se refere a capacidade que um átomo tem de atrair para si o par 

eletrônico que ele compartilha com outro átomo em uma ligação covalente. Compostos 

químicos contento carbono e hidrogênio não apresentam eletronegatividade entre si, portanto 

os compostos ricos nesses elementos químicos são considerados apolares. Contudo os 

demais elementos químicos citados são mais eletronegativos que o carbono e hidrogênio, 

portanto são polares (NELSON; COX, 2002). 

A polaridade influencia diretamente na solubilidade dos compostos orgânicos. É 

correto associar que compostos polares são solúveis em água e compostos apolares são 

solúveis em óleo. Num processo de extração química a solubilidade define que compostos 

serão removidos de uma matriz, como os licores pirolenhosos integrais, devido a uma maior 

afinidade pelo solvente orgânico do que pela matriz.  

Considerando o princípio de separação por afinidade com os solventes extratores, foi 

realizada um fracionamento líquido-líquido, com metanol e hexano, dando origem as frações 

FMeOH250 e FHex250, FMeOH350 e FHex350, FMeOH550 e FHex550; conforme figura 14. 

Os licores pirolenhosos brutos LPI250, LPI350 e LPI550 encontravam-se armazenados em 

geladeira a 4°C, portanto, para quaisquer procedimentos relativos os perfis e separações 

químicas, assim como os testes de atividades biológicas, eram removidos e deixados em 

temperatura ambiente (± 30°C) por 1 hora. Este procedimento foi adotado devido as 

características dos LPIs e igualmente de suas frações, visando evitar degradação dos 

compostos químicos, que até o momento eram desconhecidos. 
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Figura 14. Separação líquido-líquido realizada para cada LPI. A: Funil de separação contendo metanol e hexano. 
B: Frações FMeOH250 e FHex250. C: FMeOH350 e FHex350. D: FMeOH550 e FHex550. 

 

A figura 14 apresenta as frações metanólica e hexânica de cada LPI ainda em seus 

respectivos solventes extratores. Para evitar degradação dos compostos químicos estes 

solventes foram rotaevaporados á vácuo, em temperatura de 60°C, para posterior 

armazenamento em geladeira (4°C).  

A cromatografia de camada delgada é uma metodologia de separação 

cromatográfica no qual uma amostra é aplicada em uma placa contendo sílica (fase 

estacionária). A placa com as amostras é introduzida em um recipiente de vidro contendo o 

solvente, ou mistura de solventes em diferentes polaridades (fase móvel), e pela eluíção do 

solvente através da placa ocorre a separação dos compostos químicos, através do processo 

de adsorção. A placa é removida da cuba após os solventes eluirem até um limite pré-

determinado, de aproximadamente 0,5 cm do final da placa. Os compostos químicos mais 

apolares eluem mais facilmente, pois não apresentam afinidade com a fase estacionária, ao 

contrário dos compostos polares. Os compostos com polaridade intermediária ficam 

adsorvidos no centro da placa. Este é um método rápido, confiável e reprodutível para 

monitoramento da separação química («Cromatografia de Camada Delgada - CCD», 2013; 

FERREIRA; SARAIVA; PEDROSO, 2018; LINI et al., 2014). 

A Figura 15 ilustra a separação por CCD dos LPIs e suas respectivas frações. 
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Figura 15. Cromatografia de camada delgada, eluída em metanol/diclorometano/hexano (½:8:½). Seta azul 
escura: compostos químicos visíveis a 254 nm. Seta aberta roxa: compostos químicos visíveis a 365 nm. A: 
Aplicação de (1) LPI250, (2) FMeOH250 e (3) FHex250. B: Aplicação de (1) LPI350, (2) FMeOH350 e (3) FHex350. 
C: Aplicação de (1) LPI550, (2) FMeOH550 e (3) FHex550. As legendas Aa, Ba e Ca representam região da 
aplicação da amostra, muito polar. As legendas Ab, Bb e Cb representam região de polaridade intermediária. As 
legendas Ac, Bc e Cc representam região apolar. 

 

O método de revelação empregado foi físico, com luz ultravioleta nas faixas de 254 

e 365 nm, indicados pelas setas na figura 15. Nesta figura é possível verificar as diferenças e 

semelhanças de compostos químicos, ou grupos de compostos químicos, presentes nos LPIs 

e suas frações, nas três diferentes temperaturas.  

O LPI250 e a fração FMeOH250 apresentam compostos químicos muito polares, 

visíveis pela permanência da amostra no ponto de aplicação da placa de CCD (figura 15Aa). 

Compostos de polaridade alta a intermediária são observados no centro da placa (figura 

15Ab), destacando que o fracionamento permitiu a separação e concentração de compostos, 

conforme os círculos e retas visíveis nesta região. Os compostos mais apolares encontram-

se no final da placa de CCD (figura 15Ac). 

Para o LPI350, LPI550 e suas respectivas frações, FMeOH350 e FMeOH550, há a 

presença de compostos muito polares, cuja adsorção é forte para não permitir seu 

deslocamento pela placa de cromatografia (figura 15Ba e Ca). De maneira semelhante a 

Figura 15A, o fracionamento dos licores pirolenhosos integrais a 350°C e 550°C permitiu uma 

melhor separação e concentração dos compostos químicos, evidenciados na figura 15B e C. 

A fração FHex350 apresenta um perfil no qual é possível verificar compostos na região de 

polaridade intermediária e apolar (figura 15Bb e Cc), no entanto, a fração FHex550 concentra 

somente compostos apolares (figura 15Cc). Pela análise visual as frações FMeOH350 e 

FMeOH550 apresentam uma maior complexidade de compostos químicos, com diferentes 

polaridades (figura 15B e C). 
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A observação das características organolépticas das frações, após rotaevaporação 

à vácuo, é semelhante. Todas apresentam grande viscosidade, dificultando as pesagens das 

doses para os testes de atividade antimicrobiana; cheiro característico e coloração 

avermelhada após evaporação dos solventes empregados no fracionamento. Ao considerar 

tais características, similares entre os LPIs e suas frações, fica evidente dois fatores que 

permitem diferenciar as amostras analisadas: perfil químico, fornecido pela CCD e, perfil de 

atividade biológica, fornecido pelo teste de difusão de disco. 

A complexidade química dos licores pirolenhosos integrais, encontrados na análise 

de CCD, evidencia a presença compostos químicos polares, apolares e de polaridade 

intermediária. Ao realizar o fracionamento com solventes de polaridades opostas, ocorreu a 

separação dos compostos químicos presentes nos LPIs, de acordo com a atração pela 

polaridade destes com os solventes orgânicos, conforme descrito na figura 15.  

As análises das CCDs e o perfil de atividade biológica permitiram selecionar uma 

única fração, de uma única temperatura, para aprofundamento dos estudos químicos e 

biológicos. 

 

5.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS LICORES PIROLENHOSOS E DAS RESPECTIVAS 

FRAÇÕES METANÓLICAS E HEXÂNICAS 

Os valores médios da inibição de halos mensurados nos ensaios de difusão em disco, 

para os licores pirolenhosos integrais (LPIs) e suas respectivas frações metanólica (FMeOH) 

e hexânica (FHex), constam da tabela 6 para a E. coli e da tabela 7 para a S. aureus. 

 

Tabela 6. Médias dos diâmetros do halo de inibição, em mm, obtidos no ensaio de difusão em 
disco com E. coli, para os licores pirolenhosos integrais (LPIs) e suas respectivas frações 
metanólica (FMeOH) e hexânica (FHex). 

PRODUTOS 
TEMPERATURA (ºc) 

250 350 550 

LPI 6,8 A a 13,01 A b 13,67 A b 

FMeOH 8,88 A a 14,68 A b 14,66 A b 

FHex 4,73 A a 12,01 A b 0,33 B a 

Médias com a mesma letra maiúscula no sentido vertical não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05 

Médias com a mesma letra minúscula no sentido horizontal não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.01 

ANOVA Produtos (2, 31); F = 21,84, p < 0.01 

ANOVA Temperaturas (2, 31); F = 16,62, p < 0.01 
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Tabela 7. Médias dos diâmetros do halo de inibição, em mm, obtidos no ensaio de difusão em 
disco com S. aureus, para os licores pirolenhosos integrais (LPIs) e suas respectivas frações 

metanólica (FMeOH) e hexânica (FHex). 

PRODUTOS 
TEMPERATURA (ºc) 

250 350 550 

LPI 0,34 A a 6,9 A b 4,12 A ab 

FMeOH 8,16 B a 11,37 B ab 14,83 B b 

FHex 9,90 B a 9,21 AB a 4,41 A b 

Médias com a mesma letra maiúscula no sentido vertical não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05 

Médias com a mesma letra minúscula no sentido horizontal não diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05 

ANOVA Produtos (2, 31); F = 28,38, p < 0.01 

ANOVA Temperaturas (2, 31); F = 4,46, p < 0.05 

 

 

A relação entre a atividade antimicrobiana (halo de inibição) e a temperatura da 

pirólise, em relação às bactérias E. coli e S. aureus, é apresentada nas figuras 16, 17 e 18; 

respectivamente para o licor pirolenhoso integral (LPI) e suas frações metanólicas (FMeOH) 

e hexânicas (FHex). 

 

 

 

Figura 16. Relação da atividade antimicrobiana (halo de inibição) dos licores pirolenhosos integrais (LPI) em 
relação as bactérias E. coli e S. aureus e em função da temperatura da pirólise. 

 

  LPI / E. coli 
 LPI / S. aureus 
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Figura 17. Relação da atividade antimicrobiana (halo de inibição) da fração metanólica dos licores pirolenhosos 
(FMeOH) em relação às bactérias E. coli e S. aureus e em função da temperatura da pirólise. 

 

 

Figura 18. Relação da atividade antimicrobiana (halo de inibição) da fração hexânica dos licores pirolenhosos 
(FHex) em relação às bactérias E. coli e S. aureus e em função da temperatura da pirólise. 

 

Analisando os resultados da tabela 6 observa-se que os licores pirolenhosos e suas 

frações apresentam comportamento similar, em relação a bactéria E. coli, quando obtidos nas 

temperaturas de 250ºC e 350ºC; mas que a fração hexânica perde sua eficiência 

antimicrobiana quando proveniente da pirólise a 550ºC. Resultado similar (perda da eficiência 

antimicrobiana) também é observado em relação à bactéria S. aureus (tabela 7). 

Esse comportamento é facilmente visualizado nas figuras 16 a 18. Para os três 

produtos avaliados, com exceção da fração metanólica em relação a S. aureus, tem-se uma 

  FMeOH / E. coli 
 FMeOH / S. aureus 

 

  FHex / E. coli 
 FHex / S. aureus 
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tendência de redução na atividade microbiana quando a temperatura da pirólise passa de 

350ºC para 550ºC.  

Na pirólise a 550ºC ocorre uma degradação maior da lignina presente no material 

lignocelulósico, ocorrendo também a liberação de alcatrão; o qual será recuperado junto com 

o licor pirolenhoso, podendo ser comprovado pelas alterações nas características 

organolépticas do licor. O alcatrão em si possui compostos orgânicos mais complexos, muitos 

dos quais possuem atividade antifúngica (LEPAGE et al., 1986), mas cujos efeitos em relação 

a outros microrganismos e ao ser humano ainda não são conhecidos. 

Adicionalmente deve-se considerar que compostos presentes no licor pirolenhoso 

obtido a 350ºC também podem sofrer alterações em suas moléculas quando expostos a 

temperatura de 550ºC, alterando a composição química do licor recuperado e, 

consequentemente, a sua eficiência antimicrobiana. 

Da análise dos resultados obtidos neste ensaio conclui-se que a fração metanólica 

do licor pirolenhoso recuperado na pirólise a 350ºC (FMeOH350) apresentou, 

comparativamente, maior atividade antimicrobiana e um comportamento mais consistente em 

relação às duas bactérias utilizadas no ensaio. 

Considerando também o rendimento obtido na pirólise, o perfil de separação química 

observado na CCD, e o menor conteúdo de alcatrão no recuperado decidiu-se utilizar apenas 

a FMeOH350 para os demais ensaios. 

 

5.5. ANÁLISE DE CG/EM, MEV E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA FRAÇÃO METANÓLICA 

DO LICOR PIROLENHOSO OBTIDO A 350°C 

A partir dos dados obtidos dos três LPIs e suas respectivas frações, a fração 

metanólica obtida a 350°C foi selecionada para estudos mais aprofundados com relação a 

sua composição química e perfil de atividade antimicrobiana, para as bactérias E. coli e S. 

aureus, empregando método de análise de imagem por MEV.  

5.5.1. Análise por CG/EM 

Os resultados obtidos pelo CG/EM foram expressos de acordo com os seguintes 

parâmetros: tempo de retenção (tR) de cada composto químico do cromatograma (expresso 

em minutos), porcentagem normatizada da área (A%), que indica a distribuição relativa dos 

compostos da amostra, e a análise qualitativa (QA, cujo escore variou de 0 a 100). Os 

compostos identificados por estes parâmetros foram analisados por bancos de dados de 

espectros de massa que refletem a similaridade do espectro de massa obtido com aqueles 

registrados nas bibliotecas utilizadas e considerando como limite para identificação de 
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compostos uma pontuação igual ou superior a 70. Estas análises foram realizadas pela 

Central Analítica (Instituto de Química/UNICAMP), o relatório final encontra-se no Apêndice 

A, e os espectros de massas no Apendêndice B. 

 

O fracionamento líquido-líquido foi realizado com os solventes orgânicos metanol e 

hexano. O metanol é um solvente polar que extrai compostos por afinidade a sua 

característica hidrofílica e, desta maneira, originou uma fração com compostos de alta e média 

polaridade, a FMeOH2. O hexano, devido às suas características apolares, extrai compostos 

com semelhante polaridade. Utilizando desse fracionamento, os compostos mais tóxicos, 

como o alcatrão insolúvel e os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP), são excluídos 

da fração metanólica.  

Figura 19. Cromatograma dos compostos químicos identificados através da análise por CG/EM da FMeOH2 do 
bambu D. asper. 

 

O cromatograma (figura 19) mostra todos os 92 compostos químicos identificados 

por meio da absorbância da fração metanólica; incluindo compostos fenólicos, cetonas, 

aldeídos e lactonas, entre outros. Alguns estudos avaliam a composição química por CG/EM, 

variando o método de extração (pirólise ou extração química) e o tipo de biomassa, 

proporcionando uma análise comparativa dos compostos químicos, identificados qualitativa 

ou quantitativamente; mesmo sendo resultados obtidos em condições diferentes das 

realizadas neste trabalho. A tabela 8 apresenta compostos químicos presentes em diferentes 

espécies de bambu, incluindo o D. asper, e os compostos cuja análise qualitativa indicam 

possível presença na fração FMeOH350. 
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Tabela 8. Compostos químicos presentes em diferentes espécies de bambu, incluindo o D. 
asper, e os compostos cuja análise qualitativa indicam possível presença na fração 

FMeOH350. 

COMPOSTOS QUÍMICOS COMPOSTOS QUÍMICOS FMeOH2 

2-metoxifenol1 
3- ou 4-etilfenol1 
4-metoxifenol1 
2-metoxi-4-propilfenol1 
4’-hidroxiacetofenona1 
Etanona-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil) 1 
3-metilcatecol5 
4-metilcatecol5 
3-etilcatechol5 
Ácido propanoico7 
Ácido butanóico7 

Creosol7 
Vanilina7 
Siringol7 
4-metil-2-metoxifenol2,4,2 
1,2,3-metoxibenzeno1 
2,3,5-trimetilfenol1 
2,3-dimetilfenol1,24,6 
2-metilfenol1,2,4,6 
3- ou 4-metilfenol1,2,4,6 
2,6-dimetilfenol1,2,4,6 
2-etilfenol1,2,4,6 
2,4-dimetilfenol1,2,4,6 
2,5-dimetilfenol1,2,4,6 
4-etil-2-metoxifenol1, 2,4,6 
4-propil-2-metoxifenol2,4,6 
4-metil-2-metoxifenol2,4,6 
4-etil-2-metoxifenol2,4,6 
Eugenol2,4,6 
Seringol2,4,6 
Acetovanilona2,4,6 
4-propil-2-metoxifenol2,4,6 
4-etil-2-metoxifenol2,4,6 
Metanol2,4,6 
n-Propanol2,4,6 
n-Butanol2,4,6 

Guiacol2,3,4,6 
Maltol2,3,4,6 
Fenol1,2,3,4,5,6 
Ácido acético2,4,7 
1,2-benzodienolfenol1 
1,2-benzenediol1 
3-metil-1,2-benzenediol1 
3-metoxil-1,2-bezenediol1 
2,3-dimetilhidroquinona5 
2-metoxi-4-metilfenol1,4 
3,4-dimetilfenol1 
2,6-dimetoxifenol1 
4-alcil-2,6-dimetoxifenol1 

2,6-dimetilhidroxifenol3 

Ácido acético 
Catecol 
Creosol 

Dimetoxi Fenol 
Dimetoxiofenol 

Etil catecol 
Etil Metoxi Fenol 

Etilfenol 
Fenol 

Hidroquinona 
Maltol 

Metil Benzenodiol 
Metoxifenol 

Trans Isoeugenol 
Vanilina 

Fontes: 1LI et al., 2018a,2THEAPPARAT et al., 2015,3MULYONO et al., 2012, 4THEAPPARAT; 
PONGLIMANONT; CHANDUMPAI, 2018, 5LI et al., 2 018b, 6THEAPPARAT et al., 2014, 7HO et al., 
2013. 
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O estudo realizado pela equipe de MULYONO e cols (2012) difere dos demais 

estudos citados pois foi realizado com as folhas de D. asper, sendo que os demais estudos 

foram realizados com LPI obtido do processo de pirólise em condições diferentes das 

utilizadas neste estudo, assim como a espécie de bambu. Apesar da diferença de técnicas 

aplicadas ainda há compostos químicos identificados por CG/EM, qualitativamente iguais, 

entre os estudos citados na tabela 8 e os encontrados nas análises da FMeOH350.  

Todos os estudos citados relacionam a composição química a uma atividade 

biológica, em particular antimicrobiana ou antifúngica, com aplicação na indústria de alimentos 

(SOUZA et al., 2018; THEAPPARAT; PONGLIMANONT; CHANDUMPAI, 2018). Compostos 

fenólicos e seus derivados, como guaiacol, creosol, catecol, vanilina são descritos como 

agentes antimicrobianos na literatura, através de diferentes mecanismos de ação, assim como 

atividade antioxidante (BUDYKO, 1991; HADI; BREMNER, 2001; HO et al., 2013; LI et al., 

2018a; PETTY et al., 2014; SCOZZAFAVA et al., 2015; ZHAO et al., 2017). 

Pela análise dos compostos químicos observados em diferentes estudos pode-se 

inferir que a atividade antimicrobiana da FMeOH350 possívelmente está relacionada a um 

sinergismo de compostos químicos. 

5.5.2. Atividade Antimicrobiana por Teste de Difusão de Disco 

Inicialmente, utilizou-se uma concentração de 0,25 mg/µl (0,125mg) em um screening 

comparativo das frações metanol e hexano do LPI a 350 °C, no teste de difusão em disco, 

para avaliar a possível atividade antimicrobiana. Os resultados permitiram selecionar o 

fracionamento mais adequado e determinar as concentrações a serem posteriormente 

avaliadas. 

A avalição da atividade antimicrobiana deste trabalho foi padronizada através do 

método de difusão de disco (WEINSTEIN et al., 2018). Os resultados dispostos na tabela 9 

demonstram claramente que os efeitos da fração metanólica em diferentes concentrações, 

bem como o efeito da ampicilina, são similares para ambas as bactérias (E. coli e S. aureus). 

 

Tabela 9. Média dos diâmetros de halo de inibição, onde há ausência de crescimento 
bacteriano, em milímetros (mm), após tratamento com a fração metanólica e ampicilina. 

Bactéria 

Dose (mg) 

Fração Metanólica do Licor Pirolenhoso a 350°C Ampicilina 

0,125 0,500 0,750 1,000 0,010 

E. coli 11.66  A a 13.42  A  ab 14.28  A  ab 16.73  A  bc 19.91  A  c 

S. aureus 10.77  A  a 12.74  A  ab 14.91  A  bc 16.95  A  c 21.69  A  d 
     Médias com a mesma letra maiúscula na direção vertical não diferem entre si, teste de Tukey, p <0,05. 
     Médias com mesma letra minúscula na direção horizontal não diferem entre si, teste de Tukey, p <0,05. 
     ANOVA (5, 10) = 58,98, p <0,01. 
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Em relação à E. coli, a análise estatística mostrou que FMeOH350 a 0,125, 0,500 e 

0,750 mg possuem ação antimicrobiana semelhante, e que a mesma interpretação pode ser 

aplicada nas concentrações de 0,500, 0,750 e 1,000 mg. Apenas a dosagem mais alta da 

fração FMeOH2, 1,000 mg, é estatisticamente equivalente a ampicilina. 

Os resultados obtidos com S. aureus são muito semelhantes. O extrato metanólico, 

nas doses 0,125 e 0,500 mg, apresentaram efeito semelhantes entre si, de acordo com o teste 

de Tukey; entre as doses de 0,500 e 0,750 mg, bem como dosagens de 0,750 e 1,000 mg, a 

inibição observada foram equivalentes. Para esta bactéria a ampicilina não demonstrou 

semelhança estatística com nenhuma das doses da FMeOH350. 

A equivalência estatística entre dosagem de fração metanólica de 1,000 mg e 

dosagem de ampicilina de 0,010 mg em relação a E. coli não foi observada em S. aureus. 

Os valores da tabela 9 também evidenciam uma relação direta entre a concentração 

do extrato metanólico e o diâmetro do halo de inibição, que é analisado na figura 20. A análise 

de regressão linear mostrou que, para ambas as bactérias, o diâmetro do halo de inibição 

aumentou principalmente como resposta ao aumento da concentração, e a equação linear 

que expressa essa relação tem um coeficiente de determinação (R2) maior que 0,8 (p <0,01). 

Esse resultado pode ser interpretado como evidência da ação dose-dependente da ação 

antimicrobiana do extrato metanólico. 

 

Figura 20. Análise da regressão linear relacionando as concentrações da fração metanólica (mg/µL) com as 
médias de inibição de halo (mm). 
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A atividade antimicrobiana observada pode estar relacionada com a presença de 

compostos fenólicos, e seus derivados, na FMeOH350. Os fenóis e derivados apresentam a 

estrutura química básica de um anel aromático ligado covalentemente a grupos metila (OH), 

conferindo a característica polar dos compostos. Os estudos relacionam as atividades 

antimicrobiana e antioxidantes principalmente a este grupo químico, e por esta razão podem 

ser empregadas nas área de conservantes como na área alimentícia (CARTAXO, 2012; 

FELISBERTO et al., 2017; LOO; JAIN; DARAH, 2008).  

Em uma fração como esta analisada, que evidencia uma complexidade em sua 

composição química conforme demonstrado no cromatograma da figura 19, é impossível 

atribuir essa atividade a um único composto químico. 

 

5.5.3. Análise por MEV 

Amostras para análise de imagem por MEV foram coletadas nas bordas do halo de 

inibição das placas de Petri usadas no screnning com a FMeOH350 na concentração de 0,25 

mg/µL (0,125 mg), buscando verificaor as diferenças morfológicas entre as bactérias controle 

(não tratadas) e as bactérias submetidas ao tratamento com a fração metanólica, conforme 

evidenciado nas figuras 21 e 22. Para fazer essas comparações, é necessário conhecer os 

padrões morfológicos normais das bactérias, nas quais elas manifestam sua patogenicidade. 
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Figura 21. Microscopia eletrônica de varredura: Staphylococcus aureus. 21A: bactérias sem tratamento; cocos 
mostram forma esférica e tamanhos normais (setas). 21B: Bactérias submetidas a tratamento com a fração 
metanólica, com morfologia oval de cocos (seta em elipse); uma linha secional em uma célula de tamanho e forma 
anormais (seta); rugosidade na parede celular do coco (seta aberta); e uma substância extracelular (seta furtiva). 
(Barras = 0,5 µ). 

 

Figura 22. Microscopia eletrônica de varredura: Escherichia coli. 22A: Bactérias sem tratamento mostrando forma 
de bastonete e tamanho normal (seta). 22B, 22C e 22D: Bactérias submetidas a tratamento com a fração 
metanólica. 4B: Deformações na bactéria, cuja morfologia normal da haste é modificada, mostrando curvas (seta). 
22C: Presença de seções longitudinais na bactéria bem como rugosidade na extensão total da parede celular (seta 
aberta). 22D: Flexão no prolongamento final da bactéria (seta em elipse). (Barras = 1,0 µ). 

Na figura 21, é possível analisar imagens de MEV de S. aureus. O controle bacteriano 

mostra células que não foram submetidas a tratamento, e que aparecem na forma de um 

cocos com morfologia regular, diâmetro padrão e agrupamento regular (figura 21A). Após o 

tratamento com a fração metanólica, as células apresentam tamanho irregular e as paredes 

celulares apresentam alterações como rugosidade, principalmente sem a forma esférica; 

alguns com uma seção visível no eixo axial. A presença de uma substância extracelular pode 

ser notada (figura 22B). Essas diferenças não foram observadas nas bactérias controle. As 
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diferenças entre o controle e as células bacterianas tratadas podem ser indicativas de inibição 

do crescimento celular, configurando assim um perfil de atividade antimicrobiana. 

Na figura 22, é possível analisar imagens de MEV de E. coli. No controle bacteriano, 

nas células não submetidas a nenhum tratamento a morfologia e forma de bastonete são 

regulares, com diâmetro padrão e agrupamento regular (figura 22A). Após o tratamento com 

a FMeOH350, as bactérias não apresentaram a conformação morfológica padrão. As células 

bacterianas, após tratamento, exibiram uma variedade de variações morfológicas relativas ao 

tamanho, assim como deformidades na parede celular (figura 22B-22D), confirmando o 

possível perfil de atividade antimicrobiana. 

As imagens das figuras 21 e 22, analisadas por MEV evidenciam as alterações 

encontradas em E. coli e S. aureus, não tratadas e com tratamento. Portanto, conhecer as 

características morfológicas normais de cada bactéria, que as configuram como patogênicas, 

permitiu comparar e descrever as diferenças descobertas nesta análise. 

A S. aureus é uma bactéria Gram e catalase positiva cujo tamanho varia de 0,5 a 1,5 

µm de diâmetro. É imóvel, não encapsulado e apresenta-se com diversas formas: isolado, em 

pares, em cadeias curtas e em arranjos irregulares. No organismo humano saudável, é 

encontrado na pele e nas cavidades nasais e pode causar infecções como espinhas, 

furúnculos, celulite, pneumonia, meningite, endocardite, septicemia e síndrome do choque 

séptico, entre outros (SANTOS et al., 2007). 

E. coli é uma bactéria Gram-negativa do tipo bastonete, não esporulada, com um 

metabolismo anaeróbico facultativo, cuja mobilidade é permitida pela presença de flagelos. 

Suas dimensões são de 1,1 a 1,5 µm por 2,0 a 6,0 µm é uma bactéria presente na flora 

intestinal de humanos e animais e não apresenta riscos para indivíduos saudáveis. No 

entanto, quando patogênico, como resultado da ingestão ou desequilíbrio do sistema 

imunológico, pode causar doenças dos sistemas gastrointestinal e urinário (CORRÊA, 2012). 

Estudos com agentes antimicrobianos, de origem natural ou sintética (HARTMANN 

et al., 2010; TAYEL et al., 2018; YALEW et al., 2014) não apresentam alterações similares às 

observadas com o tratamento da fração metanólica do LP a 350 ° C, como mostradas nas 

figuras 21 e 22. Observou-se inibição do crescimento celular em ambas as bactérias 

submetidas ao tratamento. Embora não tenha sido possível determinar se esta atividade era 

bactericida ou bacteriostática, a relação dose/resposta apresentada na figura 20 demostrou 

uma relação linear entre a dose e o efeito antimicrobiano, para ambas as bactérias testadas. 

5.5.4. Análise do Perfil de Atividade Antimicrobiana 

O potencial da atividade antimicrobiana oriunda de novas fontes de origem vegetal é 

importante por causa das infecções hospitalares relacionadas a essas duas bactérias, 



61 
 

especialmente em unidades de terapia intensiva. A etiologia da sepse em crianças e 

adolescentes está relacionada à patogenicidade bacteriana e pode causar a morte (DA 

COSTA SÃO PEDRO; MORCILLO; BARACAT, 2015). 

Nas diretrizes MD100 ED28: 2018 do Clinical & Laboratory Standards Institute 

(CLSI), as quais são aceitas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), há 

categorias de definições para interpretar o ponto de interrupção dos valores do diâmetro do 

halo de inibição (mm) para categorizar um organismo como sensível (inibição de halo ≥ 20 

mm), intermediário (inibição de halo entre 15-19 mm) ou resistente (inibição de halo ≤ 14 mm) 

(AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILâNCIA SANITÁRIA (ANVISA), 2003; WEINSTEIN et al., 

2018). 

Se um composto antimicrobiano é classificado como sensível, a infecção causada 

pela bactéria pode ser adequadamente tratada com o agente antimicrobiano na dose usada 

na terapia clínica; a categoria intermediária corresponde a infecções causadas pela bactéria 

que podem ser tratadas adequadamente em locais do corpo que fisiologicamente permitem o 

acúmulo do antimicrobiano utilizado no tratamento, ou para o qual uma dose maior pode ser 

utilizada na terapia clínica; a categoria resistente corresponde a infecções em que a ação do 

agente antimicrobiano, na sua dose e frequência habitual, não inibe a manifestação da 

infecção bacteriana, permitindo associar-se clinicamente com mecanismos de resistência 

microbiana (WEINSTEIN et al., 2018). 

A análise da tabela 10 mostra que, para ambas as bactérias, doses de 0,125; 0,500 

e 0,750 mg podem ser categorizadas como resistentes. Para E. coli, a dosagem de 1,000 mg 

e ampicilina é categorizada como intermediária. Para S. aureus, a dosagem de 1,000 mg é 

intermediária e a ampicilina é considerada sensível. 

 

Tabela 10. Definições de categorias para interpretar o ponto de breakpoint do diâmetro halo 
de inibição (mm) da FMeOH2 e da ampicilina nas bactérias Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus. 

TRATAMENTO 
DOSE 
(mg) 

MÉDIAS DOS VALORES DE INIBIÇÃO DE HALO (mm) 

Escherichia coli Staphylococcus aureus 

S* I** R*** S* I** R*** 

FMeOH2 
(Fração Metanólica 

do Licor Pirolenhoso 
obtido a 350°C) 

0,125 - - 11,66 - - 10,77 

0,500 - - 13,42 - - 12,74 

0,750 - - 14,28 - - 14,91 

1,000 - 16,73 - - 16,95 - 

Ampicilina 0,010 - 19,91 - 21,69 - - 

*Sensível **Intermediário ***Resistente 
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Uma vez que a categoria de quebra de halos de inibição é baseada em conjuntos de 

dados farmacológicos e clínicos obtidos a partir de avaliações in vitro e in vivo, eles são 

considerados preditores robustos de prováveis desfechos clínicos (WEINSTEIN et al., 2018). 

A correlação da composição química com análises de MEV e os dados do teste de 

halo de inibição confirmam que a fração metanólica do licor pirolenhoso recuperado da pirólise 

de bambu a 350 ° C demonstra potencial como agente antimicrobiano para S. aureus e E. 

coli. 

Deve ser apontado que a dosagem de FMeOH350 com efeito equivalente a 

ampicilina é 100 vezes maior, respectivamente 1,00 mg e 0,01 mg. À primeira vista, isso pode 

parecer um resultado desfavorável, mas é necessário considerar que o FMeOH350 é um 

extrato e a ampicilina é um antibiótico bem conhecido e sintetizado. 

A possibilidade de integrar a ação antimicrobiana da FMeOH350 a um sistema 

conservante, de acordo com as normas e definições da ANVISA, nas indústrias química, 

alimentícia e cosmética, mesmo em dosagens mais altas quando comparadas à ampicilina, 

´viável, agregando valor a um subproduto da pirólise do bambu. 

Contudo, estudos para minimizar características do perfil organoléptico da 

FMeOH350, principalmente odor e viscosidade, são necessários; visando diminuir o impacto 

deste num sistema conservante que possa ser empregado num cosmético, por exemplo. As 

prospectivas tecnológicas deste produto devem ser consideradas para ampliar o emprego 

desta fração no mercado consumidor. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

6.1. PROSPECTIVAS TECNOLÓGICAS PARA O EMPREGO DA FRAÇÃO METANÓLICA DO 

LICOR PIROLENHOSO OBTIDO A 350°C 

Os resultados deste estudo com o subproduto da pirólise, o licor pirolenhoso, 

corroboram seu emprego em diversas áreas nas indústrias farmacêuticas, químicas, 

alimentícias, veterinária e cosméticas, assim como na agricultura (LI et al., 2018a; 

MARUMOTO et al., 2012; NOPRIARDY; MULYADI; SETIAJI, 2019; SOUZA et al., 2018; 

SOUZA; RÉ-POPPI; RAPOSO, 2012). 

A medicina utiliza para tratamento farmacológico, de humanos e animais, assim 

como cosméticos, compostos ativos ou princípios ativos isolados, prioritariamente oriundos 

da investigação do reino vegetal. Os metabólitos secundários encontrados em vegetais foram, 

na antiguidade, base da medicina ocidental e oriental, desde da arqueobotânica e 

etnobotânica até as atuais etnofarmacologia e farmacologia. Os atuais princípios de 

sustentabilidade e preservação do meio ambiente regulam e permitem que estes compostos 

ou princípios ativos sejam identificados, isolados e mapeados, quanto sua atividade 

farmacológica, para posterior síntese ou semi-síntese em laboratório, contudo poucos se 

tornam medicamentos fitoterápicos (DUNCAN, 2011; JANKOWSKY et al., 2017; KESKIN, 

2018; LEONTIA; STICHERA; HEINRICHB, 2003; MILLER, 2011; SEN; CHAKRABORTY, 

2017). 

Os metabólitos primários em vegetais, cuja função fisiológica é essencial para vida 

destes, não são explorados pelos métodos tradicionais de extração, isolamento e 

identificação. Isto porque para que tais estudos sejam realizados os vegetais deveriam ser 

totalmente retirados de seu habitat, causando um desiquilíbrio no meio ambiente ao qual 

pertence. No caso dos subprodutos da pirólise de biomassa lignocelulósica, assim como 

resíduos de descarte da indústria madeireira, são um fonte pouco explorada e de alto potencial 

para a pesquisa de compostos com atividade biológica (ALMEIDA, 2012; GALVÃO; 

JANKOWSKY, 1985; ITÔ; HINO, 2007; JANKOWSKY et al., 2017; MATHEW; ZAKARIA, 

2014). 

Estes subprodutos da pirólise, devido àa complexidade química da matéria-prima 

lignocelulósica (celulose, hemicelulose e lignina), podem ser submetidos a temperaturas 

elevadas, acima de 150°C, e sua degradação não inativa a atividade biológica devido aos 

compostos secundários gerados desse processo. Tratando-se do bambu, as diferentes 

temperaturas da pirólise geram licores pirolenhosos cuja composição química apresenta 

similaridade, porém não são idênticas. O foco das atividades antifúngica, antimicrobiana e 
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antioxidante estão relacionadas principalmente aos compostos fenólicos e seus derivados 

(BRAGE; SJÖSTRÖM, 1991; LOO; JAIN; DARAH, 2008; SOUZA et al., 2018; THEAPPARAT; 

PONGLIMANONT; CHANDUMPAI, 2018; ZHAO et al., 2017). 

O interesse da utilização de bambu como biomassa para geração de energia ou 

carvão vegetal é pouco explorada no Brasil, dado que os produtos madeireiros são os 

primeiros a serem utilizados neste quesito. No  Brasil a Política Nacional de Incentivo ao 

Manejo e Cultivo de Bambu (PNIMCB), também conhecida como “Lei do Bambu”, preconizado 

em seu artigo 5º parágrafo I “incentivar a pesquisa e o desenvolvimento tecnológico, voltados 

para o manejo sustentado, o cultivo, os serviços ambientais e as aplicações dos produtos e 

subprodutos do bambu” (BRASIL, 2011). Devido a este incentivo diversas ações estão sendo 

mobilizadas para o uso das diversas espécies de bambu, em inúmeras aplicações, entre elas 

na área de construção civil, painéis de madeira, ambiental e fonte de energia calorífica 

(BRITO, 2013; BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 1987; COSTA, 2014; DE BRITO, 

2013; PEREIRA; BERALDO, 2016; SOUZA, 2004). 

Elaborada no incentivo a pesquisa e desenvolvimento tecnológico, com potencial 

valor agregado ao subproduto da pirólise, o licor pirolenhoso de bambu D. asper obtido a 

350°C foi submetido a estudos de obtenção, armazenamento, fracionamento químico e perfil 

de atividade antimicrobiana. O processo de destilação, preconizado para a separação de 

compostos tóxicos como o alcatrão, não foi realizado com o intuito de evitar novo aquecimento 

da FMeOH350 e, evitar possíveis alterações químicas dos compostos. Para isso foi realizado 

um fracionamento com solventes orgânicos absolutos do LPI350, com polaridades opostas, 

visando separar os compostos tóxicos da fração com melhor perfil de atividade antimicrobiana 

e, desta forma, iniciar uma padronização fundamentada em reprodutibilidade e segurança. 

Nos países orientais que utilizam largamente o bambu, como Japão, Indonésia entre 

outros, a produção de licor pirolenhoso desta biomassa é comercializada com padrões de 

qualidade, sendo inclusive empregadas para estudos de composição química  e indicação de 

usos (LI et al., 2018b; MOKUSAKU, 2018). 

No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), na Instrução 

Normativa nº 46, de 22 de novembro de 2016, seção II de Registro de Produtos e Outras 

Exigências, descreve as exigências para o registro de produtos para agropecuária, entre eles 

o licor pirolenhoso (Anexo III de 2017), onde a composição química é incluída (MAPA, 2016, 

2017). Contudo para aplicação em produtos farmacêuticos, cosméticos, alimentícios ou 

veterinários, não há padronização do processo como um todo. Isto quer dizer o material de 

origem do licor pirolenhoso, temperatura de obtenção, armazenamento, eliminação de 

compostos conhecidamente tóxicos (como os hidrocarbonetos policíclicos de cadeia 

aromática, ou HPAS, e seus derivados nitrogenados, os NHPAS) e formas de veiculação no 
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produto final. Estes parâmetros de segurança e qualidade visam minimizar a toxicidade, 

contaminação cruzada e maximizar as aplicações. 

Um estudo de meta-análise evidencia o potencial de aplicação do licor pirolenhoso 

(SOUZA et al., 2018), conforme Figura 23. 

Figura 23. Dados de patentes, composições antibacterianas e alegações relacionadas à atividade antimicrobiana 
de extratos pirolenhosos (SOUZA et al., 2018). 

 

O Brasil tem pouca, ou quase nenhuma, experiência na utilização do licor 

pirolenhoso, particularmente em relação às áreas biológicas, farmacêuticas e alimentícias. 

Considerando o incentivo a pesquisa e desenvolvimento tecnológico estimulado pela 

PNIMCB, as possíveis áreas de aplicação, os dados produzidos por outros estudos e os dados 

da fração metanólica do licor pirolenhoso obtido a 350°C, a necessidade de identificação 

química de seus compostos e a necessidade de padronização da cadeia produtiva do licor 

permitem indicar caminhos para a continuidade e o avanço nas pesquisas; com destaque para 

a aplicação de métodos em nanoescala na avaliação da referida fração para, posteriormente, 

desenvolver a aplicabilidade desta fração em diferentes produtos através das técnicas de 

nanotecnologia. 

A microscopia de força atômica (AFM) inicialmente foi utilizada para medir 

propriedades como altura e deflexão de material sólido através da interação atômica entre o 

“probe” com a superfície da amostra, registrando a topografia do material. Com o avanço 

tecnológico foi introduzida a técnica de AFM com leitura de infravermelho (AFM-IR), no qual 

é possível a detecção de expansão térmica ocasionada pela absorção de ondas 
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infravermelho. Através desta técnica em nanoescala é possível analisar a topografia da 

amostra, criando imagens tridimensionais e  também avaliar as características químicas 

pontuais pelo contato do “probe” (CAMPOS, 2017b; DAZZI et al., 2012; KOCHAN et al., 2018).  

Considerando a fração metanólica do licor pirolenhoso (a 350°C), cujas 

características físicas podem ser uma restrição ao uso em sistemas conservantes devido sua 

viscosidade e cheiros característicos, é possível investir em estratégias de nanotecnologia 

para minimizar as características indesejáveis e otimizar os efeitos preteridos. Este é um 

campo recente nos estudos em escala nano, porém é possível realizar experimentos e 

análises no Laboratório Nacional de Nanotecnologia (Lnnano) e no Laboratório Nacional de 

Luz Síncronton (LNLS), com nanoespectrometria de infravermelho, ambos localizados no 

Centro Nacional em Pesquisa de Energia e Materiais (CNPEM-CAMPINAS). 

Com estas técnicas é possível aliar as análises das bactérias in situ por MEV para 

avaliar a morfologia, topografia e química dos tratamentos utilizados, ampliando a gama de 

possíveis empregos do licor pirolenhoso do D. asper. 

As perspectivas incluem o conhecimento da composição química do licor 

pirolenhoso, com mínimo emprego de processamentos químicos; pois o propósito não seria 

isolar um composto com atividade biológica, mas sim excluir os compostos potencialmente 

tóxicos. Este material então pode ser analisado sobre os aspectos nanotecnológicos, 

validando a segurança em seu emprego nas diversas áreas de conhecimento, como 

farmacêutica, veterinária, alimentos, sistemas conservantes, dentre outros. 

Desta maneira as possibilidades de agregar valor econômico ao subproduto da 

pirólise, ao manejo sustentável do bambu e ao desenvolvimento e aplicação tecnológicos 

ainda pouco exploradas permitiriam a aplicabilidade dos estudos realizados, com segurança 

e baixa toxicidade. 
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7. CONCLUSÕES 

A realização do estudo com o licor pirolenhoso oriundo da espécie de bambu 

Dendrocalamus asper (Schulther) Backer demonstrou que: 

I. Os rendimentos dos licores pirolenhosos obtidos nas temperaturas de 250°C, 

350°C e 550°C são coerentes entre si, pois quanto maior a temperatura 

empregada para degradar o bambu em carvão vegetal, maior a quantidade 

de licor pirolenhoso oriundo do processo. 

 

II. Os licores pirolenhosos integrais são compostos majoritariamente por água, 

e nesta estão diluídos os compostos químicos.  

 
III. Através do fracionamento líquido-líquido de cada licor pirolenhoso integral, 

nas diferentes temperaturas de pirólise (250°C, 350°C e 550°C), foi possível 

obter frações de diferentes polaridades (FMeOH e FHex), respectivamente. 

O fracionamento permitiu a separação dos compostos químicos por afinidade 

a polaridade do solvente extrator. Esta análise foi confirmada por 

cromatografia de camada delgada. 

 
IV. Através do teste de difusão de disco foi confirmada o potencial antimicrobiano 

dos licores pirolenhosos integrais e suas respectivas frações, para as 

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, através da análise de 

inibição de halo.  

 
V. Os dados de rendimento, perfil químico encontrado na análise de CCD e a 

atividade biológica permitiram selecionar a fração metanólica FMeOH350  

para estudos de cromatografia gasosa acoplada a espectômetro de massas, 

microscopia eletrônica de varredura e análise do perfil antimicrobiano, com 

potencial aplicabilidade em sistemas conservantes. 

 
VI. A composição química da FMeOH350 é complexa, apresentando 92 

compostos diferentes. Os fenóis, os catecois e o ácido acético são os 

compostos mais relacionados na literatura com atividade antimicrobiana. 

 
VII. As análises de imagem obtidas por microscopia eletrônica de varredura 

evidenciam as alterações que a FMeOH350 promove na parede celular de 

ambas Escherichia coli e Staphylococcus aureus, apesar da sua diferença 

química e estrutural (Gram negativa e Gram positiva, respectivamente). 
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VIII. A curva dose-resposta da FMeOH350 é dose-dependente, tendo 

aplicabilidade em sistemas conservantes em diversas áreas, tais como 

farmacêutica, química, cosmética, veterinária e alimentícia. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A. Relatório da análise por CG/EM da fração metanólica do licor pirolenhoso obtido à 
350°C, da Central Analítica (UNICAMP/SP). 
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APÊNDICE B. Espectros de massas da análise por CG/EM, da fração metanólica do licor pirolenhos 
obtido à 350°C.  
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Os espectos de massas dos demais compostos químicos identificados pela análise 

de CG/EM estão disponíveis caso necessidade de consulta. Contato: ludharma@gmail.com 
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APÊNDICE C. Artigo publico em Journal of Pharmacy and Pharmacology. 
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APÊNDICE D. Resumo das análises estatísticas. 

 

 

D1. Análise de variância dos rendimentos no processo de pirólise. 

 

Rendimento do bambu pirolisado (%) 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Temperatura 2 4.509,56 2.254,78 618,47 <0,001 

Resíduo 6 21,87 3,65   

Total 8 4.531,43    

 

 

Rendimento do licor pirolenhoso (%) 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Temperatura 2 2.109,97 1.009,99 181,56 <0,001 

Resíduo 6 33,38 5,56   

Total 8 2.053,35    

 

 

Perdas do processo (%) 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Temperatura 2 493,36 246,68 259,62 <0,001 

Resíduo 6 5,70 0,95   

Total 8 499,06    

 

 

 

D2. Análise de variância do poder calorífico e do teor de cinzas do bambu pirolisado. 

 

Poder calorífico superior (KJ/Kg) 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Temperatura 2 24.325,6 12.162,8 1,06 n.s. 

Resíduo 12 137.665,6 11.472,1   
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Total 14 161.991,2    

 

 

Teor de cinzas (%) 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Temperatura 2 23,95 11,98 76,03 0,01 

Resíduo 12 1,89 0,16   

      

Total 14 22,06    

 

 

 

D3. Análise de variância da atividade antimicrobiana (diâmetro médio do halo de inibição, em 

mm) do Licor pirolenhoso integral (LPI), e das respectivas frações metanólica (FMeOH) e 

hexânica (FHex), em relação às bactérias E. coli e S. aureus. 

 

Atividade antimicrobiana (halo de inibição, em mm), E. coli 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Produtos (LPI, FMeOH, FHex) 2 328,58 164,29 21,84 0,01 

Temperaturas (250, 350, 550) 2 250,01 125,00 16,62 0,01 

Resíduo 31 233,20 7,52   

Total 35 873,39    

 

 

Atividade antimicrobiana (halo de inibição, em mm), S. aureus 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Produtos (LPI, FMeOH, FHex) 2 352,58 176,29 28,37 0,01 

Temperaturas (250, 350, 550) 2 55,38 27,69 4,46 0,05 

Resíduo 31 192,59 6,21   

Total 35 673,55    
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D4. Análise de variância dos resultados de atividade antimicrobiana (diâmetro médio do halo 

de inibição, em mm), obtidos no ensaio dose-resposta, da fração metanólica de 350ºC 

(FMeOH2), em relação às bactérias E. coli e S. aureus. 

 

Atividade antimicrobiana (halo de inibição, em mm), ensaio dose-resposta 

Fontes de Variação G L 
Soma de 

Quadrados 

Quadrado 

Médio 
Valor F Pr > F 

Bactérias 1 0,075 0,075 0,026 n.s. 

Concentrações 5 718,230 143,646 50,015 0,01 

Resíduo 5 14,360 2,872   

Total 11 792,845    

 

 


