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RESUMO

Avaliacdo 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 acdo antimicrobiana do licor pirolenhoso obtido na pirdlise do bambu
(Dendrocalamus asper), e de suas fragbes metandlica e hexanica, em relagdo as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O licor pirolenhoso foi
recuperado da pir6lise em mufla laboratorial, nas temperaturas de 250°C, 350°C
e 550°C, os quais foram submetidos a separacao liquido-liquido com metanol e
hexano gerando as fragbes metandlica e hexanica. Os licores pirolenhosos
integrais (na dose de 5,0 mg por disco) e suas respectivas fracdes metandlica e
hexanica (na dose de 0,125mg por disco), foram aplicadas no ensaio de difusdo
em disco com as bactérias E. coli e S. aureus; sendo que nesse ensaio a fracdo
metandlica do licor obtido a 350°C (FMeOH350) apresentou melhor eficiéncia e
consisténcia nos resultados e foi selecionada para continuidade da pesquisa.
Através da andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
foi possivel identificar qualitativamente 92 compostos quimicos na fracao
FMeOH350. Essa fragéo foi aplicada no ensaio de difusdo 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 fragdo metandlica obtida a 350°C inibiu o crescimento celular das bactérias,
na regido ao redor da aplicacdo das amostras (halo de inibicdo), e causou uma
variedade de deformagfes morfolégicas em tamanho e deformidades nas paredes
celulares das bactérias, comprovadas por aplicagdo da microscopia eletrénica de
varredura, estabelecendo um perfil de atividade antimicrobiana. Esses resultados
estdo em acordo com a Politica Nacional de Incentivos ao Cultivo e Manejo
Sustentavel do Bambu, bem como traz beneficios para a sociedade e o ambiente
como um todo, demonstrando a possibilidade de agregar valor a um subproduto
da pirdlise.

Palavras-chave: Cromatofia gasosa; Microscopia eletronica 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 250°C,
350°C and 550°C, 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 350°C (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 350°C 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. INTRODUCAO

O Brasil possui, em seu territério, um bioma constituido por tipos de vegetacao
continuas e identifichAveis a nivel regional, relacionados de acordo as caracteristicas
geoclimaticas e agrupamentos de vida vegetal e animal em ambientes similares, favorecendo

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

Area dos biomas do Brasil
Bioma Area aproximada (em km?) % Brasil

Amazroma 4.196.943 49246
Cerado 2.036.448 23.82
hiata Atlintica 110.182 13.04
Caatmga 344 453 002
Pampa 76.494 207
Pantanal 150,353 1,76
Total 8.514.877 100

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

Biomas Brasileiros

N

S

Legenda:
Amazdmis
Coatirga
Cerrado
Mata Asantca

Pampa

~ Pamtanal

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

As biomassas, decorrentes da diversidade de biomas brasileiros, sdo fonte de
recursos renovaveis, considerados sustentaveis quando comparados aos recursos fésseis,
cuja diversidade, disponibilidade e valor energético fornecem energia de inUmeras maneiras,

tais como combustiveis soélidos, liquidos ou gases, assim como calor e eletricidade. Devido a
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estas caracteristicas as biomassas séo consideradas uma opc¢éao a fontes de energia oriundas
de fésseis (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 inovagdo (DA SILVA; RODRIGUES, 2014). Os
compostos quimicos presentes no bioma vegetal, passiveis de serem utilizados em diversos
segmentos das industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias, s&o oriundos do
metabolismo segundario da planta, seja de origem madeireira ou ndo madeireira. Diversos
processos podem ser utilizados para a extracdo, de maneira a serem empregados para o
consumo humano ou animal (JANKOWSKY et al., 2017).

Dentro da biodiversidade brasileira deve-se considerar a importancia das diversas
espécies de bambu, nativas ou introduzidas, visto que varias dessas espécies apresentam
taxas de crescimento e formacdo de biomassa compardveis as obtidas em plantios
homogéneos de espécies florestais. Dentre as de interésse econdémico destacam-se o
Dendrocalamus asper, o Dendrocalamus giganteus, o Dendrocalamus latiflorus e o Bambusa
vulgaris; sendo que este ultimo tem sido especificamente usado na producdo de carvao
vegetal, celulose e papel (GRECO; CROMBERG, 2011; GUARNETTI, 2013).

O processo mais amplamente empregado para a conversdo da biomassa vegetal em
carvao é a pirélise, com aplicacdo direta na conversédo e utilizagéo de calor. No decorrer deste
processo diversas faixas de temperatura sdo aplicadas a biomassa, originando a liberacéo de
gases hdo-condensaveis e condensaveis; sendo estes Utimos denominados licor pirolenhoso,
ou extrato pirolenhoso (DIAS et al.,, 2018). Muitos estudos ja foram realizados para se
determinar a composi¢cdo quimica do licor pirolenhoso, considerando espécies vegetais
especificas, assim como sua atividade bioldgica, configurando uma abordagem sustentavel e
de “quimica verde”. O bambu pode ser inserido nesse contexto e, visando contribuir para a
ampliacdo de conhecimentos nesse campo, foi conduzida a presente pesquisa. O estudo
focou a espécie Dendrocalamus asper considerando a conversao da biomassa em carvao
vegetal e, especificamente; o potencial de uso de compostos presentes no licor pirolenhoso

com propriedades passiveis de serem empregados como conservantes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. PIROLISE E LICOR PIROLENHOSO

O maior volume da producdo de carvao vegetal (82,2%) esta concentrada na Regiao
Sudeste do pais, principalmente para siderurgia; embora o volume produzido em 2016 tenha
sido 31,7% menor quando comparado a producao observada em 2015 (IBGE, 2016). O Brasil
ainda € o maior produtor e consumidor de carvao vegetal (OLIVEIRA et al., 2017). A biomassa
de fontes vegetais é considerada como biomassa de matéria lignocelulésica, devido sua
similariedade da composicao basica de suas fibras: celulose (35-50%), hemicelulose (20-
30%) e lignina (10-25%); além de minerais inorganicos e extrativos organicos, como lipidios,
proteinas, acucares simples, amidos, glicosideos, alcalbides, resinas, fendlicos e 6leos
essenciais. (BALAT et al., 2009; CAl et al., 2017; SILVA NETO et al., 2015). Esta constituicao
guimica confere rigidez estrutural ao vegetal, seja este arbéreo ou ndo (SILVA NETO et al.,
2015).

A biomassa de materiais lignoceluldsicos pode ser convertida em energia e produtos
com maior valor comercial, como o carvao vegetal ou o licor pirolenhoso, através de alguns
processos de transformacdo; os quais podem ser definidos como termoquimicos, fisicos e
bioquimicos. Dentre o0s supracitados processos, o termoguimico é o mais adotado na
producdo de carvéo e produtos quimicos; 0os quais sdo obtidos em trés diferentes estados:
sélido, gasoso condensavel (liquido), e gasoso nao condensavel. As tecnologias envolvidas
neste processo séo a torrefacao, liquefacéo, gaseificacdo, combustéo e pirdlise (BALAT et al.,
2009; MENA, 2014).

A pirélise é considerada a tecnologia que melhor traduz a converséo de biomassa
em produtos de alto valor. A pirélise € um processo de decomposicao térmica de materiais
organicos, na auséncia de atmosfera oxidante, resultando em trés subprodutos: carvao
vegetal, gases condensaveis ou licor pirolenhoso, e gases ndo condensaveis (BALAT et al.,
2009; CAMPOS, 2007). A pir6lise pode ser classificada como lenta, rapida ou flash, de acordo
com parametros como taxa de aquecimento, tempo de resisténcia e temperatura (CAl et al.,
2017; KAN; STREZOV; EVANS, 2016). A pirolise lenta e a rapida variam em termos das
varidveis empregadas no processo, como: |. Taxa de aquecimento; Il. Temperatura; lll. Tempo
de residéncia das fases soélida e gasosa e IV. Produdo final almejado (VIEIRA et al., 2014).

A pirélise lenta, ainda empregada nas carvoarias (ou sistemas continuos), tem em
seu processo 0 objetivo de uma producao maior de carvao vegetal. A taxa de aquecimento é
lenta, de 5 a 7 °C/min, baixas temperaturas (até 600°C), e tempo de permanéncia no reator
de 5 a 30 minutos. A pirdlise rapida 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 permanéncia, de maneira a otimizar o rendimento de produto liquido. A pirésile flash,
ou ultrarrapida, emprega taxa de aquecimento superior a 1000°C/seg, e curto tempo de
permanéncia, visando a obten¢éo de bio-6leo. (BERNADINO, 2014; MOTA et al., 2015).

Durante o processo de conversao (fases endotérmica e exotérmica) do material
lignocelulésico em carvao vegetal ocorrem fases distintas, que relacionam o aquecimento
gradativo da madeira e a obtencédo dos produtos deste processo, conforme sumarizado na
tabela 1 (BRITO, 1990).

Tabela 1. Fenbmenos e produtos da conversdo da madeira para carvdo vegetal (BRITO,
1990).

FASE TEMPERATURA °C FENOMENOS E PRODUTOS

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

Il 200 até 270-280 - Aumento de reacgdo e na eliminacéo de gases;
- A madeira passa para a cor marrom arroxeada;
- Fase endotérmica.

1] 280 até 250 — 380 - Importante fase de reagdes e grande eliminagdo de gases;
- Composicao de gases: centena de componentes quimicos
organicos (alguns recuperaveis). ex: acido acético, metanol,
acetona, fendis, aldeidos, hidrocarbonetos, alcatroes, etc;
- O residuo final dessa fase ja é o carvao vegetal, mas que
ainda apresenta compostos volatizaveis em sua estrutura;
- Fase exotérmica.

\ 380-500 - Reducdo da saida de gases;
- O carvao vegetal passa a sofrer uma purificagcao na sua
composigao quimica com a eliminacgdo do restante dos
gases volateis contendo hidrogénio (H) e oxigénio (O). O
carvao torna-se mais rico em carbono em sua estrutura
(carbono nao volatizavel ou carbono fixo);
- Fase exotérmica.

\% Acima de 500 - Degradacao do carvao;
- Término da carbonizagéo e inicio da gaseificacdo do
carvao;
- Fase exotérmica.

O material lignoceluldsico é degradado durante o processo de pirdlise lenta. As
ligagbes quimicas dos compostos organicos, tais como C-C, H-O, C-H e C-O, séo
decompostas por desidratacdo, hidrolise, oxidacdo, descarboxilacdo e despolimerizacéo,
gerando produtos gasosos, vapor de agua, alcatrdo e volateis (MANSUR et al., 2011). Os
volateis organicos condensaveis sdo denominados de licor pirolenhoso, ou seja, a fracdo
liquida, aquosa, altamente oxigenada e complexa (MATHEW; ZAKARIA, 2014).

O licor pirolenhoso é caracterizado como um liquido marrom, contendo uma fracao
aquosa composta de, ao menos, 80% de agua; sendo que o restante pode conter mais de
200 compostos hidrossoluveis, com destaque para acido acético, metanol, acetona, alcatréo
soltvel e insollvel. 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 caracteristica de constituicdo quimica do alcatrao soluvel é a presenca de fendis

como cresois, xilenois, guaiacol, metilguaicol, dentre outros. A fragdo insoluvel do alcatréo
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pode ser obtida separadamente do licor pirolenho através do processo de destilacdo, com
temperatura até 200°C, na qual ha presenca de aldeidos, cetonas, ésteres, acidos e 6leos
pesados; e acima de 200°C, fendis e o piche como residuo (LEPAGE et al., 1986).

A composi¢cdo quimica do licor pirolenhoso esta diretamente relacionada com a
temperatura da pirolise. A hemicelulose se decompdem num faixa de temperatura
relativamente baixa, de 200 a 320°C; a celulose comeca a ser degradada a 280 até 360°C; e
a lignina, cuja composicao quimica € mais variavel entre as espécies vegetais, degrada em
uma faixa mais ampla de temperatura, de 140 a 600°C. A decomposi¢do da celulose ocorre
numa faixa estreita de temperatura devido a sua estrutura cristalina, homogénea, néo
ramificada de unidades de glicose ligadas a B- (1-4). A hemicelulose, cuja principal estrutura
€ a xilana, confere uma natureza amorfa com muitas unidades ramificadas, apresentando
como caracteristica termoquimica baixa energia de ativagdo e, desta forma, sendo
responsavel pela faixa relativamente baixa de temperatura na qual é degradada. A
estabilidade termoquimica da lignina é devido as liga¢des cruzadas das moléculas aroméaticas
de sua composicao (MATHEW,; ZAKARIA, 2014).

A obtencao e uso do licor pirolenhoso ndo é um uma pratica recente, retomando a
China antiga, assim como a india. Ja no século 17, na Europa, registros do uso do liquido
(pirolenhoso) da producéo de alcatrao através da destilagdo seca de madeira também foram
relatados. Ha referéncias de que, em 1813, na Inglaterra, teria sido iniciada a producao de
licor pirolenhoso, em grande escala, para coloracéo do linho (CAMPOS, 2007).

A producédo do licor pirolenhoso deve seguir um rigoroso controle de processo,
visando obter produto com baixo teor de alcatrdo (composto apolar muito tdxico); e
preservando os compostos quimicos de interesse, sem degrada-los. Apés iniciado o processo
de pirdlise, a condensacédo dos gases que originam o licor pirolenhoso deve ver monitorada,
pois as reac¢des quimicas de polimeriza¢do continuam ocorrendo durante um periodo de até
06 meses (CAMPOS, 2007). Por este motivo é fundamental, considerando as potenciais
aplicacdes do licor, providenciar o armazenamento adequado para evitar uma possivel
alteracao quimica.

O licor pode ser utilizado em diversas areas, tais como (CAMPQOS, 2007):

- Desinfetantes e esterilizantes eficientes;

- Aditivos de alimentos;

- Aditivo em adubos organicos e compostagens, entre outros.

A validacao da aplicacao do licor considera fatores como a composi¢ao quimica da
biomassa (produtos madeireiros e ndo-madeireiros); a faixa de temperatura no qual é obtido;
armazenamento, estudo da composicao quimica do licor; avaliagdo de toxicidade, quando
empregado em uso humano e animal; avaliagcdo de atividade biolégica; determinacédo da

seguranca.
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A utilizacao do licor pirolenhoso € ampla na agricultura com diversas aplicacfes:
fertilizante organico aplicado ao solo no cultivo do arroz, sorgo e batata doce; fungicida;
nematicida, dentre outros (ZANETTI et al., 2003). Nesse contexto, as principais referéncias
estéo vinculadas ao licor pirolenhoso obtido a partir da carbonizagdo da madeira de eucalipto,
por se tratar de uma espécie amplamente usada para a producao de carvao vegetal no Brasil.
Ha, inclusive, referéncia de pesquisa recentemente realizada, demonstrando o potencial
antifiingico do licor pirolenhoso obtido da madeira de eucalipto para o fungo Aspergillus niger
(ALMEIDA, 2012).

Os licores pirolenhosos, oriundos das inumeras biomassas lignocelulésicas
disponiveis, apresentam composicdo quimica com a presenca de compostos aromaticos,
cetona, fendis, entre outros, com rendimentos e caracteristicas que dependem da temperatura
aplicada durante a pirdlise e, logicamente, da composi¢do da matéria-prima utilizada. Esta
composi¢do quimica orienta a aplicacado do licor pirolenhoso em diversas areas como na
agricultura, alimenticia e, também, em sistemas conservantes. Considerando o conjunto de
informacdes a respeito da producéo do licor pirolenhoso, o foco deste trabalho foi 0 bambu

Dendrocalamus asper como fonte da biomassa lignocelulésica.

2.2. BAMBU Dendrocalamus asper (Schult & Schult) Backer COMO FONTE DE BIOMASSA
PARA PRODUGCAO DE LICOR PIROLENHOSO

Embora apresentem similaridade em determinados usos, 0os bambus ndo séo
considerados como madeira, mas sim pertencentes ao grupo de plantas da familia das
gramineas, Poaceae e subfamilia Bambusoideae. Sao representados por 1250 espécies,
distribuidas em 75 géneros, sendo que a maioria delas é de rapido crescimento, atingindo
maturidade por volta dos 05 anos (MOGNON et al., 2015; PEREIRA; BERALDO, 2016).

Os bambus, ao contrario de outras espécies de gramineas, realizam fotossintese Cs,
semelhante as espécies arbdreas, favorecendo o crescimento de sua biomassa em ambientes
ricos em CO,, em auséncia de fatores limitantes. Diversos géneros de bambu sdo encontrados
do México até o sul do Brasil, geralmente em regiées Umidas e de alta altitude. No Brasil
podem ser encontradas desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, ocorrendo principalmente
nas regides de bioma da Mata Atlantica (MOGNON et al., 2015). Por ser tratar de uma espécie
ndo originaria em solo brasileiro, considera-se que houve grande adaptacdo dos géneros
Bambusa, Dendrocalamus e Phyllostachys. No Brasil, o bambu vem sendo cada vez mais
empregado na industria moveleira e na producdo de painéis, uma vez que é considerado
resistente e ecologicamente correto, atingindo patamares de sustentabilidade necessarios a
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 Asia 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 didmetro. Sua coloragcdo marrom, em colmos jovens, ocorre devido a
presenca de tricomas (BRITO, 2018; TOMBOLATO; GRECO; PINTO, 2012).

A espécie Dendrocalamus asper € uma importante espécie de bambu no Brasil,
entretanto é erroneamente identificada como Dendrocalamus giganteus, porque ambas as
espécies sdo um tipo de bambu gigante com grandes didametros de colmo (AKIRA et al., 2007;
FELISBERTO et al., 2017).

O bambu, de uma forma geral, € amplamente empregado como um substituto da
madeira, tanto devido suas caracteristicas fisico-mecéanicas, como também pelos aspectos
ambientais favoraveis, como sequestro de carbono, em relagdo a sua cultura. As industrias
gue trabalham com o processamento do bambu s&o consideradas estratégicas para o
desenvolvimento das economias locais, devido suas caracteristicas em tecnologia para
aproveitamento do recurso florestal (MOGNON et al., 2015; YU, 2008), em termos de produtos
madeireiros e ndo madeireiros.

Na construcao civil o bambu é uma matéria-prima vegetal amplamente conhecida.
Ha referéncias de sua utilizacao descrita a mais de cinco mil anos, por conta de descobertas
arqueolégicas de cestas de bambu na provincia de Zhejiang, China (ROSA, 2013).
Considerado um importante recurso natural renovavel, principalmente para paises africanos
e asiaticos, apresenta grande emprego para construcdes civis e industriais; assim como
utilizacdes rurais e residenciais (BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 1987; MAHDAVI,
CLOUSTON; ARWADE, 2011).

Os colmos do bambu séo anatomicamente compostos de feixes vasculares (12,8%),
fibras (47,6%) e parénquima (39,6%) (MARINHO; NISGOSKI; DE MUNIZ, 2014),
evidenciando que as fibras séo os constituintes majoritarios do bambu. A parede celular, cujo
foco de interesse reside na composicao das fibras, € constituida de celulose, hemicelulose,
holocelulose (microfibrilas de celulose, particularmente a-celulose, envoltas em
hemicelulose), lignina, baixos teores de pectina e elevado contetdo de compostos fendlicos
(com até 5% de peso seco de acido ferulico). Estes componentes da fibra variam de acordo
a espécie de bambu. As principais hemiceluloses encontradas sao xilanos e arabinoglucanos,
e em menor quantidade glucanos de ligacao mista e xiloglucanos (4cido fendlico ligado a
hemicelulose). A polimerizacao de trés unidade monoméricas, os alcoois p-cumaril, conoferil
e sinapil, originam os precursores das unidades fenilpropanoides guaiacil, siringil e p-
hidrofenil, presentes nas ligninas encontradas nas fibras de bambu (SILVA, 2017).0
Dendrocalamus asper apresenta fibras com 76,33%, 68,11% e 28,70% para holocelulose, a-
celulose e lignina, respectivamente (MARINHO; NISGOSKI; DE MUNIZ, 2014).
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Em 2011 o governo Brasileiro, com a Lei 12.484, que disp8e sobre a Politica Nacional
de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu, promoveu politicas para o0 manejo
sustentavel e o cultivo de bambo. Através desta Lei o governo visou o desenvolvimento da
cultura do bambo, tanto com agbes governamentais quanto de investimentos privados. Entre
as acOes previstas pela Lei o governo federal tinha por objetivo elaborar planos de trabalho
para implementacdo de incentivos a pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico, focando o
manejo sustentavel, cultivo, servicos ambientais. Entre outras acgfes, o governo federal
pretendia trabalhar na implementacdo do incentivo a pesquisa e ao desenvolvimento
tecnolégico com foco em manejo sustentavel, cultivo, servicos ambientais e aplicacbes de
produtos e sub-produtos do bambu (BRASIL, 2011).

O governo federal elabora varios programas para pesquisar e desenvolver o uso de
fibras de bambu para construcéo de casas, isoladamente ou como refor¢co em diferentes tipos
de matrizes, como compdésitos de solo e cimento (FELISBERTO et al., 2017; GHAVAMI, 2005;
SANTOS et al., 2016). Entretanto, mesmo com o possivel estimulo a pesquisa, advindo da
Politica sobre Politica Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu,
verifica-se que ha pouca informacao disponivel sobre o aproveitamento de outros produtos
gue podem ser obtidos a partir da pirdlise. Dentre estes produtos pouco explorados esta o
licor pirolenhoso (JANKOWSKY et al., 2018; MENA, 2014).

Sabe-se que suas folhas apresentam propriedades anti-fungicas (HADI; BREMNER,
2001; ZHOU; SHEN; HOU, 2017); porém a atividade antimicrobiana do licor pirolenhoso ainda
€ relativamente pouco descrita. Em um estudo comparativo de diferentes biomassas
lignocelulésicas, 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
fracbes fendlicas apresenta atividade germicida para o piconarvirus, um encefalomicardio
virus (MARUMOTO et al., 2012); e o licor pirolenhoso de Dendrocalamus asper, obtido em
temperatura acima de 600°C, demonstrou perfil coagulante e antifingico ao ser adicionado
ao latex (SUMANATRAKUL et al., 2015).

Assim pode-se considerar que o bambu esta a merecer uma maior aten¢do quanto
ao potencial dos produtos obtidos da sua pirélise e, em particular, o licor pirolenhoso, obtido
em diferentes faixas de temperatura. Nesse contexto, incluem-se a exploracdo de compostos
com propriedades bacteriostaticas e/ou fungistaticas, que possam ser fontes de agentes
conservantes, por exemplo, aplicAveis em diversas produtos como saneantes, cosmeéticos e
medicamentos, para indUstria farmacéutica e quimica, alimentos e até mesmo para o
tratamento de madeiras de uso doméstico. As possibilidades sdo amplas, porém, no

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

Staphylococcus aureus

As bactérias sao unicelulares, da classe procarioto, devido a auséncia de membrana
nuclear. Morfologicamente podem apresentar diferentes formas, tais como cocos, bacilos,
cilindricas 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 locomocao, os flagelos, membrana
plasmética e parede celular. Estas estruturas, assim como os diferentes tipos de arranjos
celulares, permitem as bactérias sobrevivéncia e, ainda, sua patogenicidade (CAMPOS,
2017a; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). A figura 3 ilustra a estrutura morfoldgica geral das

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

As bactérias Gram-positiva e Gram-negativa apresentem semelhancas estruturais,
contudo séo as diferencas fundamentais que permitem a acdo de um agente antimicrobiano
por sua atividade bactericida ou bacteriostatica sobre o microrganismo. Doravante cada
classe de agentes antimicrobianos apresenta um mecanismo de acdo Unico e, para
compreender tanto a forma de agdo como as maneiras de resisténcias geradas pela bactérias,
€ preciso compreender algumas de suas caracteristicas basicas da estrutura celular
bacteriana (COLYE et al., 2005), com atencdo 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 mamiferos, evidenciado nos lipidios anibnicos, que nos procariotos sdo expostos
na superficie das membranas bacterianas em oposi¢do as membranas eucarioticas, nas quais
os lipidios anibnicos séo sequestrados para a monocamada voltada para o interior da célula,
ou organela (EPAND et al., 2016).

Surface Acid Lipoteichoic

Protein Acid
A\ & Outer

Membrane

Membrane
Protein

Lipoprotein
Peptidoglycan

Periplasmic
Space

Peripheral Membrane
Protein

Cytoplasmic
Membrane
Cytoplasmic
Membrane

Gram- positive Gram- negative

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

A ilustracéo da figura 4 evidencia as diferengas 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 citoplasmatica e outra externa, que
conferem formato e resisténcia para estas. As bactérias Gram-negativas apresentam duas
camadas de membranas com um espaco peri-plasmatico entre ambas, no qual podem ser
encontrados as B-lactamase. A membrana externa € uma monocamada com endotoxinas
lipopolissacarideos (LPS), pouco peptideoglicano (10%) e proteinas como porinas. A parede
celular das bactérias Gram-positivas é constituida em 90% de peptidioglicanos, contendo
acido lipoprotéico e acido teicéico. Os lipideos encontrados nos dois diferentes tipos de
paredes celulares séo fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina (PE) e cardiolipina (CL), em
diferentes concentra¢ces de acordo com a bactéria. Tais diferencas determinam o mecanismo
de acdo dos antimicrobianos para cada tipo de bactéria, assim como estao relacionados com
0s mecanismos de resisténcias 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,
sdo coletivamente consideradas como bacilos coliformes. Apesar desta classificacdo a
Escherichia coli faz parte da flora natural do intestino humano e, nestas condi¢fes, néao
apresenta riscos ao individuo. Esta bactéria faz parte da familia Enterobacteriaceae,
classificada como Gram-negativa, devido a estrutura de sua parede celular, sendo
considerada um bastonete, com dimensdes de até 1,1 a 1,5 um por 2,0 a 6,0 um. As cepas

de Escherichia coli patogénicas e virulentas podem ocasionar diarréia nédo inflamatéria
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(diarréia aquosa) ou diarréia inflamatéria (disenteria com fezes geralmente contendo sangue,
muco e leucécitos) (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 um de didmetro. Sua parede celular expressa uma variedade de proteinas
extracelulares e polissacarideos, diretamente relacionados com sua potencial viruléncia. E
imoével, ndo encapsulada e apresenta-se com diversas formas e cocos: isolado, aos pares,
em cadeias curtas e em arranjos irregulares. No organismo humano saudavel, € encontrado
na pele, axilas e nas cavidades nasais. O Staphylococcus aureus pode causar lesdes
superficiais da pele (furinculos) e abscessos localizados em outros locais; infec¢des
profundas como osteomielite e endocardite, assim como infeccbes cutdneas graves como
furunculose; é o principal microrganismo patdégeno a causar infeccdo hospitalar adquirida
(nosocomial) de feridas cirargicas. Em alimento pode liberar enterotoxinas ocasionando
intoxicacdes alimentares, promove a sindrome de choque toxico, por liberar na corrente
sanguinea superantigenos. Ainda estao relacionados a infec¢des como espinhas, furanculos,
celulite, pneumonia, meningite, entre outros (FOSTER, 1996; HARRIS et al., 2002; SOARES
etal., 2017).

O uso excessivo de antibidticos aumenta a resisténcia bacteriana, promovendo um
aumento das infecg¢des, principalmente no contexto hospitalar. Bactérias como Escherichia
coli e Staphylococcus aureus vém apresentando patogenicidade crescente, e estudos de
novos compostos quimicos com atividade antimicrobiana sdo imperativos para a saude da
comunidade.

As primeiras evidéncias da patogenicidade e aumento da resisténcia aos tratamentos
convencionais para ambas as bactérias estao registradas em hospitais, onde os casos sédo
mais facilmente registrados. O Instituto Nacional de Saude Publica e Meio Ambiente, na
Holanda, vem coletando dados fornecidos pelo Sistema Europeu de Vigilancia da Resisténcia
aos Antibioticos, entre os anos de 1999 e 2009. As andlises evidenciam o crescimento na taxa
de mortalidade, de internacdes hospitalares e, consequentemente, um aumento em gastos
hospitalares relacionados a bacteremias por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e por Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de terceira geracdo (G3CREC).
Este cenério é considerado como de risco, devendo ser avaliado com critério e preocupagao
(KRAKER et al., 2011).

Em Portugal h4 uma crescente preocupagdo com o0 MRSA, ndo somente em ambito
hospitalar, mas no uso pela populacao néo internalizada. Os custos gerados e o grave impacto
sob a populacao estado relacionados a fatores de risco, como idade e habitos gerais, assim
como internacdes prolongadas. O crescimento do casos de MRSA ¢é alarmante, de acordo

com os dados obtidos e rementem a necessidade de mudancas de hébitos pelos pacientes,
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profissionais da area da saude e maiores estudos para minimizar o impacto de infec¢des
resistentes aos tratamentos convencionais (CARVALHO, 2017).

Um estudo relacionou o uso de fluoroquinolona, um antibiético com alta eficacia
antimicrobiana e aceitabilidade por pacientes durante o tratamento, com resisténcia de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, em 17 hospitais nos Estados Unidos e as
comunidades préximas, no ano de 2000. Os resultados encontrados remetem as associacoes
entre o uso de fluoroquinolonas em hospitais e resisténcia a meticilina em Staphylococcus
aureus e entre o uso de fluoroquinolona em comunidades e resisténcia as fluoroquinolonas
em Escherichia coli em hospitais (MACDOUGALL et al., 2005). E outros casos séo relatados
com Escherichia. coli (ABERNETHY et al., 2017; STOESSER et al., 2017) e Staphylococcus
aureus (ZETOLA et al.,, 2005), nos quais os habitos de consumo de antibiéticos fora do
ambiente hospitalar, associado a populacdes de risco (idade, alimentacdo, habitos diarios),
aumentam a prevaléncia de infeccbes hospitalares resistentes e custos elevados aos
hospitais. Estes habitos estéo relacionados aos prescritores de medicagdo e ao consumo
inadequado pelos pacientes.

Entretanto as infec¢des ndo estdo restritas a hospitais e sistemas organicos internos
ao corpo humanos. Em meados de 2000, no Estados Unidos, uma epidemia por MRSA
provocou infec¢des na pele e tecidos moles, ocasionando danos aos pacientes e ao sistema
de saude publica (CHALLAGUNDLA et al., 2018).

Todos os relatos acima evidenciam que o uso inadequado e mas condutas por
pacientes, prescritores e uso em ambito hospitalar de antimicrobianos oneram a comunidade
e o0s sistemas de saude publica. Bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aureus
estdo entre os relatos de maiores incidéncias no aumento de resisténcias as tratamentos
medicamentosos devido a sua patogenicidade, e estudos de novos compostos quimicos com
atividade antimicrobiana sdo imperativos para a salde da comunidade. Para iniciar uma real
modificacdo em tal cenario sdo necessarias acdes preventivas e pesquisa e desenvolvimento
de novos antimicrobianos, aliando fontes pouco exploradas de compostos quimicos e novas
tecnologias, tais como nanotecnologia, para combater as bactérias resistentes que ameagam
a salde publica. Considerando o perfil de acdo desses compostos como potenciais
conservantes, hi a possibilidade da aplicacao nas industrias alimenticia, cosmética e quimica,
entre outros (ALSALH et al., 2016; ANVISA, 2010; SOARES et al., 2017; VIEIRA; VICENTINO
VIEIRA, 2018).

Muitos subprodutos do bambu séo relativamente pouco explorados devido a falta de
estudos que agreguem valor ao produto final. Considerando a biomassa de bambu e a
obtencdo 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 industrias farmacéuticas,

cosmeéticas, quimicas e alimenticias.
2.4. SISTEMAS CONSERVANTES

De acordo com a Resolucdo n°® 79, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) os conservantes sédo definidos como: "substancias adicionadas aos produtos de
Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes com a finalidade primaria de preserva-los de danos
e/ou deterioracBes causadas por microrganismos durante suas fabricacdes e estocagem, bem
como proteger o consumidor de contaminacao inadvertida durante seu consumo” (ANVISA,
2010).

Nao existe uma Unica substancia quimica que possa ser considerada como um
conservante ideal, por isso é costumeiro o emprego de misturas de substancias que
promovam a atividade antimicrobiana apropriada ao emprego destinado. Contudo, um bom
conservante apresentaria as caracteristicas de amplo espectro de acao inibitéria para fungos
e bactérias, tanto as Gram-positivas quanto para as Gram-negativas («Conservantes», 2011).

Entretanto, ao considerar o emprego de quaisquer substancias quimicas, €
necessario avaliar sua toxicidade, pois mesmo em cosméticos 0s sistemas conservantes
podem ocasionar reacfes de hipersensibilidade, graus I, I, lll e IV (GOMES, 2017; SOUZA,
2014).

Na area alimenticia a importancia de conservantes com atividade antimicrobiana é
fundamental para garantir a ingestéo 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 sintese quimica, é consideravel
entre os consumidores. Os nitratos e nitritos estdo relacionados ao desenvolvimento de
neoplasias, em particular estomacal, e na redugédo do transporte de oxigénio (O;), sendo
considerado um agravante para grupos de risco e criancas (FANI, 2012; FERREIRA, 2015).

Por estas razdes os estudos envolvendo novas tecnologias, como as nanoparticulas,
e novos agentes antimicrobianos para bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, sao

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 pirélise 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

Quantificar a conversdo da matéria-prima em produtos, considerando trés

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

Avaliar as caracteristicas organolépticas e as possiveis caracteristicas de

solubilidade quimica dos licores pirolenhosos.

Estudar o potencial antimicrobiano dos licores pirolenhosos e de suas fracdes

metandlica e hexanica, em linhagens bacterianas de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

a.

b.

Considerando os resultados obtidos nas fases anteriores, selecionar o licor

pirolenhoso de uma Unica temperatura, € uma Unica fragcdo quimica, visando:

a. Analisar quimicamente a fracdo selecionada, mediante cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas;

b. Obter curvas dose-resposta a partir de testes bioguiados em difusdo de
disco;

Avaliar as possiveis alteragbes morfologicas e quimicas nas bactérias

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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4. MATERIAIS E METODOS

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

presente pesquisa.

| | | i
Figura 5. Fluxograma das atividades realizadas para andlise 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:

- Laboratério de Quimica, Celulose e Energia do Departamento de Ciéncias
Florestais/ESALQ/USP;

- Laboratério de Secagem de Madeiras do Departamento de Ciéncias
Florestais/[ESALQ/USP;

- Laboratério de Quimica Organica de Produtos Naturais do Departamento de
Ciéncias Exatas — Quimica, ESALQ/USP;

- NAP/MEP — Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrbnica 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 Agéncia Paulista de
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Tecnologia dos Agronegécios (APTA), no municipio de Tatui — S&o Paulo (figura 6). Os
critérios de selecdo adotados foram: (a) touceiras com idade superior a trés anos e, (b) sinais
de manchas e ramificacdes, indicativos da idade do bambu. Foram selecionadas 08 plantas,
com altura variando de 15,0 a 20,0 m e circunferéncia média de 15,0 cm.
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Figura 6. D. asper coletado na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) da Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegoécios (APTA), no municipio de Tatui — Sdo Paulo. A: touceira com a nome cientifico da espécie de
bambu, certificando a identificagéo correta. B: touceira de bambu utilizada para o estudo.

Com o auxilio de motosserra as hastes do bambu foram obtidas in situ, cortadas em
colmos de 2 metros de comprimento e transportadas até o Laboratério de Secagem de
Madeiras do Departamento de Ciéncias Florestais (ESALQ/USP). Para que as taliscas fossem
obtidas os colmos foram cortados longitudinalmente com uma serra circular com guia. Com o
propésito 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 mecanico 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, apos as secagens, foram transformados em particulas, através de um
moinho de facas Willey, dotado de uma peneira com malha de 4 mm de abertura (0,85 mesh).
As particulas foram secas em estufa & 103°C por 24 horas para que a umidade fosse de 0%,
aproximadamente. Desta forma foram armazenadas em sacos plasticos para evitar

contaminacéo.

4.2. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

Para a conducéo do processo de pirélise 0 material vegetal necessita estar com o
teor de umidade proximo de 0%, razao pela qual a determinacdo do teor de umidade foi
realizada para cada pirélise, individualmente.

Dois métodos foram , para a determinacdo do teor de umidade, foram comparados
entre si. O primeiro consiste ho método gravimétrico, no qual uma de aproximadamente 5 g,
em triplicata, foi introduzida na estufa, a 103°C por 24 horas (GALVAO; JANKOWSKY, 1985).
Decorrido este periodo as amostras foram pesadas e o calculo realizado de acordo com a
equacéao (1):

U%= ((Mu/Ms) — 1) x 100 1)
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Onde:
Mu = massa Umida, em gramas.
Ms = massa seca a 0%, em gramas.

U% = Teor de umidade, em porcentagem.

O segundo método ¢é utilizando a balanca ID200, especifica 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. Apés esse periodo a balanga automaticamente informa o
teor de umidade da amostra.

Figura 8. Balanga ID200 especifica para determinar o teor de umidade em material particulado. A. Balanga 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 balanca.

Os resultados obtidos nos dois métodos foram comparados entre si, de forma a
determinar qual poderia ser utilizado para a analise da porcentagem de umidade a ser

realizada antes de cada pirGlise.

4.3. OBTENCAO DOS LICORES PIROLENHOSOS INTEGRAIS ATRAVES DO PROCESSO DE
PIROLISE

Para obtencdo do licor pirolenhoso integral (LPI) foram realizadas pirélises
conduzidas em forno-mufla laboratorial (figura 9), com auséncia de oxigénio, de D. asper
particulado. A pirlise foi realizada em trés diferentes temperaturas, e para cada temperatura
foi designado uma denominagéo 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 LP1550.

O forno-mufla é dotado de resisténcia elétrica com controle de temperatura. Um
recipiente metalico (volume nominal de 500 cm?®) 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 separagdo para 0s gases condensaveis.

Para coleta dos licores pirolenhosos um sistema de dois condensadores de vidro,
acoplados a um balao volumétrico previamente pesado em balanca semi-analitica, foram
conectados ao recipiente metalico ja introduzido na mufla laboratorial. Uma corrente de agua
fria ficou circulando pelos condensadores durante todo processo.

Para a pirélise 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 metalico permaneceu sob o efeito desta

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

Figura 9. Mufla laboratorial acoplada ao sistema de condensadores de vidro e baldo volumétrico, utilizados durante
a pirdlise e coleta dos licores pirolenhosos. A: Setas destacando a mufla laboratorial onde o cilindro contendo
bambu é submetido a aguecimento; e o sistema eletrénico de controle de rampa de aquecimento da mufla. B: Seta
furtiva evidenciando o sistema de condensadores para os gases volateis; seta em losango demonstrando o balédo
volumeétrico onde o licor pirolenhoso foi coletado.



36

Apobs o periodo de 4 horas o baldo volumétrico era pesado novamente, obtendo-se a
massa de licor pirolenhoso coletado durante a pirdlise, sendo entao o volume transferido para
uma proveta de vidro e mensurado, e na sequéncia, transferido para um recipiente de vidro

ambar e armazenado em geladeira a 4°C.

4.4. CALCULO DE RENDIMENTO DOS LICORES PIROLENHOSOS INTEGRAIS

O rendimento gravimétrico em gases condensaveis (licor pirolenhoso) expressa a
relacdo entre a massa do liquido condensado e a massa da madeira, na base seca, segundo
equacgao 2:

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

Onde:

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

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

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

4.5. FRACIONAMENTO POR PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO

Os LPIs, das trés temperaturas de estudo, foram submetidos separadamente a um
fracionamento quimico por particdo liquido-liquido. Os solventes organicos de escolha foram
0 metanol e 0 hexano (Sigma-Aldrich). Inicialmente, 20 mL de LPI, medidos em uma proveta
de vidro, foram introduzidos em um funil de separacéo, alocado em uma capela. No mesmo
funil de separacdo foram adicionados 30 mL de metanol (PA) e, posteriormente, 50 mL de
hexano (PA). Apos a adigcdo de hexano o funil de separagdo era manualmente agitado e
colocado em pé para que a separacao dos compostos quimicos presentes no LPI ocorresse
através da afinidade pelas polaridades distintas dos solventes organicos. Esse procedimento
foi realizado por 8 vezes, totalizando um volume de 400 mL de hexano, sendo que a cada
agitacdo do funil a fracdo hexanica do LPI era coletada em um bequer.

Apo6s a coleta ambas as fracdes foram concentradas através da evaporacdo dos
solventes organicos em rotaevaporador a vacuo 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 fragcbes metandlicas FMeOH250, FMeOH350 e
FMeOH550; e as fragbes hexanicas FHex250, FHex350 e FHex550, respectivamente (figura
10).
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Todas as fragdes, metandlicas e hexanicas, foram analisadas pela avaliacdo
antimicrobiana, bioguiadas pela cromatografia de camada delgada (CCD). Os resultados
permitiram selecionar uma Unica fragcdo, de um LPI obtido em uma Unica temperatura, para
analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), avaliacédo
de curva dose-resposta da atividade antimicrobiana, assim como avaliacdo por MEV.
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Figura 10. Fluxograma do fracionamento dos LPI250, LPI350 e LPI550 por particdo liquido-liquido. A: Fragdo

metandlica (LMeOH250) e hexanica (FHex250). B: Fracdo metandlica (LMeOH350) e hexanica (FHex350). C:
Fragcdo metandlica (LMeOH550) e hexanica (FHex550).

4.6. CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Todos os LPlIs e as fracdes obtidas da particdo liquido-liquido, nas trés temperaturas
de pirélise, foram submetidos inicialmente a cromatografia de camada delgada (CCD) em
cromatofolhas de silica gel com indicador de fluorescéncia (Macherey-Nagel), a fase mével
continha uma misturas de solventes absolutos (PA) metanol, diclorometano e hexano, em
diferentes proporg¢@es, para melhor separacéo e visualizacdo dos compostos quimicos. Os
spots (aplicacdo das amostras ha placa de CCD) foram inspecionados em luz ultravioleta (254
a 365 nm), para visualizacdo do perfil quimico e monitoramento das fracdes obtidas. Estes
procedimentos foram realizados no Laboratério de Quimica Orgéanica de Produtos Naturais
do Departamento de Ciéncias Exatas (ESALQ/USP) (DOS REIS, 2017).
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Cada andlise quimica realizada nas amostras foi monitorada através de bioensaio do

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

4.7. AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.7.1. Teste de Difusao de Disco

O teste de difusdo em disco é reconhecido e aceito pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pelo Food and Drug Administration (FDA) e pelo Clinical
Laboratory Standars Institute (CLSI) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
(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 Laboratério de Microbiologia Aplicada, alocado no Laboratério de
Quimica Orgénica de Produtos Naturais do Departamento de Ciéncias Exatas (ESALQ/USP).
Primeiro, as bactérias foram reativadas de -80°C para temperatura ambiente (+ 25°C), e um
volume de 50 L, foi inoculado em meio de cultura, liquido Luria-Bertani (LB), a 37°C por 24
horas, em uma incubadora de agitacdo. Simultaneamente, 0 mesmo meio LB, contendo agar,
foi vertido em placas de Petri dentro da cAmara de fluxo laminar. Em seguida, as placas foram
alocadas em uma incubadora de demanda quimica de oxigénio (B.O.D.) a 37°C, por 24 horas.
Apbs o periodo de incubacgao, 100 uL de cada bactéria foram inoculados por espalhamento
nas placas de Petri, permanecendo incubadas por 15 minutos no ODI, para adesdo e

crescimento das bactérias.
4.7.1.1. Aplicagdao das Amostras de Licores Pirolenhosos Integrais

Para o ensaio de difusdo em disco, um disco de papel padronizado (6,0 mm de
didmetro) impregnado com 0,01 mg de ampicilina (Cefar Diagnéstica Ltda), produzido de
acordo com os parametros 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 solu¢do, 0,5 pL (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 diametro) nas placas de Petri previamente inoculadas com as bactérias E. coli e S. aureus,
no interior capela de fluxo laminar para evitar contaminacgao e possivel contagio. As placas de
Petri foram entdo colocadas na B.O.D., a 37°C por 24 horas (figura 11).

Apoés este intervalo de tempo o experimento foi encerrado e a auséncia de

crescimento radial de bactérias ao redor dos discos de papel foi aferida, usando duas medidas
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perpendiculares do didmetro de halo de inibicdo, com o auxilio de um paquimetro eletrénico
(Mitutoyo) (JANKOWSKY et al., 2018).

Figura 11. Fluxograma do teste de difusdo de disco para avaliagdo da atividade antimicrobiana das amostras.

4.7.2. Aplicagdo das Fragdes Metandlicas e Hexanicas obtidas dos Licores

Pirolenhosos Integrais

Amostras das fracdes metandlicas e hexanicas foram diluidas em metanol e hexano,
respectivamente, na concentracdo de 0,25 mg/ pL. De cada solucéo, 0,5 pL foi adicionado
com uma pipeta volumétrica em discos de papel (6,0 mm de didmetro), 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
gue 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 sequéncia, as placas
de Petri permaneceram no B.O.D., a 37°C por 24 horas.

Apoés 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 FRAGAO FMeOH350

De acordo com a metodologia inicialmente proposta, e com base nos resultados
obtidos nos ensaios anteriores, a fracdo metandlica obtida na pirdlise a 350°C (FMeOH350)

foi submetida a ensaios mais detalhados.
4.8.1. Avaliagdo da curva dose-resposta

Para avaliacdo da curva dose-resposta da LMeOH350, amostras dessa fracdo foram
diluidas e homogeneizadas em metanol em quatro diferentes concentracdes (0,25, 1,0, 1,5 e
2,0 mg/uL). De cada solugéo, 0,5 pL foi adicionado com uma pipeta volumétrica em discos de
papel (6,0 mm de diametro) dentro do fluxo laminar. Apés a evaporagdo do solvente, as
amostras de disco impregnadas com concentrag@es de 0,25, 1,0, 1,5 e 2,0 mg/uL 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 ja descrita em 4.7.1 e 4.7.2.
4.8.2. Andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A fracdo LMeOH350 foi analisada por espectrometro 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 didmetro interno e espessura de filme de 0,25 ym (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 10°C/min e finalmente a 215°C a uma taxa de 3°C/min,
permanecendo nessa temperatura durante 15 minutos até a inser¢cdo da amostra. Os outros
parametros de CG/EM empregados foram temperatura de injecéo e fonte de ions de 280°C,
gas transportador hélio a 1,0 mL/min, volume de injegédo de 1,0 uL, razdo de divisdo de 50:1,
energia de fonte ibnica de 70 eV, e gama de massa de m/z 33-550 Da (THEAPPARAT et al.,
2015).

4.8.3. Microscopia eletronica de varredura

Ao final do ensaio de difusdo em disco foram coletadas amostras de cada uma das
placas da fracdo 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 uL foram adicionados a uma grade de vidro coberta com e-poli-I-lisina
por 15 minutos, seguido por uma sequéncia de desidratacdo em etanol absoluto em diversas
concentracdes [30, 50 , 70, 90 e 100% (3 vezes)] durante 10 minutos em cada fase. Logo
depois, eles foram secos até o ponto critico usando CO? liquido e, posteriormente, colados

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

salvas no formato TIFF para andlise, conforme figura 12 (PETENA et al., 2016).

Figura 12. Fluxograma do preparo das amostras da fragcdo metandlica LMeOH350 para leitura em microscoépio
eletrénico de varredura.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

A analise dos rendimentos obtidos no processo de pirdlise seguiu um delineamento
casualizado com 3 repeticdes, sendo que o mesmo delineamento foi adotado para analisar o
poder calorifico e o teor de cinzas do material pirolisado, porém com 5 repeti¢cdes

Os resultados da atividade microbiana dos licores pirolenhosos e das suas
respectivas fragcdes metandlicas e hexénicas foram analisados individualmente para as
bactérias E. coli e S. aureus, seguindo um delineamento fatorial 3 x 3 (produto x temperatura),
com 4 repetices. Para a andlise dos resultados da curva dose-resposta da fragdo LMeOH350
também foi adotado um delineamento fatorial, 2 x 5 (bactéria x concentracdo) com 4
repeticoes.

Em cada ensaio foi aplicada a ANOVA aos resultados totais e o teste de Tukey foi
usado para comparar as médias. A relacdo entre o didmetro do halo de inibicdo e a
temperatura ou a dose da FMeOH350 foi analisada por regresséao linear.

O programa utilizado para os célculos estatisticos foi o Microsoft Excel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Backer

E importante manter o teor de umidade das particulas de bambu préximas a 0% para
evitar a degradacéo biolégica e a consequente contaminag¢do do material. Pela mesma razéo
€ necessario aferir constantemente, durante toda a fase experimental, esse teor de umidade.

Os dois métodos disponiveis para a quantificagéo do teor de umidade, descritos no
item 4.2, foram comparados entre si, e 0s resultados dessa comparacéo constam da tabela
2.

Tabela 2. Dados comparativos do teor de umidade (%), medido pelos métodos gravimétrico
(secagem a 103°C) e secagem em balanca 1D200.

Amostras Gravimétrico 103°C/24h Balanga ID200 103°C/10min
Amostra 1l 6,5 6,7
Amostra 2 6,8 6,4
Amostra 3 6,2 6,6
Média 6,52 6,72
Desvio Padréo 0,29 0,15

Meédias com a mesma letra mindscula no sentido horizontal ndo diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.01

O método gravimétrico é considerado como padrao, porém os resultados obtidos com
a balanca ID200 s&o equivalentes. Assim, decidiu-se, pela rapidez do método, padronizar as

medicdes de umidade antes das pirélises, utilizando a balanga 1D200.

5.2. RENDIMENTO DAS PIROLISES E CARACTERISTICAS DOS LICORES PIROLENHOSOS
INTEGRAIS

A cada pir6lise realizada foi medido o teor de umidade (%) das particulas de bambu,
para que padrdes metodoldgicos fossem padronizados e, desta forma, garantir a qualidade e
reprodutibilidade do licor pirolenhoso resultante do processo, seguindo as recomendagdes de
Campos (2007).

Os licores coletados de D. asper apresentaram as caracteristicas descritas na tabela
3, demonstrando uma diferengca entre suas caracteristicas organolépticas, perceptiveis
conforme ao aumento da temperatura e, consequentemente, a queimas dos constituintes

lignocelulésicos. Cada etapa da pirGlise estd associada a uma determinada faixa de
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temperatura, produzindo um licor pirolenhoso de diferente composicao quimica e com maior
ou menor contetdo de alcatrdo. (BRITO, 1990; BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO,
1987; MENA, 2014)..

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

Temperatura da Presencade
. Cor Odor .
Pirélise (°C) Alcatréo
Arroxeada tendendo para
250 Churrasco Pouco
o vermelho
350 Avermelhada Churrasco Intermediaria

Vermelha tendendo para
550 Churrasco Intensa
0 marrom

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

RENDIMENTO (% em massa) PERDAS DE

LICOR
TEMPERA- UMIDADE DAS b 05 ENHOSO LICOR BAMBU PROCESSO
TURA (°C) PARTICULAS  pECUPERADO [P]

(%) 3 PIROLENHOSO PIROLISADO (% em
(mL) [RPL] [RBP] massa)
250 1,00 20,50 9,382 85,70 2 4,922
350 1,30 80,00 36,150 45,93° 17,92 P
550 1,27 126,00 4450 ¢ 33,12 ¢ 22,38 ¢

Médias com a mesma letra minudscula no sentido vertical ndo 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 pir6lises, para as trés temperaturas
sob estudo. E apresentado também um resumo da analise estatistica, sendo que as
respectivas ANOVAs séo detalhadas no Apéndice D.

Na pirdlise 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 degradacao
das hemiceluloses, portanto os volumes recuperados do licor sdo relativamente pequenos, e
com elevado rendimento do bambu pirolisado. Ao alterar a faixa de temperatura, percebe-se
gue a relacdo entre os rendimentos de RPL e de RPB inicia uma inversdo em seus valores,
nitidamente visivel 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 séo
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condizentes com estudos anteriores conduzidos com diferentes espécies de bambu e
Eucalipto (BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 1987).

Estes valores sdo coerentes com a relacdo do aumento da temperatura e as diferentes
estruturas quimicas 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 ha a degradacéo da hemicelulose, celulose e o
inicio de algumas das estruturas de lignina. Acima desta temperatura a degradagédo é
principalmente da lignina. Contudo, entre as diversas biomassas lignocelulésicas, cuja
composi¢cdo nominal ndo difere umas das outras, a composi¢cdo quimica do LPI e as
caracteristicas do carvao vegetal diferem entre si. Este fato é devido as diferencas de
compostos quimicos e quantidades destes em cada diferente biomassa lignocelulésicas,
mesmo sendo classificadas como hemicelulose, celulose e lignina, sem excluir outros
compostos presentes e caracteristicos de cada espécie (MARINHO et al., 2012; QUEIROZ;
FERREIRA; RAMBO, 2013; RAMBO et al., 2015).

Analisando visualmente os licores pirolenhosos obtidos nas trés diferentes
temperaturas ficou visivel a influéncia destas na formacé&o do alcatrao, solavel e insoltvel. O
LP1250 apresentou maior fracdo aquosa e menor precipitacdo do alcatrdo, e com o aumento
na temperatura da pirélise verificou-se também o aumento no conteddo de alcatrdo presente
no LP. Este comportamento era esperado, visto que a formacdo do alcatrdo ocorre
principalmente pela quebra das estruturas quimicas complexas presentes na lignina (LEPAGE
et al., 1986).

100
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Figura 13. Relagdo entre a conversado (%) com as diferentes temperaturas (°C) de pirélise lenta da biomassa do
bambu D. asper.
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A figura 13, que apresenta a analise de regressdo entre os rendimentos e as
temperaturas, comprova que quanto maior a temperatura menor o RBP e maior o RLP;
resultados condizentes com as informacdes da literatura. Adicionalmente, é importante
destacar que os licores pirolenhosos integrais apresentam diferenciagdes organolépticas
conforme a temperatura empregada para obté-los; decorrentes do aumento no contetdo de
alcatrédo presente no licor condensado.

Finalizando a andlise do processo de pirélise, a tabela 5 mostra o poder calorifico e

o teor de cinzas do bambu pirolisado.

Tabela 5. Poder calorifico e teor de cinzas do bambu D. asper pirolisado a temperaturas de
250°C. 350°C e 550°C.

TEMPERATURA (°C) TEOR DE CINZAS (%) PODER CALORIFICO (KJ/Kg)
250 1,682 25.009 2
350 2,860 28.107 @
550 5,32 ¢ 26.873 2

Médias com a mesma letra minudscula no sentido vertical nédo diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05
ANOVA Teor de cinzas (2, 13); F=82,37,p<0.01
ANOVA Poder calorifico (2, 13); F = 1,15, p> 0.05 (n&o significativo)

Os resultados da tabela 5 sdo coerentes com as informagdes divulgadas por outros
pesquisadores. BRITO e cols. (1987), trabalhando com o carvao de cinco espécies de bambu,
pirolisados a 550°C; relatam poder calorifico 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 carvdo da espécie
Dendrocalamus asper, pirolisado a 450°C, é registrado um poder calorifico de 27.820 KJ/Kg
e com 1,9% de cinzas (SANTOS et al., 2016).

Verifica-se na tabela 5 que o poder calorifico ndo varia em fungdo do aumento na
temperatura de carbonizacao; fato que era esperado, visto que a pirélise € um processo que
concentra o contetdo de carbono no carvao.

Na medida em que aumenta a temperatura da pirélise tem-se maior degradacgéo dos
componentes organicos da madeira, reduzindo a massa do carvdo a ser obtida ao final do
processo. Como a quantidade absoluta dos componentes ndo organicos nao se altera, é
esperado um aumento proporcional no teor de cinzas como resultado do aumento na
temperatura.

Assim, é possivel afirmar que as pir6lises foram adequadamente conduzidas, e que
0 carvao obtido apresenta caracteristicas energéticas similares as de outros carvfes obtidos

a partir de diferentes espécies de bambu.
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5.3. CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA E FRACIONAMENTO LiQUIDO-LIQUIDO
DOS LICORES PIROLENHOSOS BRUTOS

Os LPlIs, nas trés diferentes temperaturas, apresentaram como caracteristica comum
alto teor de 4gua, contudo, conforme a elevacao da temperatura da pirélise, o teor de alcatrdo
igualmente aumentava.

Com o conhecimento prévio da complexidade de compostos encontrados nos licores
pirolenhosos integrais oriundos de biomassas lignoceluldsica, obtidos pela revisédo
bibliogréafica, optou-se um fracionamento liquido-liquido; o qual foi realizado com solventes
organicos de diferentes polaridades, como o metanol (polar) e o hexano (apolar), com o
propésito de separar os compostos quimicos de acordo com a finidade destes pelos solventes.
Todos 0s compostos quimicos contem, majoritariamente, carbono (C), hidrogénio (H) e
oxigénio (O); contudo outros elementos séo encontrados em algumas estruturas organicas,
como nitrogénio, flior, cloro, bromo, iodo e sulfato (O, N, F. CI. Br, | e S). As ligag6es quimicas
entre esses elementos conferem caracteristica polar, apolar ou ainda de média polaridade,
baseado na eletronegatividade entre estes (NELSON; COX, 2002).

A eletronegatividade se refere a capacidade que um atomo tem de atrair para si o par
eletrbnico que ele compartilha com outro atomo em uma ligacdo covalente. Compostos
guimicos contento carbono e hidrogénio ndo apresentam eletronegatividade entre si, portanto
0S compostos ricos nesses elementos quimicos sdo considerados apolares. Contudo os
demais elementos quimicos citados sdo mais eletronegativos que o carbono e hidrogénio,
portanto sdo polares (NELSON; COX, 2002).

A polaridade influencia diretamente na solubilidade dos compostos organicos. E
correto associar que compostos polares sdo sollveis em agua e compostos apolares séo
solaveis em 06leo. Num processo de extracdo quimica a solubilidade define que compostos
serdo removidos de uma matriz, como os licores pirolenhosos integrais, devido a uma maior
afinidade pelo solvente organico do que pela matriz.

Considerando o principio de separagdo por afinidade com os solventes extratores, foi
realizada um fracionamento liquido-liquido, com metanol e hexano, dando origem as fracdes
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 separacoes
guimicas, assim como os testes de atividades biolégicas, eram removidos e deixados em
temperatura ambiente (+ 30°C) por 1 hora. Este procedimento foi adotado devido as
caracteristicas dos LPIs e igualmente de suas fracbes, visando evitar degradacdo dos

compostos quimicos, que até o momento eram desconhecidos.
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Figura 14. Separacao liquido-liquido realizada para cada LPI. A: Funil de separacdo contendo metanol e hexano.
B: Fracdes FMeOH250 e FHex250. C: FMeOH350 e FHex350. D: FMeOH550 e FHex550.

A figura 14 apresenta as fra¢cbes metandlica e hexanica de cada LPI ainda em seus
respectivos solventes extratores. Para evitar degradacdo dos compostos quimicos estes
solventes foram rotaevaporados a vacuo, em temperatura de 60°C, para posterior
armazenamento em geladeira (4°C).

A cromatografia de camada delgada é uma metodologia de separagéo
cromatografica no qual uma amostra € aplicada em uma placa contendo silica (fase
estacionaria). A placa com as amostras € introduzida em um recipiente de vidro contendo o
solvente, ou mistura de solventes em diferentes polaridades (fase moével), e pela eluicdo do
solvente através da placa ocorre a separagcdo dos compostos quimicos, através do processo
de adsor¢cdo. A placa é removida da cuba apds os solventes eluirem até um limite pré-
determinado, de aproximadamente 0,5 cm do final da placa. Os compostos quimicos mais
apolares eluem mais facilmente, pois ndo apresentam afinidade com a fase estacionaria, ao
contrario dos compostos polares. Os compostos com polaridade intermediaria ficam
adsorvidos no centro da placa. Este € um método rapido, confiavel e reprodutivel para
monitoramento da separacdo quimica («Cromatografia de Camada Delgada - CCD», 2013;
FERREIRA; SARAIVA; PEDROSO, 2018; LINI et al., 2014).

A Figura 15 ilustra a separacdo por CCD dos LPIs e suas respectivas fracdes.
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Figura 15. Cromatografia de camada delgada, eluida em metanol/diclorometano/hexano (%2:8:%2). Seta azul
escura: compostos quimicos visiveis a 254 nm. Seta aberta roxa: compostos quimicos visiveis a 365 nm. A:
Aplicacao de (1) LPI250, (2) FMeOH250 e (3) FHex250. B: Aplicacdo de (1) LPI350, (2) FMeOH350 e (3) FHex350.
C: Aplicacédo de (1) LPI550, (2) FMeOH550 e (3) FHex550. As legendas Aa, Ba e Ca representam regido da
aplicacdo da amostra, muito polar. As legendas Ab, Bb e Cb representam regido de polaridade intermediaria. As
legendas Ac, Bc e Cc representam regido apolar.

O método de revelacdo empregado foi fisico, com luz ultravioleta nas faixas de 254
e 365 nm, indicados pelas setas na figura 15. Nesta figura é possivel verificar as diferencas e
semelhancas de compostos quimicos, ou grupos de compostos quimicos, presentes nos LPIs
e suas fracoes, nas trés diferentes temperaturas.

O LPI250 e a fracdo FMeOH250 apresentam compostos quimicos muito polares,
visiveis pela permanéncia da amostra no ponto de aplicacéo da placa de CCD (figura 15Aa).
Compostos de polaridade alta a intermediaria sdo observados no centro da placa (figura
15Ab), destacando que o fracionamento permitiu a separagéo e concentragdo de compostos,
conforme os circulos e retas visiveis nesta regido. Os compostos mais apolares encontram-
se no final da placa de CCD (figura 15Ac).

Para o LPI350, LPI550 e suas respectivas fragcdes, FMeOH350 e FMeOH550, ha a
presenca de compostos muito polares, cuja adsor¢cdo é forte para nao 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 separacao e concentracdo dos compostos quimicos, evidenciados na figura 15B e C.
A fracdo FHex350 apresenta um perfil no qual é possivel verificar compostos na regido de
polaridade intermediaria e apolar (figura 15Bb e Cc), ho entanto, a fracdo FHex550 concentra
somente compostos apolares (figura 15Cc). Pela analise visual as fragbes FMeOH350 e
FMeOH550 apresentam uma maior complexidade de compostos quimicos, com diferentes
polaridades (figura 15B e C).
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A observacado das caracteristicas organolépticas das fracdes, apds rotaevaporacao
a vacuo, é semelhante. Todas apresentam grande viscosidade, dificultando as pesagens das
doses para os testes de atividade antimicrobiana; cheiro caracteristico e coloracdo
avermelhada apos evaporagdo dos solventes empregados no fracionamento. Ao considerar
tais caracteristicas, similares entre os LPIs e suas fracdes, fica evidente dois fatores que
permitem diferenciar as amostras analisadas: perfil quimico, fornecido pela CCD e, perfil de
atividade bioldgica, fornecido pelo teste de difuséo de disco.

A complexidade quimica dos licores pirolenhosos integrais, encontrados na analise
de CCD, evidencia a presenca compostos quimicos polares, apolares e de polaridade
intermediaria. Ao realizar o fracionamento com solventes de polaridades opostas, ocorreu a
separacdo dos compostos quimicos presentes nos LPIs, de acordo com a atracdo pela
polaridade destes com os solventes organicos, conforme descrito na figura 15.

As andlises das CCDs e o perfil de atividade biolégica permitiram selecionar uma
Unica fracdo, de uma Unica temperatura, para aprofundamento dos estudos quimicos e

biolégicos.

5.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS LICORES PIROLENHOSOS E DAS RESPECTIVAS
FRACOES METANOLICAS E HEXANICAS

Os valores médios da inibicao de halos mensurados nos ensaios de difusdo em disco,
para os licores pirolenhosos integrais (LPIs) e suas respectivas fracdes metandlica (FMeOH)

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

Tabela 6. Médias dos didmetros do halo de inibicdo, em mm, obtidos no ensaio de difusdo em
disco com E. coli, para os licores pirolenhosos integrais (LPIs) e suas respectivas fracdes
metandlica (FMeOH) e hexanica (FHex).

TEMPERATURA (°c)

PRODUTOS
250 350 550

LPI 6842 13,01 AP 13,67 AP

FMeOH 8,88 A2 14,68 AP 14,66 AP

FHex 4,73 A2 12,01 AP 0,33B2

Médias com a mesma letra maitscula no sentido vertical nao diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05
Médias com a mesma letra minuscula no sentido horizontal nédo 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 didmetros do halo de inibigdo, em mm, obtidos no ensaio de difusdo em
disco com S. aureus, para os licores pirolenhosos integrais (LPIs) e suas respectivas fragcbes
metandlica (FMeOH) e hexanica (FHex).

TEMPERATURA (°c)

PRODUTOS
250 350 550

LPI 03448 6,94 4,12 Aab

FMeOH 8,16B2 11,3782 14,83 BP

FHex 9,90B2 9,21 ABa 4,41 AP

Meédias com a mesma letra maitscula no sentido vertical ndo diferem entre si, Teste Tukey, p < 0.05
Meédias com a mesma letra minascula no sentido horizontal ndo 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 relacdo entre a atividade antimicrobiana (halo de inibicdo) e a temperatura da
pirdlise, em relacdo as bactérias E. coli e S. aureus, é apresentada nas figuras 16, 17 e 18;
respectivamente para o licor pirolenhoso integral (LPI) e suas fragbes metandlicas (FMeOH)

e hexanicas (FHex).
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Figura 16. Relacdo da atividade antimicrobiana (halo de inibicdo) dos licores pirolenhosos integrais (LPI) em
relacdo as bactérias E. coli e S. aureus e em fungdo da temperatura da pirdlise.
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Figura 17. Relacao da atividade antimicrobiana (halo de inibicdo) da fragdo metandlica dos licores pirolenhosos
(FMeOH) em relacéo as bactérias E. coli e S. aureus e em funcdo da temperatura da pirdlise.
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Figura 18. Relacdo da atividade antimicrobiana (halo de inibicdo) da fracdo hexanica dos licores pirolenhosos
(FHex) em relagdo as bactérias E. coli e S. aureus e em funcéo da temperatura da pirdlise.

Analisando os resultados da tabela 6 observa-se que os licores pirolenhosos e suas
fracdes apresentam comportamento similar, em relacao a bactéria E. coli, quando obtidos nas
temperaturas de 250°C e 350°C; mas que a fracdo hexanica perde sua eficiéncia
antimicrobiana quando proveniente da pirélise a 550°C. Resultado similar (perda da eficiéncia
antimicrobiana) também é observado em relacdo a bactéria S. aureus (tabela 7).

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

produtos avaliados, com excecao da fragdo metandlica em relagdo a S. aureus, tem-se uma
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tendéncia de reducdo na atividade microbiana quando a temperatura da pirélise passa de
350°C para 550°C.

Na pirélise a 550°C ocorre uma degradacao maior da lignina presente no material
lignocelulésico, ocorrendo também a liberacdo de alcatrdo; o qual sera recuperado junto com
o licor pirolenhoso, podendo ser comprovado pelas alteracbes nhas caracteristicas
organolépticas do licor. O alcatrdo em si possui compostos organicos mais complexos, muitos
dos quais possuem atividade antifangica (LEPAGE et al., 1986), mas cujos efeitos em relagéo
a outros microrganismos e ao ser humano ainda nédo sdo conhecidos.

Adicionalmente deve-se considerar que compostos presentes no licor pirolenhoso
obtido a 350°C também podem sofrer alteracBes em suas moléculas quando expostos a
temperatura de 550°C, alterando a composicdo quimica do licor recuperado e,
conseguentemente, a sua eficiéncia antimicrobiana.

Da andlise dos resultados obtidos neste ensaio conclui-se que a fracdo metandlica
do licor pirolenhoso recuperado na pirdlise a 350°C (FMeOH350) apresentou,
comparativamente, maior atividade antimicrobiana e um comportamento mais consistente em
relacdo as duas bactérias utilizadas no ensaio.

Considerando também o rendimento obtido na pirdlise, o perfil de separacao quimica
observado na CCD, e o menor contetido de alcatréo no recuperado decidiu-se utilizar apenas

a FMeOH350 para os demais ensaios.

5.5. ANALISE DE CG/EM, MEV E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA FRAGAO METANOLICA
DO LICOR PIROLENHOSO OBTIDO A 350°C

A partir dos dados obtidos dos trés LPIs e suas respectivas fracbes, a fragdo
metandlica obtida a 350°C foi selecionada para estudos mais aprofundados com relacéo a
sua composicao quimica e perfil de atividade antimicrobiana, para as bactérias E. coli e S.

aureus, empregando método de analise de imagem por MEV.
5.5.1. Andlise por CG/EM

Os resultados obtidos pelo CG/EM foram expressos de acordo com o0s seguintes
parametros: tempo de retencéo (tr) de cada composto quimico do cromatograma (expresso
em minutos), porcentagem normatizada da area (A%), que indica a distribuicéo relativa dos
compostos da amostra, e a analise qualitativa (QA, cujo escore variou de 0 a 100). Os
compostos identificados por estes parametros 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 identificacdo de
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compostos uma pontuacdo igual ou superior a 70. Estas analises foram realizadas pela
Central Analitica (Instituto de Quimica/lUNICAMP), o relatério final encontra-se no Apéndice

A, e o0s espectros de massas no Apendéndice B.

O fracionamento liquido-liquido foi realizado com os solventes organicos metanol e
hexano. O metanol é um solvente polar que extrai compostos por afinidade a sua
caracteristica hidrofilica e, desta maneira, originou uma fracdo com compostos de alta e média
polaridade, a FMeOH2. O hexano, devido as suas caracteristicas apolares, extrai compostos
com semelhante polaridade. Utilizando desse fracionamento, os compostos mais toxicos,
como o alcatrdo insolavel e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), sdo excluidos

da fracdo metandlica.
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Figura 19. Cromatograma dos compostos quimicos identificados através da andlise por CG/EM da FMeOH2 do
bambu D. asper.

O cromatograma (figura 19) mostra todos os 92 compostos quimicos identificados
por meio da absorbancia da fragdo metandlica; incluindo compostos fendlicos, cetonas,
aldeidos e lactonas, entre outros. Alguns estudos avaliam a composicado quimica por CG/EM,
variando o método de extracdo (pirlise ou extracdo quimica) e o tipo de biomassa,
proporcionando uma andlise comparativa dos compostos quimicos, identificados qualitativa
ou quantitativamente; mesmo sendo resultados obtidos em condigbes diferentes das
realizadas neste trabalho. A tabela 8 apresenta compostos quimicos presentes em diferentes
espécies de bambu, incluindo o D. asper, e 0s compostos cuja andlise qualitativa indicam

possivel presenca na fracdo FMeOH350.
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Tabela 8. Compostos quimicos presentes em diferentes espécies de bambu, incluindo o D.
asper, e 0s compostos cuja analise qualitativa indicam possivel presenca na fracdo
FMeOH350.

COMPOSTOS guilvucos COMPOSTOS guilvucos FMeOH?2

2-metoxifenol!

3- ou 4-etilfenol?
4-metoxifenol*
2-metoxi-4-propilfenol®
4’-hidroxiacetofenonat
Etanona-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil) !
3-metilcatecol®
4-metilcatecol®
3-etilcatechol®

Acido propanoico’
Acido butanoéico’
Creosol’

Vanilina’

Siringol’
4-metil-2-metoxifenol?42
1,2,3-metoxibenzeno?
2,3,5-trimetilfenol*
2,3-dimetilfenol*?48
2-metilfenolt246

3- ou 4-metilfenol®248
2,6-dimetilfenolt?46
2-etilfenol*?%®
2,4-dimetilfenolt?46
2,5-dimetilfenolt246
4-etil-2-metoxifenol® 248
4-propil-2-metoxifenol?+®
4-metil-2-metoxifenol®48
4-etil-2-metoxifenol?+®
Eugenol?4®

Seringol?*®
Acetovanilona®*®
4-propil-2-metoxifenol?+®
4-etil-2-metoxifenol?4®
Metanol?48
n-Propanol?+®
n-Butanol®48
Guiacol?348

Malto|?346

Fenoll,2,3,4,5,6

Acido acético®*’
1,2-benzodienolfenol®
1,2-benzenediol®
3-metil-1,2-benzenediol*
3-metoxil-1,2-bezenediol*
2,3-dimetilhidroquinona®
2-metoxi-4-metilfenol**
3,4-dimetilfenol?
2,6-dimetoxifenol!
4-alcil-2,6-dimetoxifenol*
2,6-dimetilhidroxifenol®

Acido acético
Catecol
Creosol

Dimetoxi Fenol

Dimetoxiofenol

Etil catecol
Etil Metoxi Fenol
Etilfenol
Fenol
Hidroquinona
Maltol
Metil Benzenodiol
Metoxifenol
Trans Isoeugenol
Vanilina

Fontes: LI et al., 2018a,’THEAPPARAT et al., 2015,>MULYONO et al., 2012, “THEAPPARAT;
PONGLIMANONT; CHANDUMPAI, 2018, °LI et al., 2 018b, °THEAPPARAT et al., 2014, 'HO 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 pir6lise em condi¢cdes diferentes das
utilizadas neste estudo, assim como a espécie de bambu. Apesar da diferenca de técnicas
aplicadas ainda ha compostos quimicos identificados por CG/EM, qualitativamente iguais,
entre os estudos citados na tabela 8 e os encontrados nas analises da FMeOH350.

Todos o0s estudos citados relacionam a composicdo quimica a uma atividade
biol6gica, em particular antimicrobiana ou antifiingica, com aplicacao na industria de alimentos
(SOUZA et al., 2018; THEAPPARAT; PONGLIMANONT; CHANDUMPAI, 2018). Compostos
fendlicos e seus derivados, como guaiacol, creosol, catecol, vanilina sdo descritos como
agentes antimicrobianos na literatura, através de diferentes mecanismos de acdo, 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 analise dos compostos quimicos observados em diferentes estudos pode-se
inferir que a atividade antimicrobiana da FMeOH350 possivelmente esta relacionada a um

sinergismo de compostos quimicos.
5.5.2. Atividade Antimicrobiana por Teste de Difusao de Disco

Inicialmente, utilizou-se uma concentracdo de 0,25 mg/ul (0,125mg) em um screening
comparativo das fragdes metanol e hexano do LPI a 350 °C, no teste de difusdo em disco,
para avaliar a possivel atividade antimicrobiana. Os resultados permitiram selecionar o
fracionamento mais adequado e determinar as concentracbes a serem posteriormente
avaliadas.

A avalicdo da atividade antimicrobiana deste trabalho foi padronizada através do
método de difusdo de disco (WEINSTEIN et al., 2018). Os resultados dispostos na tabela 9
demonstram claramente que os efeitos da fragcdo metandlica em diferentes concentracdes,

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

Tabela 9. Média dos didametros de halo de inibicdo, onde h& auséncia de crescimento
bacteriano, em milimetros (mm), apds tratamento com a fragdo metandlica e ampicilina.

Dose (mg)
Bactéria Fracdo Metandlica do Licor Pirolenhoso a 350°C Ampicilina
0,125 0,500 0,750 1,000 0,010
E. coli 11.66 A2 1342 A @ 14.28 A 16.73 A ke 19.91 A¢

S. aureus 10.77 A2 12.74 A @b 14.91 Abe 16.95 Ac 21.69 Ad
Médias com a mesma letra maildscula na diregéo vertical ndo diferem entre si, teste de Tukey, p <0,05.
Médias com mesma letra mindscula na diregdo horizontal ndo diferem entre si, teste de Tukey, p <0,05.
ANOVA (5, 10) = 58,98, p <0,01.
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Em relacdo a E. coli, a analise estatistica mostrou que FMeOH350 a 0,125, 0,500 e
0,750 mg possuem acao antimicrobiana semelhante, e que a mesma interpretagéo pode ser
aplicada nas concentracdes de 0,500, 0,750 e 1,000 mg. Apenas a dosagem mais alta da
fracdo FMeOH2, 1,000 mg, é estatisticamente equivalente a ampicilina.

Os resultados obtidos com S. aureus sdo muito semelhantes. O extrato metandlico,
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
inibicdo observada foram equivalentes. Para esta bactéria a ampicilina ndo demonstrou
semelhanca estatistica com nenhuma das doses da FMeOH350.

A equivaléncia estatistica entre dosagem de fracdo metandlica de 1,000 mg e
dosagem de ampicilina de 0,010 mg em relacéo a E. coli ndo foi observada em S. aureus.

Os valores da tabela 9 também evidenciam uma relacdo direta entre a concentragao
do extrato metandlico e o diametro do halo de inibicdo, que € analisado na figura 20. A andlise
de regressao linear mostrou que, para ambas as bactérias, o diametro do halo de inibicdo
aumentou principalmente como resposta ao aumento da concentracdo, e a equacao linear
gue expressa essa relacédo tem um coeficiente de determinacao (R2) maior que 0,8 (p <0,01).
Esse resultado pode ser interpretado como evidéncia da a¢do dose-dependente da acdo

antimicrobiana do extrato metandlico.
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Figura 20. Andlise da regressao linear relacionando as concentragbes da fracdo metandlica (mg/uL) com as
médias de inibig&o de halo (mm).
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A atividade antimicrobiana observada pode estar relacionada com a presenca de
compostos fendlicos, e seus derivados, ha FMeOH350. Os fendis e derivados apresentam a
estrutura quimica basica de um anel aromatico ligado covalentemente a grupos metila (OH),
conferindo a caracteristica polar dos compostos. Os estudos relacionam as atividades
antimicrobiana e antioxidantes principalmente a este grupo quimico, e por esta razdo podem
ser empregadas nas area de conservantes como na area alimenticia (CARTAXO, 2012;
FELISBERTO et al., 2017; LOO; JAIN; DARAH, 2008).

Em uma fracdo como esta analisada, que evidencia uma complexidade em sua
composi¢ao quimica conforme demonstrado no cromatograma da figura 19, é impossivel

atribuir essa atividade a um unico composto quimico.

5.5.3. Analise por MEV

Amostras para analise de imagem por MEV foram coletadas nas bordas do halo de
inibicdo das placas de Petri usadas no screnning com a FMeOH350 na concentracao de 0,25
mg/uL (0,125 mg), buscando verificaor as diferencas morfolégicas entre as bactérias controle
(ndo tratadas) e as bactérias submetidas ao tratamento com a fracdo metandlica, conforme
evidenciado nas figuras 21 e 22. Para fazer essas comparacdes, é necessario conhecer 0s

padrées morfolégicos normais das bactérias, nas quais elas manifestam sua patogenicidade.
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Figura 21. Microscopia eletrdnica de varredura: Staphylococcus aureus. 21A: bactérias sem tratamento; cocos
mostram forma esférica e tamanhos normais (setas). 21B: Bactérias submetidas a tratamento com a fracédo
metandlica, 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 substancia extracelular (seta furtiva).
(Barras = 0,5 ).

Figura 22. Microscopia eletronica 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 fracao
metandlica. 4B: Deformacgdes na bactéria, cuja morfologia normal da haste é modificada, mostrando curvas (seta).
22C: Presenca de seg0es longitudinais na bactéria bem como rugosidade na extenséo total da parede celular (seta
aberta). 22D: Flexao no prolongamento final da bactéria (seta em elipse). (Barras = 1,0 ).

Na figura 21, é possivel analisar imagens de MEV de S. aureus. O controle bacteriano
mostra células que ndo foram submetidas a tratamento, e que aparecem na forma de um
cocos com morfologia regular, didmetro padréo e agrupamento regular (figura 21A). Ap6s o
tratamento com a fragdo metandlica, as células apresentam tamanho irregular e as paredes
celulares apresentam alteracbes como rugosidade, principalmente sem a forma esférica;
alguns com uma secao visivel no eixo axial. A presenca de uma substancia extracelular pode

ser notada (figura 22B). Essas diferencas ndo foram observadas nas bactérias controle. As
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diferencas entre o controle e as células bacterianas tratadas podem ser indicativas de inibicédo
do crescimento celular, configurando assim um perfil de atividade antimicrobiana.

Na figura 22, é possivel analisar imagens de MEV de E. coli. No controle bacteriano,
nas células ndo submetidas a nenhum tratamento a morfologia e forma de bastonete séo
regulares, com didmetro padrdo e agrupamento regular (figura 22A). Apds o tratamento com
a FMeOH350, as bactérias ndo apresentaram a conformacao morfolégica padréo. As células
bacterianas, apos tratamento, exibiram uma variedade de variagdes morfoldgicas relativas ao
tamanho, assim como deformidades na parede celular (figura 22B-22D), confirmando o
possivel perfil de atividade antimicrobiana.

As imagens das figuras 21 e 22, analisadas por MEV evidenciam as alteragfes
encontradas em E. coli e S. aureus, nao tratadas e com tratamento. Portanto, conhecer as
caracteristicas morfolégicas normais de cada bactéria, que as configuram como patogénicas,
permitiu comparar e descrever as diferencas descobertas nesta analise.

A S. aureus € uma bactéria Gram e catalase positiva cujo tamanho varia de 0,5a 1,5
um de diametro. E imovel, ndo encapsulado e apresenta-se com diversas formas: isolado, em
pares, em cadeias curtas e em arranjos irregulares. No organismo humano saudavel, é
encontrado na pele e nas cavidades nasais e pode causar infeccbes como espinhas,
furdnculos, celulite, pneumonia, meningite, endocardite, septicemia e sindrome do choque
séptico, entre outros (SANTOS et al., 2007).

E. coli € uma bactéria Gram-negativa do tipo bastonete, ndo esporulada, com um
metabolismo anaerdbico facultativo, cuja mobilidade é permitida pela presenca de flagelos.
Suas dimensdes sdo de 1,1 a 1,5 um por 2,0 a 6,0 um é uma bactéria presente na flora
intestinal de humanos e animais e ndo apresenta riscos para individuos saudaveis. No
entanto, quando patogénico, como resultado da ingestdo ou desequilibrio do sistema
imunoldgico, pode causar doencas dos sistemas gastrointestinal e urinario (CORREA, 2012).

Estudos com agentes antimicrobianos, de origem natural ou sintética (HARTMANN
etal., 2010; TAYEL et al., 2018; YALEW et al., 2014) ndo apresentam altera¢des similares as
observadas com o tratamento da fracdo metandlica do LP a 350 ° C, como mostradas nas
figuras 21 e 22. Observou-se inibicdo do crescimento celular em ambas as bactérias
submetidas ao tratamento. Embora néo tenha sido possivel determinar se esta atividade era
bactericida ou bacteriostética, a relacdo dose/resposta apresentada na figura 20 demostrou

uma relacéo linear entre a dose e o efeito antimicrobiano, para ambas as bactérias testadas.
5.5.4. Andlise do Perfil de Atividade Antimicrobiana

O potencial da atividade antimicrobiana oriunda de novas fontes de origem vegetal é

importante por causa das infecgBes hospitalares relacionadas a essas duas bactérias,
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especialmente em unidades de terapia intensiva. A etiologia da sepse em criancas e
adolescentes esta relacionada a patogenicidade bacteriana e pode causar a morte (DA
COSTA SAO PEDRO; MORCILLO; BARACAT, 2015).

Nas diretrizes MD100 ED28: 2018 do Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI), as quais sdo aceitas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), h&
categorias de definicdes para interpretar o ponto de interrup¢éo dos valores do didametro do
halo de inibicdo (mm) para categorizar um organismo como sensivel (inibicado de halo = 20
mm), intermediério (inibicdo de halo entre 15-19 mm) ou resistente (inibicdo de halo < 14 mm)
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA), 2003; WEINSTEIN et al.,
2018).

Se um composto antimicrobiano é classificado como sensivel, a infec¢cado causada
pela bactéria pode ser adequadamente tratada com o agente antimicrobiano na dose usada
na terapia clinica; a categoria intermediaria corresponde a infec¢des causadas pela bactéria
gque podem ser tratadas adequadamente em locais do corpo que fisiologicamente permitem o
acumulo do antimicrobiano utilizado no tratamento, ou para o qual uma dose maior pode ser
utilizada na terapia clinica; a categoria resistente corresponde a infeccées em que a acéo do
agente antimicrobiano, na sua dose e frequéncia habitual, ndo inibe a manifestacdo da
infecgdo bacteriana, permitindo associar-se clinicamente com mecanismos de resisténcia
microbiana (WEINSTEIN et al., 2018).

A analise 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 intermediaria. Para S. aureus, a dosagem de 1,000 mg é

intermediaria e a ampicilina é considerada sensivel.

Tabela 10. Definicbes de categorias para interpretar o ponto de breakpoint do didametro halo
de inibicdo (mm) da FMeOH2 e da ampicilina nas bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

MEDIAS DOS VALORES DE INIBICAO DE HALO (mm)

DOSE L. .
TRATAMENTO (213) Escherichia coli Staphylococcus aureus
S e R S e R™
0,125 - - 11,66 - - 10,77
FMeOH2
(Fracio Metandlica 0,500 - - 13,42 - - 12,74
do Licor Pirolenhoso 0,750 - - 14,28 - - 14,91
obtido a 350°C)
1,000 - 16,73 - - 16,95
Ampicilina 0,010 - 19,91 - 21,69

*Sensivel **Intermediario  ***Resistente
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Uma vez que a categoria de quebra de halos de inibicdo é baseada em conjuntos de
dados farmacolégicos e clinicos obtidos a partir de avaliagdes in vitro e in vivo, eles séo
considerados preditores robustos de provaveis desfechos clinicos (WEINSTEIN et al., 2018).

A correlagdo da composicao quimica com anélises de MEV e os dados do teste de
halo de inibicdo confirmam que a fragcdo metandlica do licor pirolenhoso recuperado da pirolise
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. A primeira vista, isso pode
parecer um resultado desfavoravel, mas € necessario considerar que o FMeOH350 é um
extrato e a ampicilina é um antibiético bem conhecido e sintetizado.

A possibilidade de integrar a acdo antimicrobiana da FMeOH350 a um sistema
conservante, de acordo com as normas e definicbes da ANVISA, nas indastrias quimica,
alimenticia e cosmética, mesmo em dosagens mais altas quando comparadas a ampicilina,
“viavel, agregando valor a um subproduto da pirélise do bambu.

Contudo, estudos para minimizar caracteristicas do perfil organoléptico da
FMeOH350, principalmente odor e viscosidade, sdo necessarios; visando diminuir o impacto
deste num sistema conservante que possa ser empregado num cosmético, por exemplo. As
prospectivas tecnolégicas deste produto devem ser consideradas para ampliar o emprego

desta fragdo no mercado consumidor.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

6.1. PROSPECTIVAS TECNOLOGICAS PARA O EMPREGO DA FRAGCAO METANOLICA DO
LICOR PIROLENHOSO OBTIDO A 350°C

Os resultados deste estudo com o subproduto da pirdlise, o licor pirolenhoso,
corroboram seu emprego em diversas areas nas industrias farmacéuticas, quimicas,
alimenticias, veterinaria e cosmeéticas, assim como na agricultura (LI et al., 2018a;
MARUMOTO et al.,, 2012; NOPRIARDY; MULYADI; SETIAJI, 2019; SOUZA et al., 2018;
SOUZA; RE-POPPI; RAPOSO, 2012).

A medicina utiliza para tratamento farmacolégico, de humanos e animais, assim
como cosmeéticos, compostos ativos ou principios ativos isolados, prioritariamente oriundos
da investigacdo do reino vegetal. Os metabdlitos secundarios encontrados em vegetais foram,
na antiguidade, base da medicina ocidental e oriental, desde da arqueobotanica e
etnoboténica até as atuais etnofarmacologia e farmacologia. Os atuais principios de
sustentabilidade e preservacdo do meio ambiente regulam e permitem que estes compostos
ou principios ativos sejam identificados, isolados e mapeados, quanto sua atividade
farmacologica, para posterior sintese ou semi-sintese em laboratorio, contudo poucos se
tornam medicamentos fitoterapicos (DUNCAN, 2011; JANKOWSKY et al., 2017; KESKIN,
2018; LEONTIA; STICHERA; HEINRICHB, 2003; MILLER, 2011; SEN; CHAKRABORTY,
2017).

Os metabdlitos primarios em vegetais, cuja fungéo fisiolégica é essencial para vida
destes, ndo sao explorados pelos métodos tradicionais de extracdo, isolamento e
identificacdo. Isto porque para que tais estudos sejam realizados 0s vegetais deveriam ser
totalmente retirados de seu habitat, causando um desiquilibrio no meio ambiente ao qual
pertence. No caso dos subprodutos da pirélise de biomassa lignocelulésica, assim como
residuos de descarte da industria madeireira, sdo um fonte pouco explorada e de alto potencial
para a pesquisa de compostos com atividade biolégica (ALMEIDA, 2012; GALVAO;
JANKOWSKY, 1985; ITO; HINO, 2007; JANKOWSKY et al., 2017; MATHEW; ZAKARIA,
2014).

Estes subprodutos da pirélise, devido aa complexidade quimica da matéria-prima
lignocelulésica (celulose, hemicelulose e lignina), podem ser submetidos a temperaturas
elevadas, acima de 150°C, e sua degradac¢édo nao inativa a atividade biol6gica devido aos
compostos secundarios gerados desse processo. Tratando-se do bambu, as diferentes
temperaturas da pirélise geram licores pirolenhosos cuja composicdo quimica apresenta

similaridade, porém nao sédo idénticas. O foco das atividades antifingica, antimicrobiana e
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antioxidante estéo relacionadas principalmente aos compostos fendlicos e seus derivados
(BRAGE; SJIOSTROM, 1991; LOO; JAIN; DARAH, 2008; SOUZA et al., 2018; THEAPPARAT,;
PONGLIMANONT; CHANDUMPAI, 2018; ZHAO et al., 2017).

O interesse da utilizacdo de bambu como biomassa para geracdo de energia ou
carvao vegetal € pouco explorada no Brasil, dado que os produtos madeireiros sdo 0s
primeiros a serem utilizados neste quesito. No Brasil a Politica Nacional de Incentivo ao
Manejo e Cultivo de Bambu (PNIMCB), também conhecida como “Lei do Bambu”, preconizado
em seu artigo 5° paragrafo | “incentivar a pesquisa e o desenvolvimento tecnolégico, voltados
para o manejo sustentado, o cultivo, 0s servicos ambientais e as aplicagdes dos produtos e
subprodutos do bambu” (BRASIL, 2011). Devido a este incentivo diversas acdes estdo sendo
mobilizadas para o uso das diversas espécies de bambu, em inUmeras aplicacdes, entre elas
na area de construcdo civil, painéis de madeira, ambiental e fonte de energia calorifica
(BRITO, 2013; BRITO; TOMAZELLO FILHO; SALGADO, 1987; COSTA, 2014; DE BRITO,
2013; PEREIRA; BERALDO, 2016; SOUZA, 2004).

Elaborada no incentivo a pesquisa e desenvolvimento tecnolégico, com potencial
valor agregado ao subproduto da pirélise, o licor pirolenhoso de bambu D. asper obtido a
350°C foi submetido a estudos de obtencdo, armazenamento, fracionamento quimico e perfil
de atividade antimicrobiana. O processo de destilagdo, preconizado para a separacdo de
compostos téxicos como o alcatrdo, néo foi realizado com o intuito de evitar novo aquecimento
da FMeOH350 e, evitar possiveis alteracdes quimicas dos compostos. Para isso foi realizado
um fracionamento com solventes organicos absolutos do LPI350, com polaridades opostas,
visando separar os compostos téxicos da fracdo com melhor perfil de atividade antimicrobiana
e, desta forma, iniciar uma padronizacdo fundamentada em reprodutibilidade e seguranca.

Nos paises orientais que utilizam largamente o bambu, como Japé&o, Indonésia entre
outros, a producéo de licor pirolenhoso desta biomassa € comercializada com padrdes de
gualidade, sendo inclusive empregadas para estudos de composi¢ao quimica e indicacéo de
usos (LI et al., 2018b; MOKUSAKU, 2018).

No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), na Instrucéo
Normativa n° 46, de 22 de novembro de 2016, secao |l de Registro de Produtos e Outras
Exigéncias, descreve as exigéncias para o registro de produtos para agropecuaria, entre eles
o licor pirolenhoso (Anexo Il de 2017), onde a composi¢éo quimica € incluida (MAPA, 2016,
2017). Contudo para aplicagcdo em produtos farmacéuticos, cosmeéticos, alimenticios ou
veterinarios, ndo h& padronizacao do processo como um todo. Isto quer dizer o material de
origem do licor pirolenhoso, temperatura de obtencdo, armazenamento, eliminacdo de
compostos conhecidamente téxicos (como os hidrocarbonetos policiclicos de cadeia

aromatica, ou HPAS, e seus derivados nitrogenados, os NHPAS) e formas de veiculacao no
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produto final. Estes parametros de seguranca e qualidade visam minimizar a toxicidade,
contaminacgado cruzada e maximizar as aplicagdes.

Um estudo de meta-analise evidencia o potencial de aplicagdo do licor pirolenhoso
(SOUZA et al., 2018), conforme Figura 23.

Patent Country Title Year Antibacterial composition Claimed
U54308293% United States Antimicrobial treatment and preservation of 1981 Pyrolig: arid and pyrolig: acid Preservative agents for the treatment of
animal feedstuffs complexes. animal feedstuffs.
US4377187% United States Liquid smoke impregnated fibrous food 1983 Liquid smoke. A fibrous reinforced cellulosic food casing
casing with the impregnated liquid smoke
providing antimycotic quality.
1155043174 United States Meat processing with Listeria monocytogene 1991 Liquid smoke derivative product Compositions for antimicrobial
re-inoculation control stage containing a minimum of carbonyl and of food products.
phenol
JE2000160476 (A)* Japan Production of carbon fiber and carbon fiber 2000 Extract of mugwort {Artemisia princeps) Carbon fiber that has antimicrobial
produced thereby and one of pyroligneous acid from wood achvity.
or bamboo.
ER20030005075 (A) * Korean Cosmetic composition containing 2003 The cosmetic compesition contains 0.5 to A cosmetic composition containing a
pyrolignecus acid solution 5.0% by weight of a pyroligneous acid pyroligneous acid solution with
solution, based on the total weight of the imicrobial activity and
composition. activity for protacting the skin.
KR20030014052 (A)* Korean Natural biodeodorizing agent composition 2003 The Bacillus strain has a final A biod izing agent pesition with
concentration of 0.5x10 not 7 to 1x10 not an excellent antimicrobial activity against
7, based on 3to 5% | 7 i P ive or pathogenic bacteria and a
long-lasting deodorizing effect.
UIS20050175746 A1+ United States Low flavor anti-microbials derived from 2005 Derivatives of liquid smoke. Compositions for antimicrobial
smoke flavors of food products.
KR20060109757 (A)™ Korean Silver-ionized wood vinegar having enhanced 2006 The silver-ionized wood vinegar is Compositions for antimicrobial activity.
anfimicrobial activity and use thereof for prepared by ionizing silver in wood
improving or preventing disease caused by vinegar with electrolysis.
pathogenic bacteria
KR1020070042868° Korean Pharmaceutical composition for ameliorating 2007 Refined wood vinegar 24wt % of acetic Fharmaceutical composition for
symptoms of atopic dermatitis without skin acid, 0u05-0.15wt % of formic acid, ameliorating symptoms of atopic
irritation Comprising refined ic wood 0.50-0.15 wt % of propionic acid. d itis and improving antimicrobial
vinegar having no harmful materials aCHvity.
US20070212310 A1% United States Antimicrobial smoke flavor for oral 2007 Compositions that include low flavor Compositions and for inhibiting
microflora control antimicrebial liquid smoke derivatives. the growth of oral microbes in a subject.
US20080011096+ United States Preservatives for food 2009 Combination of N long chain alkyl of di Compositions for antimicrobial treatment

basic amino acid alkyl ester acid salt

of food products.

biocides with liquid smoke compositions.

Figura 23. Dados de patentes, composi¢des antibacterianas e alegacdes relacionadas a atividade antimicrobiana
de extratos pirolenhosos (SOUZA et al., 2018).

O Brasil tem pouca, ou quase nenhuma, experiéncia na utilizagdo do licor
pirolenhoso, particularmente em relagéo as areas biologicas, farmacéuticas e alimenticias.
Considerando o incentivo a pesquisa e desenvolvimento tecnolégico estimulado pela
PNIMCB, as possiveis areas de aplicacao, os dados produzidos por outros estudos e os dados
da fracdo metandlica do licor pirolenhoso obtido a 350°C, a necessidade de identificagdo
guimica de seus compostos e a necessidade de padronizagédo da cadeia produtiva do licor
permitem indicar caminhos para a continuidade e o0 avanco nas pesquisas; com destaque para
a aplicacéo de métodos em nanoescala na avaliacdo da referida fracdo para, posteriormente,
desenvolver a aplicabilidade desta fracdo em diferentes produtos através das técnicas de
nanotecnologia.

A microscopia de forgca atbmica (AFM) inicialmente foi utilizada para medir
propriedades como altura e deflexdo de material sélido através da interacdo atémica entre o
“probe” com a superficie da amostra, registrando a topografia do material. Com o avanco
tecnoldgico foi introduzida a técnica de AFM com leitura de infravermelho (AFM-IR), no qual

€ possivel a deteccdo de expansdo térmica ocasionada pela absorcdo de ondas
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infravermelho. Através desta técnica em nanoescala é possivel analisar a topografia da
amostra, criando imagens tridimensionais e também avaliar as caracteristicas quimicas
pontuais pelo contato do “probe” (CAMPOS, 2017b; DAZZIl et al., 2012; KOCHAN et al., 2018).

Considerando a fragdo metandlica do licor pirolenhoso (a 350°C), cujas
caracteristicas fisicas podem ser uma restricdo ao uso em sistemas conservantes devido sua
viscosidade e cheiros caracteristicos, € possivel investir em estratégias de nanotecnologia
para minimizar as caracteristicas indesejaveis e otimizar os efeitos preteridos. Este é um
campo recente nos estudos em escala nano, porém é possivel realizar experimentos e
analises no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (Lhnano) e no Laboratério Nacional de
Luz Sincronton (LNLS), com nanoespectrometria de infravermelho, ambos localizados no
Centro Nacional em Pesquisa de Energia e Materiais (CNPEM-CAMPINAS).

Com estas técnicas é possivel aliar as analises das bactérias in situ por MEV para
avaliar a morfologia, topografia e quimica dos tratamentos utilizados, ampliando a gama de
possiveis empregos do licor pirolenhoso do D. asper.

As perspectivas incluem o conhecimento da composicdo quimica do licor
pirolenhoso, com minimo emprego de processamentos quimicos; pois o propdsito ndo seria
isolar um composto com atividade bioldgica, mas sim excluir os compostos potencialmente
toxicos. Este material entdo pode ser analisado sobre os aspectos nanotecnolégicos,
validando a seguranga em seu emprego nas diversas areas de conhecimento, como
farmacéutica, veterinaria, alimentos, sistemas conservantes, dentre outros.

Desta maneira as possibilidades de agregar valor econdmico ao subproduto da
pirlise, ao manejo sustentavel do bambu e ao desenvolvimento e aplicacdo tecnolégicos
ainda pouco exploradas permitiriam a aplicabilidade dos estudos realizados, com seguranca

e baixa toxicidade.
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7. CONCLUSOES

A realizacdo do estudo com o licor pirolenhoso oriundo da espécie de bambu

Dendrocalamus asper (Schulther) Backer demonstrou que:

VI.

VII.

Os rendimentos dos licores pirolenhosos obtidos nas temperaturas de 250°C,
350°C e 550°C sédo coerentes entre si, pois quanto maior a temperatura
empregada para degradar o bambu em carvao vegetal, maior a quantidade

de licor pirolenhoso oriundo do processo.

Os licores pirolenhosos integrais sdo compostos majoritariamente por agua,

e nesta estdo diluidos os compostos quimicos.

Através do fracionamento liquido-liquido de cada licor pirolenhoso integral,
nas diferentes temperaturas de pirélise (250°C, 350°C e 550°C), foi possivel
obter fracBes de diferentes polaridades (FMeOH e FHex), respectivamente.
O fracionamento permitiu a separacado dos compostos quimicos por afinidade
a polaridade do solvente extrator. Esta andlise foi confirmada por

cromatografia de camada delgada.

Através do teste de difuséo de disco foi confirmada o potencial antimicrobiano
dos licores pirolenhosos integrais e suas respectivas fracbes, para as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, através da analise de

inibicdo de halo.

Os dados de rendimento, perfil quimico encontrado na analise de CCD e a
atividade bioldgica permitiram selecionar a fracdo metanolica FMeOH350
para estudos de cromatografia gasosa acoplada a espectémetro de massas,
microscopia eletronica de varredura e andlise do perfil antimicrobiano, com

potencial aplicabilidade em sistemas conservantes.

A composicdo quimica da FMeOH350 é complexa, apresentando 92
compostos diferentes. Os fendis, os catecois e o acido acético sdo os

compostos mais relacionados na literatura com atividade antimicrobiana.

As analises de imagem obtidas por microscopia eletrbnica de varredura
evidenciam as alteragdes que a FMeOH350 promove na parede celular de
ambas Escherichia coli e Staphylococcus aureus, apesar da sua diferenca

guimica e estrutural (Gram negativa e Gram positiva, respectivamente).
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VIIL.

7

A curva dose-resposta da FMeOH350 ¢é dose-dependente, tendo
aplicabilidade em sistemas conservantes em diversas areas, tais como

farmacéutica, quimica, cosmética, veterinaria e alimenticia.
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APENDICES

APENDICE A. Relatorio da analise por CG/EM da fragdo metandlica do licor pirolenhoso obtido a
350°C, da Central Analitica (UNICAMP/SP).

@‘5' Central Analitica - Instituto de Quimica - UNICAMP  CA 052/18
e RESULTADO DE ANALISE CA 052/18

Empresa Instituto de Pesquisas Fstudos Florestais - IPEF

Endereco Via Comendador Pedro Marganti, 3.500 - Bairro Monte Alegre
CEF: 13415-000 - Piracicaba, 5P

AfC Luciana Jankowsky
E-mail hijankowsky@usp. br
Telefone (19) 9-9145-1290

1. OBETIVO

Amnalise qualitativa por comatografia a gas com espectrometria de massas e
obtencio do espectro de absercio na regifo do infravermelho de duas amostras.

2. AMOSTRAS

As amosiras foram recebidas em 24 de Janeiro de 2018 e foram armarzenadas na
geladeita A amostragem foi de responsabilidade do cliente e as identificagies das
amostras estio apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Legenda de identificacio das amestras.

Central Analitica Cliente
AM 0256,/18 Matriz-15g
AMO237/186 hetancl

3. METODOS DE ANALISE

3.1 Espectroscopia de absorcio na regido do infravermelho médio: Os espectros foram
obtidos em espectrémetro de absorcio nma regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) na regido de 4.000 a 430 cm, utilizando-se acessorio para refletinca
total atermada {ATR).

Equipamento: Cary 630 - FTIR Spectrometer - Agilent.

3.2 Cromatografia a gas com detector de massas: As amostras analisadas em
cromatografo a gas com detector de massas nas seguintes condiges:

Coluna : Stabilwas, (301 = 0,25 mm; 0,25 jm)

Gas de arraste  © He (99,9999): 10 mL/min

Injetor : 280 °C, Split 50:1

Forno © 62°C (fmin) — 115 °C (L0 *C/mim) — 215 °C (3 *C/min) (13 min).
Detector : Espectrometro de massas tipo quadmipolo linear

Fonte de Ionizagio: lonizacio por elétrons (70 eV)
Modo varmredura (0.3 seg/scan) Filamento: deskigado a 2,1 min

Pigina 1 ded
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Equipamento

4. RESULTADOS

Faixa de maszas: 33 — 330 daltons; Linha transferéncia: 280 °C

: Cromatografo a gas com espectrometro de massas tpo quadmpele
linear modslo 5975C, Agilent.

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho médic encontram-se anexos.

Para a idenfificacdo dos compostos detectados nos cromatogramas obtidos
utilizou-se a base de dados de espectros de massas NIST11 e o programa (AMDIS
Antomated Mass spectral Deconvelution and Identification System). As Tabelas 2 e 3
resumem os resultados obtidos. Os cromatogramas e espectros de massas enconfram-se

alEx0s.

Tabela 2, Compostos detectados na amostra Matriz.

# Pico T ir? Nome do Composto ? fp A Crnalidade 5
1 2327 hieto:d tetrahidrofuranc 0,14 7
2 2552 Mio determinado 1,00 -
3 7,190 Tetrahidrofuranc Cloreto de Carbonila 0,10 7B
4 777 Hidroed Propancna 0,33 72
5 0,028 Ciclopentenona 0,77 6
[3 9315 Metil Ciclopentenona 0,14 a0
7 0408 Hidrowd Butanona 0,72 86
E 9,650 Glicolato de Metila 0,25 95
0 10,054 Mo determinado 0,24 -
10 10,950 Acido Aretico 117 ol
11 11104 Acetil Oxi Propancna 0,93 AMDIS
12 11,739 Anidride Bubrico 2,43 -
13 12,056 Metil Ciclopentenona 0,70 a7
14 12,120 Mio determinado 0,17 -
15 12,195 Tio determinado 0,33 -
16 12,384 Metil Heptino 0,35 3
17 12,811 Ecter Metilico do Acido Owo Pentandico 0,10 a1
13 13,002 Metil Furancarbosaldeido 016 95
19 13,154 Metosd Piridina 0,45 91
20 13,650 T30 determinado 0,21 -
21 14,041 Butirclactona 271 o3
2 14383 Dihidro Dimetil Furancna 0,25 80
3 14557 Fuzanmstanol 3,08 a7
21 15776 Tlio determinado 0,78 N
5 15,366 Mzt Purancna 0,21 a1
26 13,950 Etil hidrod ciclopentenona 0,23 78
77 16,607 Furanena 054 a4
28 16,313 Metil Hidrosdbutirato 0,33 3
29 17,107 Tao determinado 0,15 -
30 17,356 Hidro:d Dimetil Ciclopentencna 0,29 83
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# Pico ! te? MNome do Compaosto 2 A+ | Cmalidade s
3l 17,850 Tetrahidro Piranona 0,26 o1
32 184% Hidrood Metil Ciclopentenona 233 05
33 13,364 Dihidro Dimeti] Furancna 0,21 86
X1 19,100 Meto:d Fenal 240 o7
33 19,763 Mio determinado 0,66 -
36 20,027 Etil Hidrosd Ciclopentenona 1,14 9
37 71388 Crecsal 0,66 06
3B 23071 Hidrosd Propil Liclopentenona 0,27 o2
39 23323 Maltal 0,45 o4
40 22,497 MNio determinado 0,48 -
a1 23,952 Fenol 385 05
47 23325 Etil Metowd Fenol 0,39 o1
FE] 21152 Tao determinado 0,48 -
i 71381 Mo determinado 0,36 -
15 71603 Metil Buterino 0,7 B0
16 75,333 Mao determinado 933 -
47 25,631 MNio determinado 016 -
1= 77 621 Etil Fenol 3,10 o5
10 28,197 Meto:d Vinil Fenol 132 o3
50 28377 Mio determinado 0,32 -
51 28624 Erome Pentano 0,71 72
52 28,343 Mio determinado 0,34 -
53 70,350 Tao determinado 0,67 N
54 30,179 Dimetosd Fencl 6,51 o7
53 50,606 1o determinado 0,30 -
56 51,19 Propil Butirato 3,61 AMDIS
57 51,389 Glicerina 0.2 75
58 51,987 Anidride lsobutirico 0,52 -
59 32,11 Trans Isoeugencl 0,29 98
60 32,465 Aride Hidréed Meto:d Benzoico 1,30 72
6l 33,320 Dianddro Alfa Glicopirancse 214 96
62 53,616 Tihidro Benzofuranc 217 72
[} 33,055 Terc Butil Pirrogalol 128 72
6l 51408 Piridincl 143 o4
63 34941 MNio determinado 016 -
66 33,795 Hidre:d Metil Dihidrofuranona 1,30 o3
67 56,410 Meto:d Benzenodicl 175 T
63 37,047 Propenil Fenol 0.2 o2
69 37,367 Dimeto:d Propendl Penol 0,26 o7
0 38,001 Vanilina 0,28 o7
71 33355 Mio determinado 0,25 -
72 38,318 Dimetod Fenol 0,32 o1
73 38,871 Apocinina 0,28 o1
7 30,314 Mio determinado 0,25 -
73 40,163 Mzt Varlil Cetona 132 AMDIS
T 40,371 Trilddreed Fenil Etanona 0,50 &0
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.

LI i iP

Central Analitica - Instituto de Quimica - UNICAMP  CA 052/18

# Pico ! ig? MNome do Compaosto 2 Y A4+ | Qualidades
77 40,607 Llzt] Benzenodiol 0,79 97
78 41348 Catecol 516 55
79 42713 Dimetord Propendl Fenol 052 95
80 43128 hleti]l Benzenodiol 146 97
5L 45475 Etil Catecol 0,62 87
52 4573 a0 determinado 0.3 -
83 46,052 Metil Hidrosd Pendl Acetato (40 o
B 16,574 Tiao deterninado 0,30 -
S 16,660 TMao determunado 0,30 -
56 47 766 a0 determinade 0,33 -
87 13,042 Hidro:d Benzaldeido 0,63 T
B8 40 934 ao deternuinado 275 -
5 51,006 Hidroguinona 153 1
90 51,411 MNao determdinado 091 -
o1 51,000 Mao determimado 0.6 -
92 53,747 Mao determinado 0.7 -
Tabela 3. Compostos detectados na amostra Metanol.
# Pico 1 fx? Nome do Composto 3 A4 | Qualidades
1 2352 MNao deterndinado 1000 -

! Wumero do pico pela ordem de eluicio da cohma.

1y = Tempo de rebencao do composto na coluna em mimtos.

* Mome mais commm do composto identificado.

4+ %A = Porcentapem de Srea normalizada a qual indica a distribuic3o relabiva dos compostes na amostra.

* Qualidade = indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do espectro de mas=as obtido com
o= repistrados nas biblictecas utilizadas. Foram adotados indices de qualidade > 70U

0Obs.1: Os resultadce referemese evdusivamente 3 andlize em amostras endrepues pelo ciente 3 Cenbral Aralitica -
1Q/ UMICAME.

Obs.? Fica o cliente notificado que o uso do nome do Instibubo de Quinrica ﬂzlmhlpeazrpmndmjiuﬂsh

Obs.3 O conteido & as conclusdes aqui apresentadas sdo de responsabilidade exchaisiva dofs) autor(es) endo

represenitam a opindio da Universidade Estadual de Camnpinas nem a conpromete.

Campinas, 23 de Margo de 2018,

. Azzinsdo de forma
L - dighall por Sabrina

__J :'/ff' - -'_.;-_‘(_1-.. Barboz Rom
Sabrina Barboza R HMEEI

Cuimica Responsavel - Signataria Autorizada
CR(Q: 04263563 - 42 Regido

Central Analizica
Universidade Estachml de Campinas
Imstitate de Cuaimics - CP §154 - 13084571 Campinas, SP
Fane: {009 3521039

E-madl: Lp@gmunicanpbs

Pigira 4 d=4



APENDICE B.
obtido a 350°C.

Espectros de massas da andlise por CG/EM, da fragdo metandlica do licor pirolenhos

Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 1329 (9.650 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 31.10 100.00%
311
5000
59.1
18.1 431 | 9.50 10.00
7 90.1 = d
il bl 310 Ll o1 750 sy %1 1 1 wre wer v soto 2808%
miz--> 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Abundance #2274 Acetic acid, hydroxy-, methyl ester
31.0
5000
590 9.50 10.()00
miz 29.10 21.17%
150 45.0 90.0
o | .|| ] | il 75.0 I
L2 LR KRR AR REEN] RARAN RELA] LAAAA FERA/ DLARN BALLA LARLE RRAN FARSN ER2 A LR FAREA RLARA E2A RERALAAAA RARET KA RRSES LAARY LEAA RARSI REZRA)
m/z--> 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115120 125 130 135
Abundance #2273: Acetic acid, hydroxy-, methyl ester
31.0
9.50 10.00
5000 18.10 14.04%
59.0
15.0 45.0
I S R S .
Ol e A R e e e e e e
miz--> 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Abundance #2275: Acetic acid, hydroxy-, methyl ester
B e e e
310 9.50 10.00
m/z 33.10 13.70%
5000
59.0
45.0 90.0
0 | | o) ||| 750 |
...... RRRRNRAA RN S Eay e e o e e e
miz--> 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 9.50 10.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample

- 0256_1_1

Peak Number: 8 at 9.650 min Area: 49023897 Area % 0.25

The 3 best hits from each library. Ref\# CASW#  Qual

C:\Database\NIST11.L
1 Acetic acid, hydroxy-, methyl ester 2274 000096-35-5 95
2 Acetic acid, hydroxy-, methyl ester 2273 000096-35-5 95
3 Acetic acid, hydroxy-, methyl ester 2275 000096-35-5 58

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:28:44 2018 Page: 9
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 1557 (10.930 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 43.10 100.00%
43.
60.1
5000
18.1 291 I %4 11.00
53.0 : 811 891 980 105.9 1140 126.0 9,
ot el U, 530 | 714 814 891 980 1059 1140 1260 m/z 4500 89.84%
miz--> 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Abundance #263: Acetic acid
430
60.0
5000 —r
11.00
m/z 60.10 68.67%
15.0 2.0
0 l |, 1
I o e O o LA e N T
miz--> 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Abundance #261: Acetic acid
430
_|_|_|__'_|_|_|_|'
600 11.00
5000 -~ m/z 42.10 15.82%
290
o || L] [| 1 1y
i B e B L B e L .
miz--> 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Abundance #260: Acetic acid
P _l_'_l_l_'_|_|_|_|'
430 11.00
60.0 /z,18.10 10.07%
5000
15.0
| 290
ol 20 Ly L dl,
I o L B e o e e L e T — T
miz--> 0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 11.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 10 at 10.930 min Area: 222640508 Area % 1.12

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Acetic acid 263 000064-19-7 94
2 Acetic acid 261 000064-19-7 91
3 Acetic acid 260 000064-19-7 91

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:28:45 2018 Page: 11



Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 1953 (13.154 min): 0256_1_10_{[))b\data_ms m/z 109.10 100.00%
10P.1 \
5000
39.1 66.1
181 284 ‘ 51.1 791 940 13.00 13.50
B Y o GO | RS OO TSN el 1241132,11401 1500 1652 m/z 66.10 41.50%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #5559: Pyridine, 3-methoxy-
109.0
5000
66.0 13.00 1350
mi/z 39.10 34.83%
430 5 79.0 940
0 | N i 1 |
I e LA e e e
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #5578: 2(1H)-Pyridinone, 1-methyl-
109.0
13.00 13.50
5000 81.0 miz 79.10 10.91%
39.0
270 55.0
0 ...,....,..!h,..u!‘{'!...{'!|!|..|..?8:'?...:l:...,9‘?’9.,...:}....,.. S S S P S
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #5583: Pyridine, 3-methyl-, 1-oxide
100.0 13.00 13.50
m/z 94.00 10.64%
2000 390 530 930
65.0
| 81.0
] I ,...'!I'.'..,ll!!.,lt':l',,...':“:.,,,!:‘.,....l....,.. P S e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 13.00 13.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1
Peak Number: 19 at

The 3 best hits from each library.

Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L
1 Pyridine, 3-methoxy-
2 2(1H)-Pyridinone, 1-methyl-
3 Pyridine, 3-methyl-, 1-oxide

5559 007295-76-3 91
5578 000694-85-9 22
5583 001003-73-2 12

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:28:51 2018

13.154 min Area: 89602226 Area % 0.45
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Unknown Spectrum based on Apex

Library Search Report - ChemStation Integrator

Abundance Scan 2172 (14.383 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 69.10 100.00%
411 69.1
1121
5000
97.0
18.1
‘ 28.1 | 53.1 841 14.00 14.50
ol prertelep el iy Ll Bl Ll 1281 1384 1520 miz 41.10 90.01%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Abundance #6415: 2-Furanone, 2,5-dihydro-3,5-dimethyl
410 69.0
112.0
5000
97.0 14.00 14.50
‘ : miz 112.10 69.32%
270 55.0
o L .||| ] by 639 I
L e o L L e e e e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Abundance #6732: 2-Hexene, 2,5-dimethyl-
69.0
410
14.00 14.50
5000- miz, 43.10 42.23%
20 55.0 112.0
0 ...I....,...|.||....’;!'...,l.'.”'.,...'!!....8,1'.0...,..9.7'.0,....,l...,....,....,. BT
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Abundance #6360: Vinyl crotonate
_|_|_|_'_|_|_l_|_|_
o 690 14.00 14,50
i m/z 39.10 38.33%
5000
5 150 200 || 530 ! ga0 o970 1120
L e LA B A e e e e e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 14.00 14.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1

Peak Number: 22 at

The 3 best hits from each library.

14.383 min Area: 50389471 Area % 0.25

Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 2-Furanone, 2,5-dihydro-3,5-dime...

2 2-Hexene, 2,5-dimethyl-

3 Vinyl crotonate

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:28:54 2018

6415 1000196-88-1 89
6732 003404-78-2 50
6360 014861-06-4 47
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 2203 (14.557 min): 0259%_ 1_1c.D\data.ms m/z 98.10 100.00%
A
5000 M1 534 814
69.1
i o
; 61.0 89.0 108.1 123.1131.1139.1 1511 164.9 0,
o8ttty LS00 L) 890 ]l 1084 123.1131.1130.1 1811 1649 m/z 97.10 50.76%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3079: 2-Furanmethanol
94.0
410 53.0 81.0
5000
69.0 14.50
200 m/z 81.10 47.97%
o ...,.1.5;0.,..:|.|,|...III.|!..'!|I:|..6,1;°..:,-....,:...,..'. N
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3084: 2-Furanmethanol
98.0
410 810 14.50
5000 53.0 m/z 41.10 44.19%
270 ‘ ‘ 89.0
0 ...,....,..!Hi|.,.|!|.|!..'!H:|..6|1;°.:-:H'....,!.??io..': T
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3085: 2-Furanmethanol
240 14.50
M0 m/z 53.10 40.32%
81.0
5000 53.0
27.0 ‘
0 ...,.1?20.,..!‘!’,|...'!I.ll.:-!|!:|,,6|1:°.,:|'.,..,!...,..'. T — N i N—
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 14.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 23 at 14.557 min Area: 609869639 Area % 3.08

The 3 best hits from each library. Ref\# CASW  Qual
C:\Database\NIST11.L
1 2-Furanmethanol 3079 000098-00-0 97
2 2-Furanmethanol 3084 000098-00-0 95
3 2-Furanmethanol 3085 000098-00-0 94

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:28:54 2018 Page: 24
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 2436 (15.866 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 41.10 100.00%
M1 98.1
69.1 4
5000
18.1
281 53.1 15.50 16.00
obrrre |’ ol el B L 1100 1241 1374 1470 1569 1720  mjz 98.10 82.80%
mfz--> 10 20 30 40 5 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3102: 2(5H)-Furanone, 3-methyl-
410
69.0
5000 98.0
15.50 16.00
0,
. m/z 69.10 77.51%
| 53.0
e L L SN .
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3373: 2-Hexene, 3-methyl-, (Z)-
410 69.0
15.50 16.00
5000 50 miz 39.10 47.66%
2710 980
wo b Joal o
o L il TR M L ;
R B o e LN B o e I i o AR R
mfz--> 10 20 30 40 5 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3207: 2-Ethyl-trans-2-butenal
—T T T T T T T T
410 15.50 16.00
miz, 18.10 32.52%
980
5000 Sih 69.0
83.0
290 ‘
o ..,I.1,5:0.,...|:|....e:“...;':'e!-....-.l.:.,.,'I.,..I...'.'....‘.,,.,I.,..I..............I..‘.,.. —
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 110 120 130 140 150 160 170 15.50 16.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 25 at 15.866 min Area: 42105691 Area % 0.21

The 3 best hits from each library. Ref\# CASW  Qual
C:\Database\NIST11.L
1 2(5H)-Furanone, 3-methyl- 3102 022122-36-7 91
2 2-Hexene, 3-methyl-, (2)- 3373 010574-36-4 64
3 2-Ethyl-trans-2-butenal 3207 063883-69-2 50
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 3012 (19.100 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 109.10 100.00%
1091 1241
81.1
5000
531
181 271 391 651 95.1 133.0 1460 1571 1681 186.0 T
b il ol sl el 1330, 1460 1571 1681 1860 m/z 124.10 93.23%
mfz--> 10 20 30 40 5 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #10419: Phenol, 2-methoxy-
108.0 1240
5000 81.0
19.00
m/z 81.10 54.02%
530
: 180 270 320 850 . 50|, ,
= LLI LLIL L JNLEL LN LA LI (LB L LN L LI L L LB LN L LN B
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #10417: Phenol, 2-methoxy-
109.0
1240
810
19.00
5000 miz 53.10 16.23%
530
270 390 63
o ...,.1.5}ql...',',...lll....l”:' e |'|'|950]|| S e e
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #10409: Mequinol
1000 1240 19.00
m/z 52.10 9.02%
5000 81.0
53.0
270 390
65.0
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 19.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1

Peak Number: 34 at

The 3 best hits from each library.

19.100 min Area: 476368770 Area % 2.40

Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L
1 Phenol, 2-methoxy-
2 Phenol, 2-methoxy-
3 Mequinol

10419 000090-05-1 97
10417 000090-05-1 94
10409 000150-76-5 93

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:02 2018
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 3130 (19.763 min): 0256_1_1c.D\data.ms
531 741
431
101.1
5000 311
181 871
| [ -~
Ol e |||, b :|{ { || -t .'.| Il o :'Ill'.'. OTT PP T | R ,'.'.l _— .1.2?'.1, - ,1.4?;1. a2zt 1850
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #4345: Propanoic acid, 2-methyl-, methyl ester
430
5000
270 0 10
15.0 .
| | 87.0 1020
o T f ] L NV NI \ I
R E e e R LA O e e B e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #3902: Oxetane, 2,2 4-trimethyl-
430
59.0
5000
29.0 85.0
0 ...,....,..:[!I,’....”!!'..i.'.'.|I|....|....,..'..,...1.0?'.0...,....,.. o
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #4182: Cycloserine
430
28.0 59.0
5000
740 1020
15.0 ‘
. ) | WO | K. 1| RO N . SO ORI UM PRI
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 35 at 19.763 min Area: 130920759 Area % 0.66

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Propanoic acid, 2-methyl-, methy...
2 Oxetane, 2,2,4-trimethyl-
3 Cycloserine

4345 000547-63-7 27
3902 023120-44-7 27
4182 000068-41-7 27

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:03 2018 Page: 36

m/z 55.10 100.00%

R e . e
19.50 20.00

- miz 74.1ﬂ 91.97%

19.50 20.00

miz SQ.W 73.30%

19.50 20.00

m/z 43.1Q 71.63%

_|_|_|_|_|_|_|_l_l_
19.50 20.00

m/z 101.10 48.14%

19.50 20.00



Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 3455 (21.588 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 138.10 100.00%
1231 138.1
5000
951
181 ., 301 57-1 671 774 puar 21.50
O bttt sl L 880l O Ll 1501 1660 1780 m/z 12310 91.66%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #17269: Creosol
123.0 138.0
5000
95.0 21.50
39.0 550 67.0 770 m/z 95.1 29.22%
obrrr 20 20 b il il i o0 T
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #17271: Creosol
1280 4380
95.0 21:50
5000 - ' m/z 67.10 16.38%
39.0 i
150 55.0 770
270 ’ |
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #17270: Creosol
_|_|_|_|_|_I_|_|_|_
1280 1380 21'50
miz 77.10 15.78%
5000
95.0
67.0
390 55.0 7.0
NNEEP .. Y T Y N £ Y S
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 21.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 37 at 21.588 min Area: 130193366 Area % 0.66

The 3 best hits from each library. Ref\# CASW  Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Creosol 17269 000093-51-6 96
2 Creosol 17271 000093-51-6 95
3 Creosol 17270 000093-51-6 95
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Unknown Spectrum based on Apex

Library Search Report - ChemStation Integrator

Abundance Scan 3541 (22.071 min): 0256_1_1c.D\data.ms /z 55.10 100.00%
581 12p.1 140.1
1o 112.1
431
5000 831 941
281 66.1
B e e e e
Ll ol ol | | o
oLttt sl M gt IOl iR L 1880 74 iz 12510 94.76%
miz--> 10 20 30 40 5 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #18479: 2-Hydroxy-3-propyl-2-cyclopenten-1-one
530
125.0
5000 83.0 e Lh
430 3 22.00
69.0 99.0 m/z 140.05 90.57%
0 ..,....,....,...!’{!.I..,'.h!l.l..'.:‘l'...'.',-.!..',...ml...., SRR |
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #18270: 1,3-Dimethyl-5-ethoxypyrazole
112.0 140.0
22.00
0,
5000 WG m/z, 18.10 81.70%
b 97.0
T A 1
MY 114NN M 1| SN S| MMM
miz--> 10 20 30 40 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #18367: Phenol, 4-(methylthio)-
22.00
m/z 11210 77.26%
5000
04
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 22.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1

Peak Number: 38 at

The 3 best hits from each library.

22.071 min Area: 54356531 Area % 0.27

Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 2-Hydroxy-3-propyl-2-cyclopenten...
2 1,3-Dimethyl-5-ethoxypyrazole

3 Phenol, 4-(methylthio)-

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:05 2018

18479 025684-04-2 92
18270 1000306-48-4 42
18367 001073-72-9 30
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

91

Abundance Scan 3586 (22.323 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 126.00 100.00%
126.0
5000
18.1 431 554 710
971
281 831 2200 22.50
bl el bl el Ol 1391 1544 1661 mfz 4310 35.04%
mfz--> 10 20 30 40 5 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #11090: Maltol
126.0
5000 710
430 22.00 2250
o7r.0 mi/z 71.00 34.38%
ol 20 0ty 00 L S0 o N
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #11088: Maltol
126.0
2200 22.50
5000 miz. 18,10 33.88%
7.0
430 550 .
ol o0 ARD b ol esn il 830 [ Amw
L o L A e BB e e e e o e N REEES R
mfz--> 10 20 30 40 5 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170
Abundance #11087: Maltol
126.0 22.00 2250
m/z 55.10 31.88%
5000 71.0
430
55.0
97.0
15.0 27.0
Ol el el el SRRl B o o Wl s o e e ey
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 2200 22.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 39 at 22.323 min Area: 88353448 Area % 0.45

The 3 best hits from each library. Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Maltol 11090 000118-71-8 94
2 Maltol 11088 000118-71-8 62
3 Maltol 11087 000118-71-8 62
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Library Search Report - ChemStation Integrator

Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 3698 (22.952 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 94.10 100.00%
941
5000
66.1
39.1
181 271 =1 || 79.1 1081417 1126.0 23.00
Ohr et e ettt et 1200 13601440 198.1 1660 1781 mi/z 66.10 28.25%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #2591: Phenol
940
5000 66.0 55750
390 m/z 65.10 22.93%
55.0
e...,n?;ql.?ﬂ:?,...u!‘!. ||||75°|
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #2593: Phenol
940
23.00
5000 miz 39.10 16.41%
66.0
39.0
w0270 I B0 [ g9 |
O R A B I o B A L o A e A BARAR RS
miz--> 0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Abundance #2592: Phenol
940 23.00
m/z 40.10 8.43%
5000
66.0
39.0
2:II.O ||| L IIE":SI.O .|| 790 1
O e o o o RS EEa e L e e e e L
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 23.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1

Peak Number: 41 at

The 3 best hits from each library.

22.952 min Area: 763832598 Area % 3.85

Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Phenol
2 Phenol
3 Phenol

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:07 2018

2591 000108-95-2 95
2593 000108-95-2 91
2592 000108-95-2 90
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 3800 (23.525 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 137.10 100.00%
il
5000
1521
18.1 91.1 1220 23.50
39.1 T
O bt el g it b 1830, 17811920 /7 152,05 36.56%
m/z--> 10 20 30 40 5 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #25988: Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
13f.0
152.0
5000
23.50
m/z 122.00 10.60%
. 270 390 510 650 710 910 1090 PO | |
N B o o e L R RS
m/z--> 10 20 30 4 5 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 1890
Abundance #25987: Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
13f.0
23.50
5000 miz 18.10 16%
56 Z.18.12,..2.16%
39.0
27.0 510 50 77.0 880 1000 1220
o...,....|...l.',...:i[:'...;|!|.|..i-.'.|!.,...|:','...l',l:!'..l'.'..'.'|,...-,!...,...!,....l'.'...,....,....|....l....,
miz--> 10 20 30 4 5 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180
Abundance #25982: Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
13f.0 23.50
m/z 138.05 8.49%
5000
152.0
15.0
‘ 210 380 510 g9 770 910 o0 1220
Obrrrr |,.:l:'|.‘,:""...{|!|.'..|:'.|!.|...|!|,',,..,|:!'..|...'.'|....'i..,.,,..[|....|.'...,....,,,..|....|....,
m/z--> 10 20 30 4 5 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 1890 23.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1
Peak Number: 42 at

The 3 best hits from each library.

23.525 min Area: 117721921 Area % 0.59

Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
2 Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
3 Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-

25988 002785-89-9 91
25987 002785-89-9 91
25982 002785-89-9 90

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:08 2018
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 4530 (27.624 min): 0256_1_1c.D\data.ms mi/z 107.10 100.00%
1071 1
S 1221
57.1
18q 21 301 | " 71'1 911 27.50 28.00
ooyttt it e BB el it A, 1030 OB TP 120 iz 12210 37.85%
miz--> 10 20 30 4 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #9908: Phenoal, 4-ethyl-
107.0
5000
122.0 27.50 28.00
0,
—_— miz 57.10 19.88%
ol HBe g B0 g b ) W4
B o o B o R SRR RE Ry e
m/z--> 10 20 30 40 5 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #9918: Phenoal, 4-ethyl-
107.0
_|_|_'_'_|_I_|_'_|'
27.50 28.00
5000 miz 77.1Q0 15.44%
122.0
770
150 270 380 510 650 91.0 |
O B B B B N BARARREEAS L L R
miz--> 10 20 30 4 5 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Abundance #9914: Phenol, 2-ethyl-
10¥40 2750 2800
m/z 58.1Q0 8.74%
2000 122.0
770
J. 1020 30 510 eso || 0 | |
LI LA L L L L L LU L LU L L L L L L L L L  ILL L L LN LN BN LN NN BN N _|_|_'_'_|_I_|_'_|'
m/z--> 10 20 30 40 5 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 27.50 28.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 48 at 27.624 min Area: 614425262 Area % 3.10

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Phenol, 4-ethyl- 9908 000123-07-9 95
2 Phenol, 4-ethyl- 9918 000123-07-9 94
3 Phenol, 2-ethyl- 9914 000090-00-6 91
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 4632 (28.197 min): 0256_1_1c.D\data.ms mfz 71.10 100.00%
711 150.1
135.1
5000
107.1
95.0 28.00 28.50
of : e et 80 1940 m/fz 150.05 93.50%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
Abundance #24419: 2-Methoxy-4-vinylphenol
135.0 150
770 107.0
5000
510 28.00 28.50
150 .t i miz 135.05 78.73%
270 I ” 89.0
o 4| R N . | NN | ——
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Abundance #24413: 3-Methoxyacetophenone
135.0
1500 28.00 28.50
0,
5000 - o miz 43.10 71.59%
430 640 220
1m0 a0 | mo | ) | , 0 ||
L B o AL B o o o e LR e e R e e
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
Abundance #24473: 4-Hydroxy-3-methylacetophenone
_I_'_|_|_|_'_'_|_
1350 28.00 2850
m/z 41.10,_42.59%
5000 150.0
o 107.0
430
oL 10 2z0o | OO0 || et0 | 20 | |
B B o i e e S AR E R AN LRy s e — T
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 28.00 28.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 49 at 28.197 min Area: 260931915 Area % 1.32

The 3 best hits from each library. Ref# CASW# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 2-Methoxy-4-vinylphenol 24419 007786-61-0 93
2 3-Methoxyacetophenone 24413 000586-37-8 50
3 4-Hydroxy-3-methylacetophenone 24473 000876-02-8 38
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Unknown Spectrum based on Apex
Abundance

5000
391
15.1 291 | 5?'1
0L rrrrrr et et e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80
Abundance
5000-

0!

90

96.0

100 110 120 130 140
#27407: Phenal, 2,6-dimethoxy-

96.0

Scan 4985 (30.179 min): 0256_1_1c.D\data.ms

15¢.1

139.1

1111

164.0 176.0 186.1

160 170 180 190 200

150

154.0

139.0
111.0

m/z 154.10 100.00%

—

30.00 30.50
m/z 139.05 52.63%

—

30.00 30.50
m/z 111.10 26.81%

—

miz--> 10 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Abundance #27403: Phenol, 2,6-dimethoxy-
154.0
30.00 30.50
5000 139.0 miz 96.0Q0 24.17%
111.0
390 51p 650 79.0 =0
15:'0 29.0 || dii | | NI || Ly, 125.0 !
O e A R B A B A I o e R
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Abundance #27404: Phenal, 3,4-dimethoxy-
1300 19p0 30.00 30.50
miz 93.1Q0 20.79%
111.0
5000
00 550 g5.0 93.0
. 810
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 30.00 30.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 54 at

The 3 best hits from each library.

Ref\# CAS\#

C:\Database\NIST11.L

1 Phenol, 2,6-dimethoxy-
2 Phenol, 2,6-dimethoxy-
3 Phenol, 3,4-dimethoxy-

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:16 2018

30.179 min Area: 1350581042 Area % 6.81

Qual

27407 000091-10-1 97
27403 000091-10-1 96
27404 002033-89-8 83
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance

5000

0.
mfz-->
Abundance

5000

0+
m/z-->
Abundance

5000

mfz-->
Abundance

5000

miz-->

Scan 5361 (32.291 min): 0256_1_1c.D\data.ms
1

431

97

Integrator

m/z 164.10 100.00%

32.00 32.50
- miz 43.10 61.49%

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
#33250: trans-Isoeugenol
164

770 g9 1030
550
650

131.0

150 270 390 115.0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
#33448: Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl}-, (Z)-

164

77.0 910 103.0 149.0

55.0 131.0
390 65.0
150 27.0

115.0 |
|l|I|I|||| L

T

| 175.0185.1 215.1
e A AR AR RC et
170 180 190 200 210 220

.0

L

32.00 32.50

/z 18,10, 47.10%

170 180 190 200 210 220

0

32.00 32.50
m/z 149.05 34.64%

1 e } T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

#33252: trans-Isoeugenol
186

149.0
550 77.0
65.0

910 1030 131.0

390
150 27.0 119/0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample

Peak Number: 59 at

The 3 best hits from each library.

1 0256_1_1

32.291 min Area: 56937503 Area % 0.29

Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 trans-Isoeugenol
2 Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl)...
3 trans-Isoeugenol

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:20 2018

33250 005932-68-3 98
33448 005912-86-7 98
33252 005932-68-3 97

N
170 180 190 200 210 220
-0 32.00 32.50
mfz 77.10 32.83%

J‘"T"WW'WT""W""T"”'T"'_'_I_'_'_'_'_I_'_'_

170 180 190 200 210 220 32.00 32.50
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 5657 (33.953 min): 0256_1_1c.D\data.ms mi/z 167.10 100.00%
16}.1 \
5000 182.1
181 a1 51 gy T prq 107 1234 1391 1511 34.00
ol R Y Y P N O el el el 18302041 2259 m/z 182.10 50.43%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Abundance #46830: 5-tert-Butylpyrogallol
16f.0
5000
182.0 3400
m/z 168.10 10.05%
139.0
ol 180 270 410 559 80 770 910 109012|1° | 1m0 | ;
.................................................................. trrrrr e
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Abundance #47840: Hydroquinone mono-trimethylsilyl ether
167.0
34.00
5000- 182.0 miz 77.1 9.10%
730
450 810 84.0
5 _— I ||. | .2 1o7o 12501370 1510 " ,
R B e e e e e e e R RAR RN R e
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Abundance #46852: Benzene, 1,2,3-timethoxy-5-methyl-
182.0 34.00
167.0
m/z 107.10 8.63%
5000
139.0
1070 4049
o180 270 390 530 g50 780 910 | ] LI N
............................... ,.... ABAN R R AR EEE RN an s e ay  Ray aas aasy aa T
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 34.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 63 at 33.953 min Area: 254643333 Area % 1.28

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 5-tert-Butylpyrogallol 46830 020481-17-8 72

2 Hydroquinone mono-trimethylsilyl... 47840 017881-87-7 72
3 Benzene, 1,2,3-trimethoxy-5-methyl- 46852 006443-69-2 72
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 5738 (34.408 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 95.10 100.00%
941
5000
39.1
67.1
34.50
18.1 281 55.1 771 11001201 1371 1521 167.1 178.1 190.0 202.1 o
| ontir b T 11001200 1374 1521 16741781 1900 2021 mjz 3910 25.15%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #2662: 3-Pyridinol
94.0
5000 — T T T T
34.50
390 miz 67.10 14.20%
68.0
ol 140 280 990 78.0
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #2660: 3-Pyridinol
930
34.50
5000 m/z 40.10 13.35%
39.0 680
280 :
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #2664: 4(1H)-Pyridone
93.0 34'50
miz 41.10 13.25%
5000
67.0
00 | .
O e m o o o B o't RS RS e e o — T
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 34.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 64 at 34.408 min Area: 284036100 Area % 1.43

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 3-Pyridinol 2662 000109-00-2 94
2 3-Pyridinol 2660 000109-00-2 91
3 4(1H)-Pyridone 2664 000108-96-3 83
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 5833 (34.941 min): 0256_1_1;:.D\data_ms mi/z 137.10 100.00%
13F.1
5000 18.1 1241
152.1 35.00
ol 164.1175.1 192.2 2181 miz 124 1 48.90%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #16753: Phenol, 2-(dimethylamino)-
13f.0
5000-
35.00

mfz 18,10, 47.09%

15.0 270
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220

Abundance #16694: 1H-Pyrmole-2,5-dione, 3-ethenyl-4-methyl-
66.0 137.0
35.00
5000 m/z121.10 32.34%
wo | mo o weo |
O P e e e e e e e e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #16654: Benzoic acid, 3-amino-
137.0 35.00
m/z 94.1Q 25.99%
5000 S
65.0 120.0
39.0
280 52.0 800 1090
A N RO | N Pt | | — | e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 35.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 65 at 34.941 min Area: 31307477 Area % 0.16

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Phenol, 2-(dimethylamino)- 16753 003743-22-4 52
2 1H-Pyrrole-2,5-dione, 3-ethenyl-... 16694 021494-57-5 46
3 Benzoic acid, 3-amino- 16654 000099-05-8 38
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 6208 (37.047 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 43.10 100.00%
18.
138.1
5000
1220 37.00
153.1 &
184.1 1790 1921 2061 0,
ol el D2 1720 1921 2081 mfz 18.10 93.89%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #15295: Phenol, 4-(2-propenyl)-
134.0
107.0
5000 770 —T T T T T
37.00
91.0 m/z 138.05 75.39%
‘ 119_0
o! l....'|::..,.|..!,.,!|:|,....|'. N —
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #17351: Benzenemethanol, 4-methoxy-
138.0
109.0 v T rrrrrrr1
37.00
5000 _ 1ok m/z 134.05 72.95%
o ; ; e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #17329: Benzeneethanol, 4-hydroxy-
101.0 37.00
m/z 133.05 57.07%
5000
77.0
o 150 270

m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 37.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 68 at 37.047 min Area: 43260207 Area % 0.22

The 3 best hits from each library. Ref\# CASW#  Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Phenol, 4-(2-propenyl)- 15295 000501-92-8 92
2 Benzenemethanol, 4-methoxy- 17351 000105-13-5 38
3 Benzeneethanol, 4-hydroxy- 17329 000501-94-0 38
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 6265 (37.367 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 194.10 100.00%
194.1
18.1
431
5000
167.1 1791
37.00 37.50
o 2989 _miz 18.10 61,78%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #55967: Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-propenyl)-
194.0
5000 —T T T T T
91.0 37.00 37.50
39.0 770 190 s m/z 43.10 54.06%
27.0 530 650 " 103.0 ~ 1470 1670 179.0
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210
Abundance #55972: Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-propenyl)-
194.0
—T T T T T T T T T
37.00 37.50
5000 m/z 91.1Q0 43.67%
210 1190 1310 179.0
180 280 390 530 630 770 1030 o T i
SRS . s SN RO SR P ...lli....|:'...,.‘.'.':l...:i'.'...,:ll:.'|...|:||.!..|'.|..|.,...'.l....,.'l..,....|...
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #55985: 2-Hydroxy-4-isopropyl-7-methoxytropone
—T T T T T T T T
1910 37.00 37.50
m/z 119.10 32.34%
5000
151.0
£ 165.0
3 105.0 133.0
150 270 390 530 850 770 a0 i
—T T T T T T T
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 37.00 37.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 69 at 37.367 min Area: 51066684 Area % 0.26

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-prope...
2 Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-prope...
3 2-Hydroxy-4-isopropyl-7-methoxyt...

55967 006627-88-9 97
55972 006627-88-9 93
55985 089647-85-8 49
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Unknown Spectrum based on Apex

103

Abundance Scan 6378 (38.001 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 151.10 100.00%
150.1
5000
et 81.1
i 109.0
281 431531 o, i 123.1 570 o Lo P
ol j 790 1941 2060  m/fz 152.05 95.25%
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #25794: Vanillin
151.0
5000
81.0 38.00
53.0 1090 4239 miz, 1§10 §399%
o 15.0 29.0 390 o910 93.0 I | 1317.0 |
. R B R B AR As e e R
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #25797: Vanillin
152.0
38.00
5000 miz 81.1Q0 26.00%
8o 109.0
51.0 1230
270 390 850 ‘ 137.0
o ...Ijﬁi(?'..:l:"...'I||',...l”l.'..,I'.I.'.l...'.'I....,?'ﬁ[ql...!|....|.|:..,..:'.,...., N
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Abundance #25891: Benzaldehyde, 3-hydroxy-4-methoxy-
1520 38.00
m/z109.00 20.14%
5000
e 109.0
520 ~ 1230
. ol Y B OO . SO WO .. 0 S—— ST~
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 38.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 70 at 38.001 min Area: 55523189 Area % 0.28

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Vanillin 25794 000121-33-5 97
2 Vanillin 25797 000121-33-5 97

3 Benzaldehyde, 3-hydroxy-4-methoxy- 25891 000621-59-0 96
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Unknown Spectrum based on Apex
Abundance Scan 6470 (38.518 min): 0256_1_1c.D\data.ms mi/z 154.10 100.00%
1541

1391

5000

-

111.1

181 431 531 6541 38.50
o 1631 I8 140 2101 miz 139.05 68.56%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #27408: Phenal, 3,4-dimethoxy-
154.0
139.0
5000
11.0 28.50
miz 111.10 25.85%
39.0 69.0
| 55.0 (1 g1o 980 125.0
O RARAR RARRERERAS b .:'!':l..,.'...,...."....,.l.'!, ...:"...,,..'.,,...!{....l.‘|..,....|....|....l....l....l....l.
miz--> 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #27404: Phenol, 3,4-dimethoxy-
139.0 154.0
_|_|_I_'_|_'_|_I_|‘
111.0 38.50
5000 mI; 18.10 16.13%
55.0 650 830
39.0 81.0
150 290 || || || il || il 12|5'0 il
o B L L B B e e S R
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #57631: Phenal, 3,4-dimethoxy-, acetate
154.0 3850
m/z 65.1Q0 14.98%
139.0
5000
430 & 111.0 196.0
69.0 -
2l PR B Ve e B e T o e B e
miz--> 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 38.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 72 at 38.518 min Area: 161809156 Area % 0.82

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Phenol, 3,4-dimethoxy- 27408 002033-89-8 91
2 Phenol, 3,4-dimethoxy- 27404 002033-89-8 87

3 Phenol, 3,4-dimethoxy-, acetate 57631 007203-46-5 83
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 6702 (39.821 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 151.10 100.00%
15011
5000 166.1
1231
18 431

291 58.1 771 g5q 1080 136.0 99 90 40,00

q 180.1
O.WMMMW 1941 20812201 mfz 166.10 44.42%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #35598: Apocynin
1501.0
5000 166.0

39.50 40.00
123.0 m/z 123.10 26.53%

43.0
ol 180 270 5.0 650 770 g3 1080 136.0
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #35596: Apocynin
151.0
_|_|_I_|_|_|_|_I_|‘

39.50 40.00

5000 —_— miz, 18,10 22.33%

123.0
43.0
199 ooy 280 TO gy 1O L
1 R AR e B A R A Ao B R R
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Abundance #35597: Apocynin
_'_|_l_|_|_'_|_'_|'
15.0 39.50 40.00
miz 43.10 17.38%
166.0
5000
123.0
43.0
. o 830 770 g3p 1080 136.0
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 39.50 40.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 73 at 39.821 min Area: 56012713 Area % 0.28

The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Apocynin 35598 000498-02-2 91
2 Apocynin 35596 000498-02-2 91
3 Apocynin 35597 000498-02-2 91
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance

5000

Ot

64.1

391 931 |

Library Search Report - ChemStation Integrator

Scan 6974 (41.348 min): 0256_1_1c.D\data.ms
11P.1

81.1 921

mfz-->
Abundance

5000

miz-->
Abundance

5000

0 4
miz-->
Abundance

5000

Ot

151 2 e etierpler
10 20 30 40 50 60 70

64.0

39.0 i
15.0 270 o=

10 20 30 40 50 60 70

84.0

270 390 530 “

i l 1231 1360 1511 1661 180.1191.0203.1 218.1 230.9

f SR T T T T T T T

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
#5754: Catechol
110.0

810 o959

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
#5753: Catechol
110.0

T
10 20 30 40 50 60 70

64.0

270 390 530 ‘
S N T i e

T R L o e R R R R ey
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

#5752: Catechol
110.0

81.0 920

m/z 110.10 100.00%

-

41.00 41.50

~ m/z 64.10 29.48%

=

41.00 4150
m/z 63.10 16.04%

i

41.00 41.50
m/z 81.10 12.40%

~

41.00 41.50
m/z 92.10 10.35%

miz-->

T
10 20 30 40 50 60 70

|II|YIII|II|IIYIIYIllYIIIYllIlllIIYVIIIlIlYII!IIIYIIlIlI|I|Yl|¥lll¥l|l¥ll|llll|
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :

Peak Number: 78 at

0256_1_1

The 3 best hits from each library.

41.348 min Area: 1022882711 Area % 5.16

Ref\# CAS# Qual

C:\Database\NIST11.L
1 Catechol
2 Catechol
3 Catechol

5754 000120-80-9 95
5753 000120-80-9 93
5752 000120-80-9 91
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 7128 (42.213 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 194.10 100.00%
194.1
5000
911
1191
TE% 771 1311 151.1 179.1

391 531 651 105.1 s 42.00 4250
ol 20602171 m/z 91.1Q0 34.32%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Abundance #55967: Phenal, 2,6-dimethoxy-4-(2-propenyl)-
194.0
5000 e e B e
91.0 42.00 42.50

39.0 1190 o6 m/z 119.10 23.75%

27.0 530 650 710 1030 1470 16701790
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Abundance #55972: Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-propenyl)-
194.0
_|_'_|_|_'_|_|_|_|‘

42.00 42.50

5000 miz 77.1Q¢ 20.76%
Lt 1190 1310
i k 167.0 179.0
390 530 650 770 103.0 147.0
..,?.5:(:),..2.1';:'?....','....i':'.'.'.,.'.|:'.,...|:|i....,:'...,.'.'.':,...:|i':'...||:'::.'|...|:,l.!..,'.I..I.,...'.||....,.'I..,....|....,....[..
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230
Abundance #55985: 2-Hydroxy-4-isopropyl-7-methoxytropone
_l_'_|_|_'_|_|_l_|‘
194.0

42.00 4250
m/z 131.05 19.31%

5000
151.0
165.0

0 1050 1190 133.0 179.0 I
L | i

91
Bl 10 200 0 a0 w20 TR L ot et el ot el e | <y S
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 4200 4250

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 79 at 42.213 min Area: 162423567 Area % 0.82

The 3 best hits from each library. Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-prope... 55967 006627-88-9 95
2 Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-prope... 55972 006627-88-9 94
3 2-Hydroxy-4-isopropyl-7-methoxyt... 55985 089647-85-8 58
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Unknown Spectrum based on Apex
Abundance

Library Search Report - ChemStation Integrator

Scan 7700 (45.425 min): 0256_1_1c.D\data.ms
128.1

m/z 123.10 100.00%

=000 138.1
18.1 771 45.50
391 511 651 911 1050 :
B S O 4 P VY |. " et 13001611 1811 19612080 22212339 m/z 138.05 38.18%
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #17272: 4-Ethylcatechol
128.0
5000 e i e e
45.50
138.0
o m/z.18.10 13.33%
270 390 5.0 7.0 910
150 “) |I .0k |- 1050 I
Olrrrprttrrir ‘...:,'... it :'.:'. il
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #17325: 1,3-Benzenediol, 4-ethyl-
123.0
45.50
5000 miz 77.10 11.20%
138.0
39.0 67.0 5.0
BN TR N I 4 || L
Ol et e e e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #17321: 1,3-Benzenediol, 4-ethyl-
128.0 4550
m/z124.10 8.63%
5000
138.0
67.0
180270 890 S0 I 70 J1oiro | s
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 45.50

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1

Peak Number: 81 at

The 3 best hits from each library.

Ref\# CAS\#

45.425 min Area: 122583633 Area % 0.62

Qual

C:\Database\NIST11.L

1 4-Ethylcatechol

2 1,3-Benzenediol, 4-ethyl-
3 1,3-Benzenediol, 4-ethyl-

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:36 2018

17272 001124-39-6 87

17325 002896-60-8 80
17321 002896-60-8 80
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Unknown Spectrum based on Apex
Abundance Scan 7755 (45.734 min): 0256_1_1c.D\data.ms
- 57.1 12f1.0

136.1

5000
164.1
ol o0t 180.1 1941 208.1 2241
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #16327: Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl)-
121.0
136.0
93.0
5000

109

m/z 121.00 100.00%

45.50 46.00
m/z 57.1Q 88.51%

45.50 48.00

miz 18,10 81.87%

o}
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240
Abundance #16335: Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl)-
12]1.0
93.0 136.0 45.50 46.00
5000 /z 43.10 69.90%
65.0
430
ol 120 280 |‘ ‘ B0 | TI0 1070 ) |,
TR I e T R e e e e e e e e e e e
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #16408: Phenal, 2,4,5-timethyl-
121.0 136.0 45.50 46.00
m/z 136.05 68.78%
5000
39.0 91.0
770
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 45.50 46.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 82 at 45.734 min Area: 71971679 Area % 0.36

The 3 best hits from each library. Ref\# CASW#  Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl)- 16327 000121-71-1 55
2 Ethanone, 1-(3-hydroxyphenyl)- 16335 000121-71-1 53
3 Phenol, 2,4,5-trimethyl- 16408 000496-78-6 46
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Unknown Spectrum based on Apex
Abundance

Scan 7817 (46.082 min): 0256_1_1c.D\data.ms
10.1

m/z 107.10 100.00%

5000
18:1 166.1
g
11 " o1 123.0 1371 150.1 26,00
0 | ? |,|,, F.,, |,, | 17811901 20812201 2362 /; 10 5%
aRaRaREIR: T - MIZ 18. ,l&ﬂ )/
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 240
Abundance #35769: Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-, methyl ester
10¢.0
5000
46.00
o 166.0 m/z 166.10 17.81%
e 00 220 229 51|..° 80 I 890 | 12101340 1510
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #35772: Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-, methyl ester
107.0
46.00
5000 miz 77.10 14.71%
51 0 770 166.0
5 270 390 630 Lo ge0 ) 12101340 1510 |
RANRERANEEE: , T T BARRSEARSSRARE S ue s
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #35773: Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-, methyl ester
107.0 46,00
m/z 43.10 9.60%
5000
166.0
77.0
b 150 270 390 510 630 |I 899 A 1210 1350 1510
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 46.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D

Sample :0256_1_1
Peak Number: 83 at

The 3 best hits from each library.

Ref\# CAS\#

46.082 min Area: 79685699 Area % 0.40

Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-, ...
2 Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-, ...
3 Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-, ...

CA_049_18.M Thu Mar 22 11:29:38 2018

35769 014199-15-6 94
35772 014199-15-6 87
35773 014199-15-6 87
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Unknown Spectrum based on Apex
Abundance Scan 7921 (46.666 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 43.10 100.00%

431 T
5000

181 701

1231 1381 47 00

86.1 4034 152116411761 1921 2081 2220 2362

o’ miz. 18.10 25.16%
N A AT A S o
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #13260: Pentanoic acid, 2-methyl-4-oxo-
43.0
5000 —|—|—|—|—|—|—l—|—l—
61.0 47.00

miz 70 10 24.55%

'3.0 1120
150 27.0 87.0 1300
0
miz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #13261: Pentanoic acid, 3-methyl-4-oxo-
43.0

47()0
5000 — miz 6110 23.00%
J 150 21.0 55.0 ||| 87.0 J020m30 13?0
e T T frrrrprrTT T
m/z--> 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #39504: Acetic acid, octyl ester
43.0 47()0
m/z 741 21.40%
5000 560 700
“ } ‘ 1120
R %0 b 1220

T T |
m/z--> 10 20 30 40 50 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 85 at 46.666 min Area: 59563293 Area % 0.30

The 3 best hits from each library. Ref# CASW# Qual

C:\Database\NIST11.L

1 Pentanoic acid, 2-methyl-4-oxo- 13260 006641-83-4 37
2 Pentanoic acid, 3-methyl-4-oxo- 13261 006628-79-1 25
3 Acetic acid, octyl ester 39504 000112-14-1 23
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Unknown Spectrum based on Apex

Abundance Scan 8694 (51.006 min): 0256_1_1c.D\data.ms m/z 110.10 100.00%
11P.1 (\
5000
53.1 B
211 39|'1 ||| 64.1 || 95.0 1231 137.0 154.1 167.1 180.1 192.0204.1 2182 233.0 20
15. ; w A i i g i 8 B £ ; £ ! 0,
b B e gl el 220 el 1230 1370 154.1 167.1 180.11920204.1 2182 2330 _m/z 81.10 23.82%
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240
Abundance #5759: Hydrogquinone
110.0
5000
81.0 51.00 "
. B D m/z 53.10 17.75%
0---|1-4-‘-°-|--!|-'.~-=|---vi'lhl--ﬁ'ﬁ?i(-)---.!---.??i(-)w---"----.-v--l----|----l----.----|----w---|----.----.---u---w----.-.
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
Abundance #5760: Hydroquinone
110.0
51.00
5000 530 m/z 55.1Q0 14.89%
81.0
41,
mfz--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240
Abundance #5761: Hydrogquinone
_|_|_|_'_'_|_I_l_|‘
119.0 51.00
m/z 82.1Q0 10.28%
5000
530 81.0
270 390 0 ‘
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 51.00

Data File: C:\msdchem\1\data\0256_1_1c.D
Sample :0256_1_1

Peak Number: 89 at 51.006 min Area: 372028724 Area % 1.88

The 3 best hits from each library. Ref# CASW# Qual
C:\Database\NIST11.L
1 Hydroquinone 5759 000123-31-9 91
2 Hydroquinone 5760 000123-31-9 87
3 Hydroquinone 5761 000123-31-9 80
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Antimicrobial Activity of the Methanolic Fraction of
Bamboo Pyroligneous Liquor

Luciana Jankowsky'"*', Simone Possedemts de Lira®, Francisco André Ossawm Tanaks®, Tvalde Pontes
Tarkowsky' and José Otivio Brito'

1. Department af Forest Scignces, College of Agricuitre “Luir de Queiror”, University qf Sap Paulo (ESALQVUSP), Piraricabe,
P00, Box 09, Brmil

2. Depariment of Exact Sciences, Coilege of Agricuinre "Luiz de Oueiras”, University of 5o Pmule (ES4LQVUSP), Piracicada P.0.
Bor 09, Brazil

3. Department Phyiopathalogy and Nematology, Collese of Agriculmre “Lui: de Queirez”, University of S Paule (ESALOVITSP),
Piraricaba P.0. Bax 09, Brazil

4. Forestry Scince and Research Inctinue (IPEF), Firacicaba F.0. Box 1341 5-000, Brazi

Absiract: Considering that the pyrolizneous liquor obtained from pyrobysis of vamous types of biomass has antiviral actieity, the
main ohjective of the present study was to evahmte the antimicrobial action of the methanolic faction extracted from bamboo
(Dendrocalmmes asper) pyrolignecus hquor in relation to Escherichir coff and Saphylococous qureur bacteria. The pyrolippems.
Yiquor was recovered by laboratorial bamboo pyrolysis at 350 °C and then fractioned by lquid-liquid separation with methanal and
hevane. After solvent evaparation, we collected the methamolic extract, which was later dihated in methano] and used in the diffision
disc assay of E. coli and 5. aureus at concentrations of 0123, 0500, 0.750 and 1.000 mg. Threugh GC/MS analysis, it was pessible
to qualimtively identify 82 chemical compenmds in the methannlic fraction. Treatment with the methanolic fraction inhibited celbilar
growth and canzed a vanety of morphalogiral wariations in size as well as deformities in the bacterial cell walls, establiching an
of Bamboo (PHMCE]) and has benafits oo the society and emvironment as a whole, as it demonstrates the possibility of adding wabhe
to 2 byproduct of pyralysis.

Eey words: Dendrocalamus asper, Eschenichia coli, Staphylococcus aumens.

1. Introduction

The overuse of anhbiobics increases bacterial
resistance, promofmg an ncrease In infectoms,
especially in the hospital context. Bacteria such as
Eccherichia coli and Staphylococens aurens represent
pathopemicity, and smdies of new chemeal
compounds with antmerobial activity are mperatrve
of these compounds as potential preservatrves makes
chenncal mdustries, among others [1-3] For fus

Corresponding swthor: Lociana JTankewsky, Ph D shadent,
I el avplicat

reason, the exploraton of undiscovered treatment
possihilities 15 needed.

Crade pyroligneous hquor 15 a sowrce of chemmcal
compounds with a diversity of applications, mostly as
boguid smoke. It 15 characterized as a brown hquid
comfzimng two distinet frachions: 3 water-soluble
compounds, and a lipid-soluble substance contamms
far [4-7].

Dendrocalanes asper (Schult & Schult) Backer ex.
E. Heyneke is an mmportant bamboo species m Brazl
that 15 commonly msidenhfied as Demdrocalamus
giganisus becawse both species are a kand of ziant
bamboo with large colm diameters [8, 9].
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In Brazml vanow programs exst to research and
develop the use of bamboo fibers for home bulding,
either alone or as remnforcement in different types of
mairices, such as soil and cement composites [9-11].
These kinds of meentives were established by Law
1248472011, which established the Mahonal Pohey
for Incemhves for Sustainable Management and
Cultivation of Bamboo [12], amung o promote the
development of bamboo culture m Brazil 2= well to
incenfrvize research on this non-tmber product of
lhpnocelnlosic constituhon a5 a source of iomass for

f mojor infterest = the use of bamboo as an
alternative raw matenal to produce charcoal, tormefied
biomass, and activated carbon, In conirast fo the
relatrve disinferest in other products of pyrolysis [13]
such as pyroligneous hquor (FL).

Several properties of bamboo leaves and stem are
already recogmzed [14, 15] A study conducted on
methanolic extracts of D asper leaves and pathogemc
E coli demonstrated s potenfial antimicrobial
activity [16].
however, a comparstve siudy of different
Limocelllosic bomasses, including bamboo, 1
pyroligneous hauor showed antrviral acinaty [17].

Vanables such as  lipnocellulosic  matenal
temperature used to obtain crode pyrohipnecus hquor,
the PL are even less well-explored .

The aim of this origmal study was to determne the
bactena of the methanche frachion obtained at 350 °C
of the pyrohignecus Liguor from I asper, a low-valoe
byproduct obtamed m the production of charcoal via
Pyrolysis.

1. Materials and Methods
2.1 Obeaining the Timber Marerial

D asper was collected at the Research amd

Campinas, located m the city of Tatui, State of S50
Paulo. Culms 3.0 m long were cuf from bamboo
chomps clder than three years and transporfed to the
Department of Forest Sciences faclibes. The culms
were ripped info small peces, milled in a Wiley mll
(mesh 0.85), and oven-dned to approsomately (e
moisture content

2} Preparation qf the Mathanolic Fraction of the
Pyroligneous Liquor af D. aper

The milled and dried matenal was submutted to a
pyrolysis process at a contolled temperatwe of
350 °C, and pyrolipmecus hauor was obtzined b
condensation of the velahile gases within 4 hows of
heane [20:100 ml (3 tmes)] as organic solvents
(Merck, Sigmz-Aldnch). Sohvents were evaporated at
40 °C m a rotary evaporator, and the edracted
fractions were stored at 4 °C.
(PMF) was a dark trown hogmd, with high viscosity
and the chaacteristic smelt of Ligwd smoke; and
highly soluble in methanol

2.3 GOMS Analysis
quadnupole mass spectrometer with hmear type modsl
3975C (Aglent) fitted with an injector at 280 °C,
cohmm 30 m lonz > 025 pm 1d., and 0.25 pm film
thickness (Stabdwax). The GC oven temperature
program was beld at 62 °C for 6 mn and then
mereased fo 110 °C at a mte of 10 “C/oun and finally
t0 215 °C at a rate of 3 “C/min for 15 mm The other
at 1.0 ml'oun an ingecton volhome of 1.0 pl., a sphit
ratio of 501, ion sowrce energy of 70 &V, and a mass
range of m'z 33-550 Da.
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For wdenfification of the compounds detected in the
chromatograms, the MIST1] mass spectral database
and the Automated Mass Spectral Decomvoluhon and
2 4 Diffusion Dise Assay
{(Mational Agency of Samtary Vigilance), FDA (Food
and Dvuz Adnunistration), and MOCLS (Mational
Comrrttes for Climieal Laboratory Standards)y [18-20].
Al materials used in the tests were aufoclaved af
110 °C for 20 min Two strains Escherichia coli
(ATCC 23282) and Swaphylococcus meeus (ATCC
35696) were wused for mesearch im Apphed
Microbiology Laboratory.

First, the bacteria were defrosted from -80°C, and a
vohme of 30 pl. at room temperahmre was moculated
in baqmd Luna-Bertam (LB} culture mediom at 37 °C
for 24 howrs in a shakng incubator. Simmbtanecushy,
the same LB mednm now contamng agar, was
powred info Petri dishes (15 cm diameter) mside the
laminar flow chamber. Mext, the plates were menbated
in a chenueal oxygen demand ineubater (ODD) at
37 °C for M bows. After the incubation penod
100 pl. of each bactermim was imoculated by
scattermz in the Pein dishes, remammg m residence
for 15 mun m the ODI for adhesion and growth of the
bactena.

241 Application of Samples

For the diffusion disc assay, a standardized paper
dise (6.0 mm diameter) mypregnated with 0.0 mg of
according to the parameters established by the Climeal
& Laboratonal Standards Instrtute (CLSI), was used
as a postfive confrol; and methenol was used a= a
pegative control.

Sanples of methanchc frachon were diluted and
bomosemzed m methano]l at fowr dfferent
concentrations (0.25, 1.0, 1.5 and 2.0 mg'pl). From
each ope solution, 0.5 pl. was added with 2 volumetric
pipette onfo paper discs (6.0 oum diameter) inside the

lammmar flow chamber. Dhses samples of PMF and
negative control with methanol were submitted to an
evaporation process to elirmnate the sohvent.
mpreznated with concentrations of 025, 1.0, 1.5 and
2.0 mg/pl. zrve a PMF content of 0.125, 0.500, 0.750
and 1.000 mg per dise, respectrvely.

dishes, previoushy prepared as descmnbed above, and
then incubated m an ODI for 24 howrs.

Abzence of bacteria radial growth around the paper
measurements. of the mbition hale diameter with an
electrome pachymeter (Mituovo).

2.5 Scarming Electron Microzcopy Imaging

A sample of 0.25 mg/pl. (0.125 mg) collected af the
end of the disk diffosion assay was infiltrated m
Eamovizky fixative and stored at 4 *C. The cell pellet
of each bactenia to be analyzed was homogenized m
the Eamovisky fixative and 5 pl was added to a glass
grid covered with s-poly-l-lysine for 15 pun, followed
by an ethanol dehydrabion sequence in senes
concentrations [30, 30, 70, 90, and 100% (3 times)]
for 10 mun at each stage. Soon after, they were dned
and metahzed with gold The samples were then
model LEQ 435VP, Zeiss, Gemony) to produce
mmapes saved m TIFF format [20].

2 6 Statistical Analyses

The statistical delineation adopted was a factorial 2
# 5 (bactena x conceniration) design with 4
replications. ANOVA was applied fo the total result=
and the Tukey test was used to compare means. The
3. Results

The GC/MS results were expressed according to the
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following parameters: retention tme () of each
compound mn the chromatogram, expressed I mimstes;
qualitzive analy=zis Q4 with score ranging from 0 to
100), which 1= the mass spectra database that reflecis
the sumlanity of the mass spectum obtamed with
those registered m the used hbmnes, ad considermg
as a hrmt for compound dentification 2 score equal or
reater than 70,

Through GOMS amalymis it was posmble to
qualitatrvely identify 92 chemical compounds in the

14 ESE

P 11744

22352

150007

el 10,095
1o.4c =
120007

1o
0030000
390000

TRHTVN

EJO0

S0

AN |

R LETT

TIC. MF%

zrEag 41

obtamed at 350 °C, as can be observed m the obtained
chromatopram (Fig. 1). The phenols and denvative
compounds present in the methanclic frachon are
related m Table 1.

A concentration of 025 mg/pl (0.125 mg) was
mufially used m a comparstve screemmy of the PL
methanol and hexane frachons at 350 °C, in the disk
diffirion test, to assess possible antimderobial actvity.
The results allowed us to select the most sntable
fractionation and to determine the conrentrations to be
subsequently evahuated

THr o Fﬂ I'"I'l mm "I'I".I'l :'|ll'ﬂ

"

™ v'rr Tyl .1:11'.n k.

Fig.1 Chromatogram of chemical componnds identified throngh GC/MS analysis.
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Table 1 The phenols and derivatives of chemical composts fonnd in the GCALS of the methanolic fracton of pyroliznesns

liquor of Demdrocalomus asper obtained at 350 =C.

Phenolic compost and derivatives T, (min) A% QA
Methoxyphenol (Fuaiacal) 181 24 o7
Crensol 21.588 066 oh
Maltol 21313 045 o
Phenal 12851 3B o5
Dimethoxyphenol 30170 6.81 o7
Dimethoxy-4-propenyiphenal 37367 026 o7
Vanillin 38001 028 o7
Catechol 41348 516 o5
1,: Iefenton fme; A% perCeniage ATEA; analysis.

The results of the diffosion disk assay, which are
presented m Table 2, comrcborate the antivmicrobial
effect of the PMF on the growth of E cofi and S5
aurens. These results clearly demonstrate that the
effects: of the methanolic fracton af different
concenfratons, as well as the appiolhn effect, ae
simalar for both bactena (E. coli and 5. aureus).

In relation to E. coli, statistical analy=is showed that
PMF at 0125 0500 and 0.750 mg has simmlar
can be apphed to concenbations of 0.500, 0.750 and
1.000 mg. Only the higher PMF dosage, 1.000 mg, is

eticall valent fo ampicill

The results obtzmed with 5. aurens are very sumlar.
Mathanolie extract 2t 0.125 and 0500 mg showed the
same effect, according to the Tukey fest; and dosapges
of 0.500 and 0.750 mg, as well dosapes of 0.730 and
1.000 mg, were aquivalent.

1.000 mg and ampicillin dosage of 0.010 mg in
mlation to E. coli was not observed on & aurews.

The values from Table 2 also make evident a direct
and mhibition halo diameter, which is analyred in
Fig. 2. The linear regression analysis showed that for
mamly as a response to the increase in concentration,
has a coefficient of defermination (F) greater fhan 0.75
{p = 0.01). This result can be mberpreted as evidence
of the microbial action of the methanolic extract.

Samples collected af the edzes of the mhibition halo
mutially wsed m the screeming, 025 mg/ul (0,125 mg),
were analyzed by SEM, venfying the morphological
differences between the control (imtreated) bactena
and the bactena submitted to treatment with the
methanohc fraction, as demonstrated m Figs. 3 and 4.
To make these compansons, it 15 necessary to know
the nommal morphological patterns of the bactena, in
which they mamfest thear pathogenicity.

In Fig. 3, i 15 possible to analyze SEM mmages of 5
aurens_ The bactenal contrel shows cells that were not
subjected o any treatment, which appear in the shape
of a coccus with regular mospheology, standard
dizmeter, and regular groupmg (Fig. 3A). After
freatment with the methanohe fraction the cells ae
mregular in size and cell walls present alferafions as
mgosity, mostly without the sphencal shape; some
with a visible section mn the aaal xos. The presence of
an extracellilar substance can be noted (Fiz 3Bl
Those differences were not observed in the control
bacteria Dhifferences between control and teated
bacterial cells may be mdicative of cell growth
profile.

In Fig. 4, 1t is possible to analyze SEM images of E
coli. In the bacterial conofrol, cells that were not
subjected fo any trestment have regular morphology
and rod shape with standard diameter and regular
grouping (Fig. 44).

After treatment with the PMFE, the bacteria did not

117



118

Antimicrobial Activity of the Methanolic Fraction of Bamboo Pyroligneous Liguor a9

Table ? Mean diameter (mm) of the imhibition halo (absemce of bacteria radial growih) due to the presemce of the
methanalic fraction and ampicillin

Desage (ms)

Bacteri r— T — PP
0135 0,500 0.750 1000 0000

E calf L6 BATF ERTE 16,732 o=

5. mureus 10.774+ 12744 149740 1685 1160
gL A ther 1o the e o 1

Means with same letter in borzontal direction do not differ ameng sself Tukey test, p <2 0035,

AMNOVA (5, 10)=5898, p <0.01.
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HEmigtm 02 [
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H i
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Fig. 1] Limear regression mmhhmmmmt:mﬁ-ﬂiﬂﬁf-“
diamefer.

Fig. 3 Scanning eleciron microscopy: Staphylococens aurems.

34 Bacteria without treatment; cocci show spherical form and nonmal sizes (amows). 3B Bacteria submitted to treatment with the
methanolic fraction, with oval cocous merpbology (amow in ellipse); a secessional line in a cell of abnormal size and form (amow);
mupesity I the cocoss celbalar wall (open amow); and an exmcellnlar substance (furtive amreow). (Bars = 0.5 pm).
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Fig. 4 Scanning electron microscopy: Evcherichic coli

44" Bacteria without treatment showing rod form and normal size (amow). 2B, 4C, and 40 Bacteria submitted to treatment with the
methanolic fraction. 3B: Deformations in the bacterimm, whose normal rod mophology is medified, shewing omves (amow). 4C:
Presence of ongihadmal sections in the bacteriom as well as mgesity in the tofal extension of the cellular wall (open amow). 40
Bending i the final prolongation of the bacterium (amow in ellipse). (Bars = 1.0 um).

Bactenial cells, after treatment, exdubrted a vanety of
morphological vanahons in size and deformities m the
cell wall (Figs. 4B-4D), confirming the antirmerobial
actrvity profile.

4. Discussion

Bamboo speries are classified as prasses, having
mny ki Thulosic. similarities with wood, except
present In greater quantity in the bamboos Its
chemucal composifion has as s main components
cellulose (35%) and lignm (25%), and it also contains
acids [21, 22].

Difs i chemical tion of fhe
b Thalosi il and Fesi

bave qualitatrve and quantifative effects on the
PL, indifferent to henocellilosic material [16, 17, 27,
28], or temperature. The temperature at 350 “C shows

the orgame sohvents methanol and hexane  Methanel
15 a polar sohent which exdbracts by affimty
compounds with more polar or medmm polarty
characteristies from crude PL. Hexame, due fo its
nonpolar charactenstics, extracts compounds of
tomic compomds, such as tar and polyeyvelic aromatc
hydrocarbons  (PAH), are excluded from the
methanche frachon For this reason, the methanche
fraction was selected for the proposed tests.

The chromatopram in Fig. 1 shows all 92 chenucal
compounds are 1dentified through absorbance of the
ketones, aldehydes and lactones, among others.
However, the compommds wath greater focus m the

Previcus studies on crude bamboo PL have focusad
present an aromatic nng and a short catbon chain
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food companies are widely known [14, 22-26]. Table
] Ighhght= the phenolic compounds whose
qualitziive 1denbificabon by MS are comparable to
those ones described by other authers.

Many of the phenche compounds present m the
PMF show pharmacological actnity m  diverse
organic systems; however, other chenmieal conpomds
may be related to antirmerobial actmaty, as shown in
Table 2. In a fraction of such chemmeal complesaty, it
is impossible to assigm this actvity o a2 smgle
chemmcal compound.

The mmages in Figs. 3 and 4 from SEM evidence the
alterations found m E coli and 5. awens, unfreated
and with treatment Therefore to know the normal
which confizure them a5 pathopeme allowed
in this analy=is.

5. aureus 15 a Gram and catalase-posiitve bacterium
whose size vanes from 0.5 to 1.5 pm m dameter. Tt 15
ummoving, not encapsulated and presents itself with
diverse forms: 1solated, m pawrs, m short chains, and in
wregular amrangements. In the healthy human
organi=m 1f 15 found m the skin and nasal cavihes and
others [30].

E. coli it 5 a Gamnegatree bacterium of the rod
type, not sporulated with a faeultative anserobic
mefabolism, whose mohibity = allowed by the
presence of flagella. [tz dimensions are 1.1 to 1.5 pm
by 20 to 60 pm = a bactermem present m the
intestinal flora of omans and ammals and does not
present nisks to healthy indinduals. However, when
pathopemic as a result of ingestion or Imrmme system
disequlibeiem, 1t may cause diseases of the
gastromiestinal and winary systems [31].

Studies with aptmucrobial agents, of patwal or

syothetic ongm [32-34], do not present the same
alterations discovery with the treatment of the PMF at
350 °C, as show m Figs. 3 and 4. The inhibifion of cell
growth was observed m both bactena submutted to
treatment. Althoush 1t was not possible fo deteromne
the dosefresponse relatonship presemfed m Fig 2
proved a hnear melationship beteeen dose and the

This anfimierobial activity is impartant because of
hospital mfections related to these fwo bactena,
especially m mtensive therapy units. The eficlogy of
sepais i children and adolescents is related fo
bacterial pathogenicity and can cause death [35].

Along with hospital imfections, ofher items such as
foods can also cawse bactenal pathogemcity m
humans. In Brazl, accordmg to ANVISA Resolution
no. 79, those fems should mcorporate a preservative,
wiich 15 defined as “a chemmeal conpound, of natual
or syonthetic ongin that acts as a presemvative system,
whose mfention 15 to guaranfes the mtegnty of the
mdividuals as well as of products™ [36].

In the Climcal & Laboratory Standards Institute
(CLSIy MD100 ED23: 2018 mndelines, there am
categones of defimbions to mierpret the breakpomt of
mhibibon hale diameter vales (pm) m order fo
= M) mm), intermediate (mhibibion of halo 15-1% pom),
or resistant (inbobrfion of hale < 14 mon) [36].

If an anfvmcrobial compoumd 1= cateporized as
properly teated with the anfirmerobial agent at the
doseused m chinical therapy; the intermedhary category
cormespands to mfechons caused by the bacterum that
can be treated appropriately m places of the body that
physiologically allow the accunmlation of the
antimicrobial used m treatment, or for which a greater
dose can be used m climical therapy; the resistant
category comesponds to infectons m wiich the
action of the antimmcrobial agent, at its habitual dose and
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Table3 Categories definitions to interpret the breakpoint of inhibition halo diameter valnes (mm) of PMF and ampicillin in

Mean vahaes of the inhibition halo diameter (mm)

Treamen: If{.;';@' Ercharichia calf [ ——
5 T B 5 T R
0125 . . ] - . 10.77
PMF 0.500 - - 1342 - - 1274
(Pyrolizneous methanolic fraction)  (.750 - - 14.28 - - 14.91
1.0060 - 1673 - - 1585 -
Ampicillin 0.010 - 19.91 - 1.8 - -
T emmmve: 7T IMermediate, T Reisanr

bactenal mfechon, fhus allowing 1t to be associated
37

Analy=is of Table 3 shows that, for both bacteria,
dosape of 0125, 5000 and 7500 mg could be
categonized as resistant For E coli, the dosage of
1000 mg and ampicilhn ae cateporized as
infermediate For 5. aureus, the dosage of 1.000 mg is
. Siate and cillin s dered v,

Smee the breakpoint catepory of mhibition halos is
obtained from i virre and i vive evalustons, they are
considered robust predictors of probable climical
outcomes [33].

It should be pointed that the dosage of PMF with
effect equvalent fo ampicillin is 100 tmes greater,
respectively 1.00 mz and 0.0] mg At first sight thas
may seem an unfavorable mesolt, but it 15 pecessary to
consider that the PMF 1s an extract and ampicilhn 15 2

Even m higher dosapes when compared o
ampicilling the anfrmcrobial acton of PMF allows s
use 3 a presenvative m the food cosmebe, and
chermical mdustries; adding value to a byproduct of
bamboo pymoly=s.

The corelation of chemical composition with SEM
that the methanolic fraction of pyroliznecus Lguor
recovered from bamboo pymolysis at 350°C
demwmstrates potenfial as an antimmerobial agent for 5.

6. Conclusions

The wmpubhshed mesults obtuned from the
methanche frachon of D asper pyvrohneous Liquwer
obtamed at 330 °C demwonstrate compleaty m its
compounds. A dose-response relationship was found
m the four different concentrations evaluated
amabysis, 1t was possble to venfy morphological
differences between the confrols and treated 5. aureus
and E. coli. This findmg supports the National Policy
for Incentives for Sustamable Management and
Cultrvation of Bamboo (PNMCE), and has benefits to
soctety and to the ervironment as 2 whole becanse it
demonstrates the possility of addmg value to a
byproduct of pyrolysis.
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APENDICE D. Resumo das analises estatisticas.

D1. Analise de variancia dos rendimentos no processo de pirélise.

Rendimento do bambu pirolisado (%)

Fontes de Variacdo GL QSU(;Z;SES QLI:/?;;;dO Valor F Pr>F
Temperatura 2 4.509,56 2.254,78 618,47 <0,001
Residuo 6 21,87 3,65
Total 8 4.531,43

Rendimento do licor pirolenhoso (%)

. Somade adrado
Fontes de Variacdo GL Quadrados QLIi/Iédio Valor F Pr>F
Temperatura 2 2.109,97 1.009,99 181,56 <0,001
Residuo 6 33,38 5,56
Total 8 2.053,35
Perdas do processo (%)
. Somade Quadrado
Fontes de Variacdo GL . Valor F Pr>F
'ag Quadrados Médio
Temperatura 2 493,36 246,68 259,62 <0,001
Residuo 6 5,70 0,95
Total 8 499,06

D2. Andlise de variancia do poder calorifico e do teor de cinzas do bambu pirolisado.

Poder calorifico superior (KJ/Kg)

. Somade Quadrado
Fontes de Variacdo GL . Valor F Pr>F
'a¢ Quadrados Médio
Temperatura 2 24.325,6 12.162,8 1,06 n.s.

Residuo 12 137.665,6 11.472,1
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Total 14 161.991,2

Teor de cinzas (%)

. Somade Quadrado
Font V a L _ Valor F Pr>F
ontes de Variagcdo G Quadrados Médio alor r
Temperatura 2 23,95 11,98 76,03 0,01
Residuo 12 1,89 0,16
Total 14 22,06

D3. Andlise de variancia da atividade antimicrobiana (diametro médio do halo de inibicdo, em
mm) do Licor pirolenhoso integral (LPI), e das respectivas fracdes metandlica (FMeOH) e
hexanica (FHex), em relagéo as bactérias E. colie S. aureus.

Atividade antimicrobiana (halo de inibicdo, em mm), E. coli

Somade Quadrado

Fontes de Variacéo GL Quadrados  Meédio ValorF 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
Residuo 31 233,20 7,52
Total 35 873,39

Atividade antimicrobiana (halo de inibicdo, em mm), S. aureus

Somade Quadrado

Fontes de Variacao G Quadrados  Médio ValorF 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
Residuo 31 192,59 6,21

Total 35 673,55
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D4. Andlise de variancia dos resultados de atividade antimicrobiana (diametro médio do halo
de inibicdo, em mm), obtidos no ensaio dose-resposta, da fragdo metandlica de 350°C
(FMeOH2), em relagdo as bactérias E. coli e S. aureus.

Atividade antimicrobiana (halo de inibicdo, em mm), ensaio dose-resposta

Somade Quadrado

Fontes de Variacao GL . ValorF Pr>F
¢ Quadrados Médio

Bactérias 1 0,075 0,075 0,026 n.s.
Concentracbes 5 718,230 143,646 50,015 0,01
Residuo 5 14,360 2,872

Total 11 792,845




