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RESUMO

Aproximadamente um ter¢co dos alimentos produzidos para consumo humano
sdo perdidos ou desperdigcados, o que representa cerca de 1,3 bilhdo de
toneladas por ano. Dentre os organismos que causam doengas em plantas, 0s
fungos fitopatogénicos sdo os mais destrutivos e impdem grandes danos aos
sistemas naturais e de producdo. Atualmente os fungicidas sintéticos sdo os
principais meios de controle de doencas ocasionadas por fungos, entretanto, o
uso continuo e sistematico de fungicidas pode selecionar fungos com multiplas
resisténcias. Neste contexto, os fungicidas alternativos emergem como uma
ferramenta promissora para controle de doencas em plantas. Inicialmente a
conversdo térmica de biomassa lignocelulosica surgiu como um processo
sustentavel para producdo de biocombustiveis, entretanto, em funcdo da
diversidade de compostos quimicos, outros estudos vem sendo realizados
visando novas aplicacdes. Neste trabalho o bio-6leo de esterco bovino
produzido a 400, 500 e 600 °C, bem como suas respectivas fracdes aquosas,
tiveram suas atividades antifingicas avaliadas in vitro frente a fungos
fitopatogénicos como o Fusarium solani e Lasiodiplodia theobromae. Os
melhores resultados foram observados para a fragdo aquosa produzida a 400
°C, obtendo na concentragdo de 4000 pg mL* um potencial fungistatico de
100% e potencial fungicida para os fungos Lasiodiplodia theobromae e
Fusarium solani. Os bio-6leos produzidos em todas as temperaturas de estudo
apresentaram potencial fungistatico, porém quando submetidos a analise de
variancia e caracterizacdo por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de
Massas (GC/MS) e Espectrometria de Massas com Transformada de Fourier
(FT-MS), ndo apresentaram diferencgas significativas quanto a sua composic¢ao,
apresentando majoritariamente classe de compostos oxigenados. A
caracterizacdo por GC/MS apresentou os compostos fendlicos como principais
constituintes dos bio-6leos, sendo que o aumento da temperatura de pirélise
proporcionou um aumento relativo da area referente a esses compostos. O
processo de extracdo liquido-liquido foi pouco eficiente para a caracterizagédo
das fracbes aquosas por GC/MS, entretanto, as andlises realizadas por FT-MS
apontaram diferencas significativas principalmente para a fracdo produzida a
400 °C, sendo identificadas majoritariamente classes de compostos aromaticos



nitrogenados. Este estudo prévio demonstrou o potencial do uso do bio-6leo e
da fracdo aquosa proveniente da pirdlise de esterco bovino como uma fonte
alternativa de fungicidas, visando minimizar a poluicdo ocasionada pela
biomassa em estudo, agregando valor aos produtos, ampliando o range de

aplicacdes e minimizando as perdas nas produgdes de alimentos.

Palavras Chave: Fusarium solani, Lasiodiplodia theobromae, fungicidas

alternativos, esterco bovino, bio-6leo, fragdo aquosa.



ABSTRACT

About one third of food for human consumption is lost or wasted, representing
around 1 billion tons per year. Among the organisms that cause diseases in
plants, phytopathogenic fungi are the most destructive and impose huge
damage to natural systems and production. Currently synthetic fungicides are
the main means of controlling diseases caused by fungi, however, the
continuous and systematic use of fungicides may select fungi with multiple
resistance. In this context, alternative fungicides emerge as a promising tool for
disease control in plants and the thermal conversion of lignocellulosic biomass
can contribute to this field. In this work, the bio-oil of cattle manure produced at
400, 500 and 600 °C, as well as their respective aqueous fractions, had their
antifungal activities evaluated in vitro against phytopathogenic fungi as
Fusarium solani and Lasiodiplodia theobromae. The best activities were
observed for the aqueous fraction produced at 400 °C, obtaining a fungistatic
potential of 100% at the concentration of 4000 uyg mL* as well as a potential
fungicide for the fungi Lasiodiplodia theobromae and Fusarium solani. The bio-
oils produced at all studied temperatures had presented fungistatic potential,
but when subjected to analysis of variance and characterization by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) and Mass Spectrometry with
Fourier Transform (FT-MS) did not present significant differences as to its
composition, presenting mainly oxygenated class of compounds. The
characterization by GC/MS presented the phenolic compounds as main
constituents of the bio-oils, and the increase of the pyrolysis temperature
provided a relative increase of the relative area of these compounds peaks.
This previous study demonstrated the potential of the use of bio-oil and the
agueous fraction derived from the thermal conversion of cattle manure as an
alternative source of fungicides, aiming to minimize the pollution caused by the
proposed biomass, adding value to the products, expanding the range of

applications and minimizing losses in food production.

Keywords: Fusarium solani, Lasiodiplodia theobromae, alternative fungicides,

cattle manure, bio-oil, aqueous fraction.
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1 INTRODUCAO

Segundo o estudo de Perspectiva da Populagcdo Mundial das Nacbes
Unidas (2017), a populagdo mundial continua crescendo, embora em um ritmo
mais lento. Em 2007 o crescimento da populacédo era de 1,24% ao ano. No ano
do estudo realizado, esse percentual foi reduzido para 1,10% ao ano. Mesmo
diante desta reducéo, isso representa um acréscimo de 83 milhdes de pessoas
por ano no mundo. Nos proximos 13 anos a populacdo devera aumentar em
mais de um bilh&o, sendo estimado o quantitativo de 8,6 bilhdes, 9,8 bilhdes e
11,2 bilhdes de pessoas para 2030, 2050 e 2100, respectivamente [1]. A Figura
1 apresenta o crescimento populacional atual e a projecdo para 0s proximos

anos.

Figura 1. Perspectiva de crescimento populacional no mundo nas préximas
décadas. Fonte: Dados adaptados de: World Popul. Prospect.(2017) [1].
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Em virtude do crescimento populacional a producdo de gréos deve mais
gue dobrar para atender as necessidades alimentares da populacdo [2,3].
Diante desse expressivo crescimento a Organizacdo das Nacbes Unidas
(ONU) e a Organizagao das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) afirmam que ha a necessidade de aumento na producdo de alimentos
em torno de 70 a 100% [4,5].

Entretanto, um dos problemas evidenciados, e que tem dificultado o

aumento da producdo de alimentos, sdo as perdas durante o ciclo, que



compreende desde a producdo até a mesa do consumidor. Nesse cenario,
existem dois modos de perdas: o primeiro que esta relacionado aos alimentos
gue sdo destinados ao consumo, porém perdidos durante as etapas de
producédo, poés-colheita, processamento e distribuicdo; e o segundo, em que 0s
alimentos sédo descartados pelo consumidor [6]. A Figura 2 apresenta a

distribuicdo de perdas de alimentos no mundo.

Figura 2. Distribuicdo global de desperdicio de alimentos e perda de alimentos
(milhdes de toneladas). Fonte: Batt, C. A., 2016 [6].
Ao contrario dos residuos gerados pelo consumidor no mundo desenvolvido, mais de

90% de todo o desperdlmo no desenvolvimento da Asia e Africa ocorre durante a
produgéo, pés-colhelta processamento’e distribuicao.
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A perda de alimentos é mais acentuada em paises em desenvolvimento
do que em paises desenvolvidos. Ja a quantidade de alimentos produzidos,
mas nao consumidos em paises desenvolvidos é maior que a ingestédo total de
alimentos em paises em desenvolvimento [6].

O crescimento em termos de producdo torna-se um desafio,
principalmente em virtude das perdas no processo, sendo necessario combinar
0 uso eficiente da terra agricola com a conservacdo da biodiversidade [4].
Aproximadamente um ter¢co dos alimentos produzidos para consumo humano
sdo perdidos ou desperdicados, o que representa cerca de 1,3 bilhdo de

toneladas por ano [7].




Dentre as culturas os danos causados pelos fungos e
consequentemente o percentual de perdas é distribuido da seguinte forma,
30% para cereais, entre 40 e 50% para raizes, frutas, hortalicas e sementes
oleaginosas, 20% para carne e produtos lacteos e 35% dos peixes. Segundo a
FAO esses alimentos seriam suficientes para alimentar dois milhdes de
pessoas [8].

Evitar a perda de alimentos € um ponto importante para reduzir a fome,
aumentar a renda e melhorar a seguranca alimentar. Isso deve ocorrer
independente do nivel de desenvolvimento econdmico e maturidade dos
sistemas de um pais, elas devem ser reduzidas ao maximo, pois representam
um desperdicio em termos de recursos utilizados, como agua, terra, energia e
insumos. Além disso, alimentos que ndo serdo consumidos levam a emissdes
de COzdesnecessarias [7].

Dentre os principais fatores que contribuem para as perdas de alimentos
no mundo, a deterioracdo por microrganismos talvez tenha uma importancia
maior que a seguranca alimentar, levando em consideracdo as perdas
econdmicas e a necessidade de producdo. As consequéncias de consumir
alimentos inseguros e doencas transmitidas sédo fatores expressivos, porém a

perda de alimentos devido a deterioracao também é devastadora [6].

1.1 Producéao e meios de controle

O Brasil é atualmente um dos principais fabricantes e exportadores de
alimentos, fibras, carne e energia, e um dos maiores produtores de café, milho,
soja, cana-de-agUcar, oleaginosas, laranjas e uvas [9]. Apresentado uma das
maiores taxas de crescimento da produtividade agropecuaria [10]. Entretanto,
estima-se que sem a utilizacdo dos defensivos agricolas, a producdo seria
reduzida em 47,6% [11]. Nesse sentido as doencas de culturas precisam ser
adequadamente controladas para manter um nivel aceitavel de rendimentos
guantitativos e qualitativos [12].

Além das perdas econdémicas relacionadas a redugdo na producédo, o
controle de pragas exige medidas que aumentam gastos, contribuindo para
gue 0s danos que esses organismos causam a economia e ao meio ambiente

também aumentem [9]. Anualmente, os prejuizos mundiais ocasionados em



virtude das perdas econémicas nas colheitas chegam a bilhdes de délares, e
estes estao relacionados diretamente com as doencas em plantas [13].

Entre os principais fatores que limitam a obteng&o de altos rendimentos
da agricultura estdo as pragas [11] e os microrganismos que causam doencas
em plantas, que incluem fungos, omicetos, bactérias, virus, protozoarios,
nematoides e além de plantas invasoras. Dentre todos, os fungos sdo os que
causam as doengas mais destrutivas das plantas e impdem grandes danos aos
sistemas naturais e de producéao [12].

Fungos fitopatogénicos sdo altamente destrutivos e responsaveis por
verdadeiras tragédias, como exemplo, temos o caso da requeima da batata que
afeta severamente as partes aéreas e o0s tubérculos das plantas, fato que
correu na Irlanda nos anos de 1845 e 1846. A batata era a base da
alimentacdo e a doenca causada pelo fungo Phytophthora infestans causou
destruicdo e perda de 80% da producdo. ApoOs este periodo a populacéo
irlandesa foi reduzida em 2,5 milhdes de habitantes. Onde 1,5 milhdo morreu
de fome e desnutricdo e um milh&o imigrou para outros paises, principalmente
para os EUA [11].

Um exemplo semelhante ocorreu no Brasil, envolvendo o mal das folhas
da seringueira, doenca causada pelo fungo Microcyclus ulei. Até o inicio do
século 20, o Brasil e o Peru eram os Unicos produtores de borracha natural no
mundo, obtendo a producéo de &rvores que cresciam naturalmente na floresta
amazobnica. Com o objetivo de aumentar a producdo foram plantados 70
miln6es de mudas de seringueira em uma area de um milhdo de hectares,
entretanto, o mal-das-folhas devastou as plantagdes [11].

As perdas econbmicas sdo evidenciadas também durante o pds-colheita,
0 armazenamento e no transporte de frutas e vegetais [14]. Estes estdo
frequentemente sujeitos a variacdo nos niveis de podriddes, principalmente
devido a fungos patogénicos que geralmente infectam o hospedeiro atraves de
feridas realizadas durante a colheita, manipulagdo e/ou processamento [15].

Os danos causados por patégenos podem ser minimizados utilizando
estratégias de controle bem sucedidas como: reducdo de seus inoculos,
inibicdo de seus mecanismos de viruléncia, promocédo da diversidade genética
em culturas com o uso de plantas geneticamente modificadas e agentes de

controle biolégico [9,12].



Os produtores, nos dultimos anos, tém conseguido evitar perdas
expressivas por meio da aplicacdo de fungicidas, mas ndo sem despender de
valores expressivos [11]. Atualmente, os fungicidas sintéticos sdo os principais
meios de controle de doengas ocasionadas por fungos, durante o plantio e pés-
colheita [15,16]. Em especial o imazall (IMZ), tiabendazol (TBZ),
ortofenilfenato de sodio, fludioxonil, pirimetanil ou diferentes misturas destes
compostos [15].

O Brasil é um dos maiores consumidores de defensivos agricolas,
incluindo inseticidas, miticidas, fungicidas e herbicidas, e as vendas desses
produtos atingiram US$ 8,5 bilhdes em 2011 [9]. O mercado de defensivos
agricolas no Brasil foi estimado, em 2012, em 9,7 bilhdes de délares (R$ 19,4
bilhGes). Deste valor, o mercado de inseticidas e acaricidas, com 36% (3,6
bilhdes de délares), seguido por herbicidas, representou 33% (3,2 bilhdes de
dolares), fungicidas com 27% (2,5 bilhdes de ddlares) e outros, com 4% (0,4
bilhGes de ddlares).

As principais culturas que utilizam defensivos agricolas sédo soja,
algodao, cana de acucar, milho, HFF (hortalicas, frutas e flores), café e citros.
Tornando-se evidente a importancia do manejo quimico das doencas e pragas
[11].

Em virtude da acédo rapida e eficaz, os fungicidas tém sido amplamente
utilizados pelos agricultores para controlar as doencas fungicas em plantas e
numerosas classes de fungicidas foram desenvolvidas e se diferenciam em
seus modos de acbes [12]. Entretanto, 0 uso continuo e sistematico de
fungicidas com um mecanismo de acao especifico pode levar a selecdo de
populacdes de fungos tolerantes. Tornando-se necessario adotar como medida
de manejo uma correta rotacdo de fungicidas para prevenir a selecdo de
fungos tolerantes, o que exige cada vez mais a oferta de produtos pertencentes
a diferentes grupos quimicos para atender a essa demanda [11].

Apesar dos fungicidas sintéticos serem amplamente utilizados para
proteger as culturas, agora estdo em debate devido ao desenvolvimento da
resisténcia, bem como as preocupag¢fes ambientais [17]. Além disso, o0 uso de
fungicidas esta se tornando cada vez mais restrito devido a regulamentacéao,

carcinogenicidade, alta toxicidade residual e aguda, longo periodo de



degradacédo, poluicdo ambiental, e com a crescente preocupacdo do publico

com residuos quimicos em frutas [15].

1.2 Resisténcia e fungicidas alternativos.

O uso continuo desses fungicidas resultaram em fungos com mudltiplas
resisténcias, complicando ainda mais o tratamento das doencas [15]. Muitos
dos fungos economicamente importantes desenvolveram niveis de resisténcia
alta a moderada a fungicidas, como por exemplo, para o dicarboximides,
fenilamidas, 2-amino-pirimidinas, aminas, entre outros [18].

Devido ao efeito negativo de produtos quimicos sintetizados e o
aumento da resisténcia de patogenos, aléem do alto custo de criar novos
produtos quimicos, os métodos de controle alternativos tornaram-se
necessarios [19]. Neste contexto, os fungicidas alternativos emergem como
uma ferramenta promissora para controle de doencas em plantas, e o
crescente interesse pode ser observado na busca de novos compostos naturais
com essas propriedades [17].

Recentemente, varias abordagens biolégicas e promissoras foram
propostas como potenciais aos fungicidas sintéticos no controle de doencas.
Entre as varias alternativas estdo os compostos derivados de plantas como 0s
Oleos essenciais, que sdo compostos naturais, volateis e complexos,
conhecidos por seus efeitos antibacterianos, antifingicos, antivirais,
antioxidantes e propriedades medicinais [15].

Diante do emergente mecanismo de resisténcia dos fungos a fungicidas
ja utilizados comercialmente, os fungicidas alternativos sdo um ponto
importante na busca por novos componentes que possuam a agao antifingica,
nesse sentido a biomassa que também tem seu estudo ampliado devido ao alto
valor agregado de seus produtos pode ser uma fonte viavel para a producao de
fungicidas alternativos, além de manter o equilibrio em termos de poluicdo, é
uma fonte econdmica de producdo, uma vez que, 0 esterco ndo possui um alto

valor comercial.



1.3 Fungos fitopatogénicos

Os fungos fitopatogénicos causam muitos danos as culturas [16]. Uma
vez que o fungo € introduzido em um jardim, viveiro, estufa ou campo, pode
sobreviver por anos em uma variedade de tipos de solos, independentemente
de qualquer planta hospedeira [20]. As infec¢cbes ndo resultam apenas em uma
reducdo nos rendimentos e, portanto, em perdas econdémicas, mas também na

producdo de micotoxinas que ameacam a saude humana e animal [17].

1.3.1. Fusarium solani

O género Fusarium pertence a familia Nectriaceae, € um fungo
filamentoso, sendo amplamente distribuido no solo [20], constituindo-se de
algumas das espécies de fitopatdbgenos mais agressivas [21,22]. Esse
patégeno causa doencas em uma ampla gama de plantas, incluindo frutas,
vegetais, cereais e plantas ornamentais. Muitas plantas tém pelo menos uma
doenca associada ao Fusarium, que sdo conhecidas por infectar varias partes
da planta, desde as raizes até as partes aéreas [25,26].

Sob condigcdes ambientais favoraveis, podem causar deterioracao
cortical, podriddo da raiz, murchiddo das folhas e, finalmente, a morte
prematura das plantas, conhecida também como morte subita [18,22]. A Tabela
1 apresenta alguns estudos cujas as doencas em culturas estdo associadas ao

Fusarium solani.

Tabela 1. Espécies de Fusarium solani associados a doencas em culturas.

Espécie Cultura Doenca/Sintoma Pais Referéncia
. J. Mansfield et
F. solani f.

. al.,, 2012 e
sp. Orquideas Amarelamento . ! _
phalaenopsis (Phalaenopsis) de folhas Taiwan Leslie, J. F.;

Summerell, B.
, 2006 [22,24].
F. solani f. Mancha foliar, Srivastava,
ferrugem da . )
SP- Orguideas folha, podridédo Haval S.; Kadooka,
phalaenopsis 9 foliare do C.; Uchida, J.
Y., 2018 [20].

pseudobulbo

Continua...



...Continuacdo da tabela 1

a : De la Lastra
E solani Morango Podridao da raiz Espanhal e o al.. 2018
e frutos Paquistao
[26].
Fusarium . i
solani Oliveiras (E)Iea I:;doilggg? Tunisia Ben Amira et
(Fs014) europaea L) al., 2017 [21]
Vinte Feijoeiro
'ess()laéiioessd dee (Phaseolus Podriddo da Raiz Camardes  Toghueo et
Fuzarium vulgaris L.) al., 2016 [27]
(FS1-FS20)
. Manga Mancha foliar Malasia Omar et al.,
F. solani (Mangifera
- 2018 [23]
indica L.)

Nos seres humanos, € conhecido por causar micotoxicoses, queratites
fungicas e muitas outras infeccdes localizadas e invasivas, afetando
principalmente a individuos imunocomprometidos [18]. O primeiro caso de
peritonite em paciente com cirrose hepatica em estagio terminal ocasionado
por Fusarium solani foi relatado em uma paciente de 56 anos de idade em uma
unidade na Alemanha [28].

Uma mulher de 58 anos apresentando a sindrome mielodisplasica
(SMD), com risco de evolucdo para leucemia mieldide aguda, relatou uma
lesédo dolorosa com crosta aproximadamente 7 por 5 cm que evoluiu para
Ulceras, sendo o Fusarium solani associado ao sarcoma granulocitico,
detectado apds cultura, microscopia eletrénica e sequenciamento de DNA [29].
Um outro caso ocorreu a uma mulher de 43 anos com uma Ulcera de cornea
refrataria em seu olho esquerdo, sendo detectado o caso de queratite, apds

analise metagenémica o Fusarium solani foi detectado [30].



1.3.2. Lasiodiplodia theobromae

Lasiodiplodia theobromae € um membro da familia Botryosphaeriaceae,
foi reconhecido como um importante patdégeno da madeira mundialmente
associado a varios sintomas da doenca, incluindo destruicdo, podriddo do
tronco, goma e declinio [28,29]. Esta familia contém inimeras espécies de
fungos que ocorrem como saprofitas, parasitas ou endofitos em uma variedade
diversificada de hospedeiros de plantas [30,31,32].

O fungo Lasiodiplodia theobromae se destaca na agricultura devido a
perdas em espécies de frutas tropicais, tanto no sistema de cultivo como na
pés-colheita [36]. Das inUmeras doencas que comprometem a producdo de
caju, a resinose que é causada por Lasiodiplodia theobromae é considerada
uma das doencas mais importantes para a industria [30,37]. Esta espécie de
fungos foi relatada pela primeira vez nessa cultura em 1990 e logo foi
reconhecida como uma das doencas mais importantes da safra no nordeste do
Brasil [30,38,39].

Os principais sintomas desta doenca compreendem o aparecimento de
lessdes ao longo do tronco e/ou ramos, que se desenvolvem ao longo do
tempo e liberam uma goma caracteristica, resultando na reducéo do transporte
de agua e nutrientes, deterioracdo do ramo, queda da inflorescéncia, reducéo
da fotossintese e eventual morte da planta [30,38,39].

A produgéo de caju tem consideravel importancia social e econémica em
muitos paises, incluindo o Brasil, a India e alguns paises africanos,
particularmente porque as nozes e pedunculos (pseudofrutos) tém inameros
usos econbmicos [33,34]. A industria brasileira de caju é uma das principais
fontes de emprego e renda, contribuindo em grande parte para a economia do
Nordeste do Brasil [35,36].

Além da resinose, o Lasiodiplodia theobromae ja foi relatado em outras
culturas. A Tabela 2 apresenta estudos de doencas em culturas associadas ao

Lasiodiplodia theobromae.
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Tabela 2. Espécies de Lasiodiplodia theobromae associado a doencas em

culturas.
Espécie Cultura Doenca/Sintoma Pais Referéncia
Cachos de Peixinho et
Lasiodiplodia \Iltlgﬁzlar%\c/\; Podriddo seca Brasil al., 2017 [44]
theobromae
o , . Maftoonazad
l;ﬁ:g)g r'grlgglea Abacate Podridao do caule Canada et al., 2007
[45]
. Cancro (lesbes em .
Lasiodiplodia Falcataria folhas, frutos e China Jietal., 2017
moluccana [46]
theobromae ramos)
L Mango Rodriguez-
Essﬁgg;ei’)g; (Mangifera Morte da planta Peru Galvez et al.,
P indica) 2017 [47]
Seringueira Sajitha, K. L.;
Lasiodiplodia (Hevea podriddo mole India Maria
brasiliensis) Florence,E.
theobromae J:Dev. S A.
2014 [48]

Casos de doencas em humanos associada ao Lasiodiplodia theobromae
também sdo relatados. Um paciente com 59 anos apresentou uma leséo
cutanea no dorso do pé direito ocassionando um inchaco, a identificacdo do
Lasiodiplodia theobromae foi confirmada por sequenciamento de DNA [49].
Queratite foi detectada em um paciente com 68 anos no Departamento de
Oftalmologia do Forte de UHC Franca, relatando dor e diminui¢cdo da visédo do
olho direito, sendo o Lasiodiplodia theobromae identificado como agente causal
da doenca [50].

1.4 Contexto historico da conversao térmica de biomassa

O aumento na demanda por energia esta diretamente relacionado ao
crescimento populacional e ao desenvolvimento econémico [40,41]. Antes da

revolucdo industrial, a energia era obtida de recursos naturais e da producao



11

florestal. Porém a descoberta do petréleo bruto em 1860, mudou o modo de
consumo de energia para um padrao insustentavel, sendo o petroleo a base da
energia mundial [52].

As fontes de energia amplamente utilizadas ainda estao limitadas aos
fésseis convencionais, como o0 carvao, o petréleo e o gas natural [53].
Entretanto, o interesse em fontes alternativas de energia aumentou
profundamente durante as duas Ultimas décadas devido as preocupacdes com
0 meio ambiente, o impacto dos combustiveis fésseis tradicionais, sua
longevidade e flutuag&o constante dos precgos [54].

Atualmente, as mudancas climéaticas e a diminuicdo dos recursos de
petréleo sdo questbes fundamentais para a maioria dos paises do mundo. Os
dados disponiveis mostram que o consumo global de combustivel a base de
petréleo foi de 85,7 milhdes de barris por dia (bpd) em 2008, que é estimado
para aumentar para 97,6 milhdes bpd em 2020 e 112,2 milhdes bpd em 2035.
O desequilibrio entre 0 aumento da demanda e a falta de energia serd um

desafio global em um futuro proximo [55].

1.4.1. Biomassa

Podemos definir biomassa como toda matéria organica de origem
animal, vegetal ou microrganismos, passivel de ser transformada em energia
(bioenergia) [56]. Ela inclui diferentes tipos de materiais bioldgicos como:
madeira, residuos agricolas, culturas energéticas, algas, residuos animais,
fracdo organica de lixo, entre outras [57]. Os principais elementos que
constituem a biomassa sao: carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Ela
ainda pode conter enxofre, porém em menor propor¢ao, e espécies inorganicas
[56].

Devido a sua renovabilidade e equilibrio neutro em CO2, aparece como
uma matéria-prima sustentavel e promissora para substituir parcialmente os
combustiveis fosseis, reduzindo as emissdes de CO:2 e ajudando a minimizar
os efeitos antropogénicos que contribuem para o aquecimento global [54].

Por ser um recurso amplamente disponivel na natureza, acredita-se que

a producao de biomassa gire em torno de bilhdes de toneladas por ano. Ela
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tem o potencial de produzir calor, eletricidade, combustivel e produtos
guimicos. A Agéncia Internacional de Energia (IEA) sugere que o0S
biocombustiveis até 2050 possam contribuir em 27% do combustivel utilizado
para o transporte mundial [58].

Nesse cenario a biomassa surge como uma fonte alternativa e tem
atraido cada vez mais interesse de pesquisadores [40,42]. ApOs o carvao, o
petréleo e o gas natural, a biomassa é a quarta maior fonte de energia primaria
do mundo (representando 12% do consumo total de energia), aumentando para
guase 40% em alguns paises em desenvolvimento [41,43].

Alguns processos estdo disponiveis para a conversao térmica de
biomassa dos quais destacamos a combustdo, a pirolise e a gaseificacdo. A
pirélise € a decomposicdo térmica que ocorre na auséncia de oxigénio, e foi
aceito como um método potencial em relacdo ao custo razoavel e operacéo
simples para conversdo de biomassa [51]. Os principais produtos da pirdlise

sao o biocarvao, bio-0leo e bio-gas [59].

1.4.2. Biomassa Lignocelulésica

Materiais lignocelulésicos incluem residuos agricolas, residuos florestais,
gramineas e materiais lenhosos com potencial para a producdo de
biocombustiveis. Além disso, eles possuems uma estrutura complexa em que
0s constituintes principais também podem sofrer variacbes em funcdo da
variabilidade genética entre diferentes fontes [60].

A biomassa lignocelulésica é composta principalmente por trés
constituintes: celulose, hemicelulose e lignina [46,49]. Sendo que as
proporcdes desses trés componentes podem variar, dependendo do tipo de
biomassa e a parte da planta amostrada. [44,49]. Como exemplo, a casca de
aveld contém até 51,3% de lignina, enquanto as folhas das arvores sao livres
de lignina [61].

Apesar da variagdo, normalmente a maioria das biomassas
lignoceluldsicas sdo compostas de cerca de 10%-25% de lignina, 20%-30% de
hemicelulose e 40%-50% de celulose [46,48]. Além desses componentes

principais, a biomassa também pode conter pequenas quantidades de
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compostos inorganicos, lipideos e proteinas que podem ser solUveis em agua
[44,49].

As paredes celulares de biomassa lignocelulésica sdo formadas por
macromoléculas de celulose que regularmente unem-se para formar
microfibras resistentes que funcionam como o0 esqueleto da parede celular,
revestida por uma matriz de hemicelulose e cujos espacos vazios sao
preenchidos com lignina [44,46,49]. A Figura 3 apresenta a estrutura da célula

vegetal constituida de celulose, hemicelulose e lignina.

Figura 3. Celulose, hemicelulose e lignina em células vegetais. Fonte: Wang,
S.; Dai, G.; Yang, H.; Luo, Z.(2017) [58].
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1.4.2.1 Celulose

Representando cerca de 40% a 50% da biomassa vegetal, a celulose é
um dos principais componentes das paredes celulares das plantas [60]. E um
polissacarideo linear, tipicamente consistindo de milhares de monémeros de D-

glicose [61], um anel de seis carbonos, também conhecido como piranose [62].
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Os grupos hidroxilas do anel de piranose podem interagir formando
pontes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares, conferindo a celulose
uma estrutura cristalina e suas propriedades Unicas de resisténcia mecéanica e
estabilidade quimica [48-50]. A Figura 4 apresenta a estrutura quimica da

celulose.

Figura 4. Estrutura da celulose. Fonte: Adaptada de Dhyani,V.; Bhaskar, T.
(2017) [62].
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1.4.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante da natureza [60],
€ um polissacarideo composto de varios monémeros de carboidratos como:
galactose, xilose, arabinose, manose, glicose e acido glucurénico [49,50]. Ela
liga-se fortemente através de atracdes ndo covalentes a superficie de cada
microfibrila de celulose. A degradacédo rapida esta associada a sua hatureza
amorfa, estruturalmente a hemicelulose nédo é cristalina, devido principalmente
a sua estrutura altamente ramificada e presenca de grupos acetil ligados a
cadeia polimérica [62]. A Figura 5 apresenta a estrutura quimica das unidades

constituintes da hemicelulose.
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Figura 5. Estrutura das unidades constituintes da hemicelulose. Fonte: Wang,
S.; Dai, G.; Yang, H.; Luo, Z. (2017) [58].
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1.4.2.3 Lignina

A lignina € um polimero aromatico de cadeia longa composta por
unidades de fenil-propano, grupos metoxi e poli-fenélicos ndo-hidratos, apesar
representar em média de 10% a 25% da biomassa € a fracdo mais complexa. A
funcdo da lignina na parede celular € manter a rigidez estrutural e a ligacéo
entre celulose e hemicelulose. As ligacdes entre a celulose e hemicelulose é
hidrogenada, enquanto a lignina e a hemicelulose estdao ligadas
covalentemente.

Essas ligacdes influenciam o processo pirolitico, dificultando a
decomposicdo e causando desempenhos diferentes se comparado a
diversidade de fontes existentes de biomassa lignocelulosica [61]. A lignina
contém trés alcoois aromaticos, o cumarilico, o coniferilico e o sinapilico, que
formam um selo protetor em torno da celulose e hemicelulose [48-50]. A Figura
6 apresenta as unidades basicas do polimero de lignina e a Figura 7 a variacéo

das ligacdes na estrutura da lignina.
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Figura 6. Unidades béasicas de polimero de lignina. Fonte: Wang, S.; Dai, G.;
Yang, H.; Luo, Z.(2017) [58].
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Figura 7. Estruturas de ligacéo da lignina. Fonte: Wang, S.; Dai, G.; Yang, H.;
Luo, Z.(2017) [58].
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1.4.3 Bio-6leo

Considerando as inuUmeras fontes, os bio-6leos contém uma ampla gama
de compostos, portanto, podem ser encontrados em diversas composi¢des. Os
pesquisadores relataram que o conteudo de bio-6leos pode incluir varias
classes guimicas, como cetonas, acidos carboxilicos, alcenos, fendis, aldeidos
e alcoois [63].

Apesar de ter um baixo teor de carbono, os biocombustiveis s&o
ecologicamente corretos, pois possuem contetdo desprezivel de enxofre, azoto
e cinzas; o que leva a uma menor emissao de SO2, NOx e fuligem, comparado
aos combustiveis fésseis convencionais. Aléem disso, o COz libertado durante a
combustdo de biocombustiveis € absorvido por plantas para a fotossintese,
equilibrando assim o ciclo de CO2 [62].

Nos ultimos anos, muitos tipos de pesquisa voltadas ao estudo da
pirélise de biomassa foram realizadas em uma tentativa de otimizar o processo,
sendo que mais de 100 tipos diferentes de biomassa ja foram analisados [51].
Entre os residuos agricolas ja foram testados: "cascas" de améndoas, avela,
arroz, palha de milho, algodao, trigo, folhas de bananeira, carogos de seriguela,
caule de alho, residuo de uva, residuos de azeitona, caule de pimenta,
semente de cartamo, bagaco de sorgo, bagaco de girassol, entre outras [62].

Os parametros do processo afetam fortemente o rendimento e a
composicdo de produtos de pirdlise, devido as varias reacgdes quimicas
favoraveis em cada condicdo. Os principais parametros sdo: o tamanho de
particula, taxa de aquecimento, temperatura de pirélise, taxa de fluxo de gas,

taxa de alimentacéo e tempo de residéncia [51].

1.4.4 Producéo de bovinos e converséo termoquimica de esterco

Segundo o estudo realizado pela OCDE-FAO Perspectivas Agricolas
2015-2024 (2015), o Brasil se destaca como segundo maior exportador
agricola mundial, sendo ainda um grande produtor de milho, arroz e carne
bovina que é consumida em sua maioria pelo mercado interno. Em virtude de

uma forte demanda internacional futura a previsdo é que ocorra uma expansao
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do rebanho bovino brasileiro e consequentemente um maior namero de
bovinos sejam abatidos para atender o mercado mundial. As exportacdes de
carne bovina devem crescer em média 2,7% ao ano, 0 que representa 2,6
milhdes de toneladas e cerca de 37% se comparada ao percentual do ano de
2015 do respectivo estudo [64]. A Figura 8 apresenta as proje¢cOes da

producdo, consumo e exportacédo para os préximos anos.

Figura 8. Producédo, consumo e exportacdes de carne bovina no Brasil. Fonte:
OCDE-FAO Perspectivas Agricolas 2015-2024 (2015) [64].
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O Brasil também é autossuficiente em laticinios e produtos lacteos [64].
A producédo de leite devera crescer nos proximos 10 anos a uma taxa anual
entre 2,1 e 3,0%. Essas taxas correspondem a passar de uma producéo de
34,5 bilhdes de litros em 2017 para valores entre 43,0 e 48,0 bilhdes de litros
no final do periodo das projec¢des [65].

Portanto, o rebanho bovino deve aumentar e a producdo de leite
acompanha a demanda interna, o crescimento da populacdo e da renda. Nos
proximos dez anos os produtos lacteos serdo responséaveis por 53% do
consumo da produgao brasileira de leite. Estima-se que em 2024 o consumo
per capita de produtos lacteos chegue a 84 kg/p [64]. A Figura 9 apresenta os
principais produtos lacteos consumidos pelos brasileiros (leite em po integral,

desnatado, queijo e manteiga).
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Figura 9. Consumo per capita de produtos lacteos no Brasil. Fonte: OCDE-
FAO Perspectivas Agricolas 2015-2024 (2015) [64].
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O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2017)
estima que o Brasil em 2026 sera primeiro exportador de carne bovina, sendo a
Austrélia o segundo, seguida pela india e Estados Unidos. Dados do IBGE
(2017) revelam que em 2016 foram abatidas 29,7 milhdes de cabecas de gado
em todo o pais [65].

Os estados que lideram os abates sdo: Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Par4, Rondbnia e Rio Grande do Sul,
representando 76,6% dos abates no pais. Em 2014 o pais possuia 212,3
milhdes de cabecas, distribuidas da seguinte forma: 33,5% encontravam-se no
Centro-oeste, 21,6% no Norte, 18,1% no Sudeste, 13,8% no Nordeste e 12,9%
no Sul. No Centro-oeste, o maior efetivo estava em Mato Grosso e no Norte,
Para e Rondbnia concentravam o maior efetivo [65]. A Figura 10 apresenta a

distribuicdo de abate de bovinos por estado brasileiro.
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Figura 10. Distribuicdo de abate de bovinos por estado. Fonte: MAPA -
Projecbes do Agronegocio de 2016/2017 a 2026/2027 (2017) [65].
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A necessidade do aumento da producdo e o confinamento resultam ao
subproduto inevitavel na industria de criagdo de gado, o esterco bovino, este se
nao tratado adequadamente, pode resultar em inUmeros problemas ambientais,
incluindo poluicdo de corpos d'agua por nitrogénio e potassio e emissfes de
metano [66].

A conversdo termoquimica é considerada umas das técnicas mais
promissoras para o tratamento de residuos, alcan¢cando tanto uma recuperacao
em termos de energia, quanto o controle da poluicdo [59]. Além das vantagens
de eliminar odores e patdgenos de esterco animal e reducdo do volume de
fluxo dos residuos [66], o esterco bovino contém ainda celulose, hemicelulose e
lignina, que tem um grande potencial na producdo de compostos com alto valor
agregado [59].

Embora a pirdlise rapida seja considerada um dos candidatos mais
promissores para a producdo de combustivel liquido, bio-6leos foram testados
em muitos outros campos industriais. Uma gama de produtos quimicos,

incluindo aromatizantes de alimentos, levoglucosano, hidroxiacetaldeido,
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fertilizantes e produtos agroquimicos podem ser extraidos ou derivados de bio-
Oleo. Além disso, foram testados também como conservantes alternativos em
madeira por apresentarem uma quantidade consideravel de compostos
fenolicos derivados da lignina, exibindo propriedades de preservagdo da
madeira [67].

Andlises por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas realizada
para os bio-6leos de esterco bovino apresentaram oito classes quimicas
diferentes: fendis, acidos carboxilicos, alcoois, hidrocarbonetos, compostos
nitrogenados, ésteres, aldeidos e cetona. Os compostos fendlicos foram
predominantes nas amostras de bio-6leos do esterco bovino, seguida pela
classe de acidos e alcoois. Os dados correspondentes para o0s acidos
carboxilicos mostram que com o aumento da temperatura, ha uma diminuicéo,
enguanto que 0s compostos pertencentes a classe dos fendis foram

aumentados [68]. A Figura 11 que representa os dados desse estudo €
apresentada a seguir.

Figura 11. Distribuicéo das classes dos compostos tentativamente identificados
para os bhio-6leos do esterco bovino. Fonte: Santana, K. V. R. (2017) [68].
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Na temperatura de 500 °C foi obtido um nimero maior de compostos
detectados e identificados, realizando assim uma comparacdo das areas

percentuais dos compostos majoritarios, apresentados na Figura 12 a seguir.

Figura 12. Distribuicdo das areas percentuais dos compostos majoritarios
tentativamente identificados nas amostras de bio-6leo obtido a 500 °C. Fonte:
Santana, K. V. R. (2017) [68].
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1.5 Atividade fungicida, bactericida e pesticidas de bio-6leos

As aplicacbes de bio-6leo como agente pesticida, fungicida ou
bactericida sdo apresentadas em alguns estudos, por exemplo, Bedmutha et al.
(2011) [69] analisaram o potencial do bio-6leo da borra do café como pesticida,
identificando compostos relacionados ao fenol com uma é&rea de pico
cromatografico de aproximadamente 15% no bio-6leo. Desse percentual uma
area total de pico para o cresol foi de aproximadamente 22%. Este foi o
primeiro estudo a reportar um novo uso de pesticidas utilizando o bio-6leo da
borra do café, avaliando a atividade inibitéria em bactérias patogénicas das
plantas e o besouro da batata do Colorado [69].

Okutucu et al. (2011) [70] investigaram as propriedades fungicidas do

bio-6leo produzidos a partir da casca de pistache, obtendo atividade fungicida
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para todos os fungos testados na concentracdo de 10 a 50 mg mL?, a atividade
foi associada ao conteudo fenodlico presente no bio-6leo. Indicando que as
propriedades antifungicas do bio-6leo sdo valiosas no combate a
decomposicdo da madeira, como agente de preservagdo, sozinho ou
combinado com biocidas comerciais, como 0 cresoato e pentaclorofenol [70].

Kim et al. (2012) [67] produziram o bio-0leo a partir da serragem de Ypé
(Liriodendron tulipifera) e testaram a atividade de preservacédo da madeira, no
experimento blocos de madeira YP (L. tulipifera) foram imersos em solugcdes
contendo de 25 a 100% do bio-6leo. Os blocos de madeira que foram tratados
com o bio-6leo entre 75% e 100%, apresentaram perdas de 4,5 a 10 vezes
menores para os fungos de podriddo da madeira Tyromices palustris e
Trametes versicolor do que para o controle. As solugbes contendo 75% de
solugdo de bio-6leo foram analisadas por GC/MS, sendo identificados 30
compostos, onde 17 foram identificados como derivados fendlicos, entre eles o
cresol, o guaicol, o eugenol e o isoeugenol [67].

Lourengon et al. (2016) [71] obtiveram o bio-6leo da madeira de
eucalipto e testaram a resisténcia a deterioracdo do pinheiro, usando o
Gloeophyllum trabeum (Pers. Ex Fr.) Murr. e Trametes versicolor (Linnaeus ex
Fr.) Pilat.fungi, fungos que promovem a decomposicdo marrom e branca,
respectivamente. O bio-6leo depositado sobre a superficie da madeira diminuiu
significativamente a decomposi¢do. O pinheiro com menor carga de bio-6leo
(10%) apresentou resisténcia de 2,6 e 4,5 vezes contra os fungos. As
concentracdes de bio-6leo de 50% a 100% causaram a mortalidade de toda as
colonias de fungos nos primeiros dias de teste. Os compostos identificados
foram principalmente aldeidos, cetonas, e fendis como o guaiacol e eugenol,
atribuindo as propriedades biocidas aos compostos fendlicos derivados da

lignina [71].

1.6 A técnica de disco-difusdo para a analise da atividade antifangica

O estudo da atividade antifingica do bio-6leo de esterco bovino teve
como base as metodologias utilizadas para a andlise de Oleos essenciais.

Fatores como volatilidade do 6leo, insolubilidade em agua e sua complexidade
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guimica dificultam a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos
essenciais. Atualmente varios métodos sdo usados e fatores importantes que
influenciam os resultados frequentemente ndo séo levados em consideracéo e
podem levar a erros de analise. A técnica usada, o meio de cultura, densidade
do ind6culo, o 6leo essencial e a quantidade do agente emulsificador devem ser
considerados [57].

Para facilitar a dispersdo da amostra no meio de cultura € necessario a
utilizacdo de solventes, detergentes, ou agentes emulsificantes, essa pratica
comum e visa melhorar a qualidade dos procedimentos, sdo exemplos, Tween
20, Tween 80, DMSO e etanol [57]. A estrutura molecular dos emulsionantes é
constituida de uma parte hidrofilica e outra lipofilica, tornando-se moléculas
anfifilicas de superficie ativa. Durante a emulsificacdo, eles impedem a
agregacdao de goticulas de 6leo, formando a interface 6leo-agua [58].

Quando ha a introducdo do agente emulsificador, ele pode interagir com
a substancia em estudo e causar mudancas nas propriedades fisico-quimicas
dos ensaios, agindo de forma antagfnica ou sinergicamente aos componentes
ativos do 6leo, resultando na potencializagcdo ou na reducdo da atividade
antimicrobiana, est4 Udltima € causada pela formacdo de micelas que

dificultariam o contato direto do 6éleo com os microrganismos [58,60].
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica in vitro do bio-6leo e da fracdo aquosa,
obtidos através da pirdlise de esterco bovino, frente aos fungos Fusarium solani

e Lasiodiplodia theobromae.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antifungica dos bio-6leos de esterco bovino
produzidos a 400 °C, 500 °C e 600 °C através da técnica de disco-
difuséo;

e Avaliar a atividade antifingica das fracdes aquosas produzidas a
400 °C, 500 °C e 600 °C atraves da técnica de disco-difuséo;

e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos bio-6leos e
das fracdes aquosas;

e Determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) dos bio-6leo e
das fracdes aquosas;

e Caracterizar qualitativamente as amostras de bio-0leos e fracdes
aguosas, provenientes da pirélise de esterco bovino, através da
técnica de Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas
(GCIMS);

e Caracterizar quantitativamente as amostras de bio-0leos e fracdes
aguosas, provenientes da pirélise de esterco bovino, através da
técnica de Espectrometria de Massas com transformada de Fourier
(FT-MS)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Fonte de biomassa.

O esterco bovino foi coletado em um sitio de pequeno porte, onde a
criacdo de gado é destinada apenas para o consumo, localizado na zona rural
da cidade de Cicero Dantas - Bahia com coordenadas aproximadas de latitude
- 10.597708 e longitude - 38.439736.

Apoés a coleta, a biomassa passou por uma etapa de secagem ao sol

durante 15 dias e posteriormente foi triturada em um moinho.

3.2. Pir6lise de esterco bovino.
3.2.1 Conversao da biomassa

O processo de pirolise foi realizado em um forno de cilindro rotativo,
modelo FRO 1100, produzido e adaptado pela empresa ForteLab Ltda. Os
parametros de operacéo foram os seguintes: rotacao do leito de cilindro rotativo
(7,5 rpm), regulagem da vibragéo do alimentador (80), regulagem do angulo de
decida (10°), regulagem da rotacdo do batedor para delimitar o fluxo de
alimentacédo de biomassa (12 rpm), regulagem do fluxo de gas na alimentacao
(5 L min't), temperatura de pirélise (400 °C, 500 °C e 600 °C) e tempo de carga
durante o processo (40 min) [68].

Apdés a programacdo dos parametros, aproximadamente 500 g de
biomassa triturada foi medida em uma balanca semi-analitica e adicionada no
silo de alimentacdo. O forno foi programado na temperatura desejada, e um
fluxo de ar de 5 L min'! foi purgado no interior do reator com o auxilio de uma
bomba até alcancar o equilibrio da temperatura. Em seguida, o fluxo de ar foi
substituido pelo fluxo de nitrogénio para garantir uma atmosfera inerte no
sistema, mantendo-o durante todo o0 processo.

Apds ajuste dos parametros e estabilizacdo da temperatura, a
alimentacdo foi acionada, dando inicio ao processo de pirdlise. O tempo
estimado de pirdlise foi de 30 minutos, evidenciada pelo encerramento da

liberacdo de gases e fim da alimentacéo.
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Durante o processo o0 biocarvdo foi recolhido na caixa receptora de
sélidos na saida do reator, os gases passaram por um condensador a 4 °C
onde o bio-Gleo foi liquefeito e os gases ndo condensaveis (bio-gas) foram
eliminados. A fracdo condensada é constituida por duas partes, a fracdo
organica (bio-6leo) e a fracdo aquosa. O bio-6leo foi recuperado do interior do
condensador com o auxilio de tetraidrofurano (THF) e a fracdo aquosa foi
recolhida em um recipiente de vidro acoplado ao final do sistema de
condensacao. O biogas foi succionado com o auxilio de uma bomba a vacuo e
liberado. O forno de cilindro rotativo, modelo FRO 1100 é apresentado na

Figura 13.

Figura 13. Forno rotativo, modelo FRO 1100. Fonte: Acervo da autora.

3.2.2 Balanc¢o de massa

Os rendimentos das pirélises foram calculados através da razdo massica
entre o biocarvao, fracdo aquosa, bio-6leo produzido e a biomassa utilizada, e
o rendimento do biogas foi obtido por diferenca. As equacbOes sao
apresentadas a seguir.
m bio—dleo

Rendimento de bio-6leo (%om/m) = n biomassa x 100 Eq. (1)
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m biocarviao

Rendimento de biocarvao (%om/m) = T blomassa x 100 Eq. (2)

_ 5 m fracdo aquosa
Rendimento da fragdo aquosa (%om/m) = biomassa x 100 Eq. (3)

Rendimento de biogas (%) = [100 - (Rbio-leo + Rbiocarvao + Riracdo aquosa.)] Eq.

(4)

3.3.Andlise da atividade antifungica.
3.3.1 Fungos fitopatogénicos.

As culturas dos fungos Fusarium solani e Lasiodiplodia theobromae
foram obtidas da micoteca do Laboratério de Ecofisiologia e Pds-colheita da
Universidade Federal de Sergipe. Os fungos foram armazenados em

incubadora tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de 25+2 °C.
3.3.2 Analise de disco-difusao para bio-6leo com 1 a 5% de DMSO.

O grupo de amostragem foi constituido por seis amostras, sendo trés
amostras de bio-6leos, produzidos a 400 °C, 500 °C e 600 °C e trés amostras
das fracdes aquosas dos respectivos bio-6leos em estudo.

Para os bio-6leos produzidos a 400 °C, 500 °C e 600 °C foi necessario
preparar uma solu¢cdo em dimetilsufoxido (DMSO), com o auxilio de uma
balanca analitica, 5g da amostra foi pesada em um béquer, dissolvida em
aproximadamente 20 mL de DMSO, transferida para um baldo volumétrico de
50 mL, aferindo o volume até o traco de referéncia com DMSO. A concentracao
final da solucgéo foi de 100 g L.

As andlises foram realizadas incorporando as amostras ao meio de
cultura, adotando a técnica descrita por Edgington et al. (1971), modificada por
Menten et al. (1976), que consiste em dissolver a amostra produzida em DMSO
e em seguida adiciona-lo ao meio de cultura [76]. As concentracdes definidas
para o experimento foram de 10 L mL?, 20 uL mL*?, 30 uL mL?, 40 uyL mL? e
50 puL mL (v/v), considerando o volume da solugéo de bio-6leo adicionado por

mL de meio de cultura, Batata Dextrose Agar (BDA).
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O meio de cultura (BDA-HIMEDIA) foi preparado conforme orientacéo do
fabricante, objetivando um volume de 120 mL de meio de cultura por
erlenmeyer, com o auxilio de uma balanca semi-andlitica, foi pesado 4,68 g do
meio de cultura em um erlenmeyer de capacidade para 250 mL, em seguida
adicionado o volume de 120 mL de agua destilada, ap0s agitacdo o0s
erlenmeyer foram vedados com papel aluminio e papel Kraft e submetidos a
esterilizacdo em autoclave por quinze minutos a uma temperatura de 120 °C.

Apoés esterilizacdo os erlenmeyers foram agitados e mantidos em estufa
a temperatura de 45 °C. Diferentes volumes das solu¢cdes de bio-0leo para
obtencdo das concentracdes definidas foram adicionados, e apdés a
homogeneizacéo, 20 mL do meio resultante foi vertido em placas de petri de 90
mm de diametro.

Apés solidificacdo do meio de cultura, discos de 10 mm de didametro
contendo micélios da cultura do fungo foram inoculados com o auxilio de uma
alca de platina no centro das placas de petri. Apos identificacdo e vedacao as
placas foram incubadas na BOD por um periodo de 72 h para o Lasiodiplodia
theobromae e 96 h para o Fusarium solani a uma temperatura de 25+2 °C e
fotoperiodo de 12 h.

A atividade fungistética foi avaliada com base na inibicdo do crescimento
micelial, ja a atividade fungicida foi avaliada apdés a andlise descrita
anteriormente, onde discos de cada tratamento, em triplicata, foram inoculados
em placas de petri contendo apenas o meio de cultura BDA, com avaliacdo do
crescimento micelial apés 96 h.

O controle foi realizado inoculando em placas de petri contendo apenas
0 meio de cultura BDA, discos de 10 mm da cultura do fungo. Nesse
experimento também foi realizado o controle do solvente nas mesmas
concentragGes definidas para as amostras, 10 uL mLt, 20 uyL mL?, 30 pL mL?,
40 pL mL*t e 50 yL mL?t (viv), que corresponde a 1%, 2%, 3%, 4% e 5%,
respectivamente. As placas foram incubadas nas mesmas condi¢des de tempo,
temperatura e medig&do do crescimento micelial. Para o controle de crescimento
do fungo Lasiodiplodia theobromae foram utilizadas placas de petri de 150 mm
de diametro, adicionando o meio até uma espessura de 3 mm que foi

observado para as placas com diametro de 90 mm.
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As avaliacdes dos crescimentos foram realizadas pela média de duas
medidas diametralmente opostas, utilizando-se uma régua milimetrada, as
medicdes foram realizadas de 24 h em 24 h, até o tempo total de incubacao de
72 h para o Lasiodiplodia theobromae e 96 h para o Fusarium solani. O
crescimento micelial foi calculado em relagdo a porcentagem de inibicdo do

crescimento (PIC), de acordo com uma férmula:

dc
PIC (%) = T X 100 Eq. (5)

Onde:
dc = diametro do controle.

dt = didmetro do tratamento da amostra.

3.3.3 Analise de disco-difuséo para bio-6leo com DMSO a 1%.

Em virtude da interferéncia do solvente (DMSO), que tanto pode
aumentar a atividade do bio-6leo, quanto agir de forma antagénica com seus
componentes impedindo o contato deste com os fungos de estudo, foi
necessario realizar novas anadlises utilizando o solvente na concentracao
maxima de 1%. Além disso, todas as placas utilizadas tinham diametro de 150
mm em virtude do crescimento rapido do fungo Lasiodiplodia theobromae.

Para os bio-6leos produzidos a 400 °C, 500 °C e 600 °C foram
preparadas soluces nas concentracdes de 100 g L, 200 g L'+ 300 g L+ 400 g
LY, e 500 g L%, a fim de reduzir o volume de solvente e manter as
concentracfes definidas anteriormente. Com o auxilio de uma balanca
analitica, 0,5 — 1,0 — 1,5 — 2,0 e 2,5 g das amostras foram medidas em
béqueres, dissolvida em aproximadamente 2 mL de DMSO, transferida para
baldes volumétricos de 5 mL, aferindo o volume até o traco de referéncia com
DMSO. Para as fracfes aquosas nao foi necessario preparar solu¢cdes e nem
adicionar DMSO, adicionando apenas o0s volumes para obtencdo das

concentragdes definidas.
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O meio de cultura (BDA-HIMEDIA) foi preparado conforme orientacéo do
fabricante, objetivando um volume de 240 mL de meio de cultura por
erlenmeyer, com o auxilio de uma balanca semi-andlitica, foi pesado 9,36 g do
meio de cultura em um erlenmeyer de capacidade para 500 mL, em seguida
adicionado o volume de 240 mL de &gua destilada, apés agitacdo o0s
erlenmeyer foram vedados com papel aluminio e papel Kraft e submetidos a
esterilizacdo em autoclave por quinze minutos a uma temperatura de 121 °C.

Apoés esterilizacdo os erlenmeyers foram agitados e mantidos em estufa
a temperatura de 45 °C. Com o auxilio de uma pipeta graduada 2,4 mL das
solucbes de bio-6leos foram adicionadas nos erlenmeyers para obtencéo das
concentracdes definidas, e apdés a homogeneizacdo, 40 mL do meio resultante
foi vertido em placas de petri com 150 mm de diametro.

Apds solidificacdo do meio de cultura, discos de 8 mm de diametro
contendo micélios da cultura do fungo foram inoculados com o auxilio de uma
alca de platina no centro das placas de petri. Apos identificacdo e vedacao as
placas foram incubadas na BOD por um periodo de 72 h para o Lasiodiplodia
theobromae e 96 h para o Fusarium solani a uma temperatura de 25+2 °C e
fotoperiodo de 12h.

Os resultados foram analisados através do programa Excel®, obtendo a
média, os desvios padrbes entre as medidas e a porcentagem de inibicao do
crescimento. A analise de regresséo linear para a concentragcdo que inibiu 50%
(ICs0) do crescimento micelial do fungo foi estimada através do programa
GraphPad Prisma® a partir de equacBes geradas, e os dados foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA).

3.4 Caracterizacdo da fracéo liqguida da pirélise esterco bovino

Os bio-6leos obtidos foram caracterizados por Andlise Elementar (CHN),
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/MS) e
Espectrometria de Massas de ultra alta resolugéo (FT-MS). Para as fracbes
aguosas foram realizadas analise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de

Massas (GC/MS) e Espectrometria de Massas de ultra alta resolucao (FT-MS)
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3.4.1 Andlise Elementar (CHN) para os bio-6leos.

A andlise elementar foi realizada em um equipamento LECO CHNG628 e
os resultados tratados em software CHN628 versdo 1.30. O equipamento foi
operado com o Hélio (99,995%) e oxigénio (99,99%), com temperatura do forno
a 950 °C e a temperatura do Afterburner a 850 °C.

O equipamento foi calibrado com padrao de EDTA (41,0% de C, 5,5% de
H e 9,5% de N), construindo uma curva de calibragdo com intervalo de massa
entre 10-200 mg. Aproximadamente 50 mg das amostras foram suportadas em
reagente para amostras liquidas, utilizando uma folha de estanho. O padréo e

as amostras foram analisados em uma folha de estanho.

O teor de oxigénio foi obtido por diferenca conforme equacao abaixo:

% O =[100 — (%C + %H + %N)] Eq. (6)
Onde,
%C = teor de carbono;
%H = teor de nitrogénio;

%N = teor de nitrogénio;

O teor de oxigénio foi calculado por diferenca, desconsideracéo o teor de
cinzas, pois 0s bio-6leos geralmente apresentam baixo contetudo de cinzas,
variando de 0 - 0,2% [68].

3.4.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR) para os bio-0leos.

A analise de espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho foi
realizada em um espectrofotbmetro da marca Varian, modelo 640-IR, nas
seguintes condicdes: intervalo de varredura 4000 a 400 cm?, resolucédo 4 cm
e 32 scans minl. As amostras foram maceradas em KBr e prensadas para a

obtencdo de uma pastilha e posteriormente submetida a analise [77].
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3.4.3 Andlise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/MS)

para os bio-06leos.

Dos bio-6leos obtidos do processo de pirdlise em forno rotativo, foram
preparadas solucées na concentracdo de 10 mg mLt em THF, previamente
destilado para remocdo de interferentes. Apos preparo das solucdes, as
mesmas foram submetidas a um processo de derivatizacdo, utilizando N,O-bis
(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA). O objetivo foi transformar os
componentes das amostras em compostos menos polar, aumentando dessa
forma a detectabilidade dos analitos. Um volume de 30 pyL do agente
derivatizante (BSTFA) juntamente com 70 pL da solucdo de bio-6leo em THF
foram transferidos para um frasco amostrador com o auxilio de uma
microseringa.

As solucdes foram homogeneizadas em um agitador tipo vortex por 30
segundos e posterioemente submetidas a uma temperatura de 60 °C durante
30 minutos em estufa. Em seguida foi realizada a analise por GC/MS. As
andlises das solucdes de bio-6leos foram realizadas em GC/MS da marca
Shimadzu, modelo GC-2010Plus, espectrometro de massas modelo TQ-8040,
injetor AOC5000PIus. O corte do solvente foi ajustado em 10 minutos. As
condicbes de analise foram estabelecidas utilizando como referéncia a

metodologia de Santana, K. V. R. (2017) [68], que estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Condi¢cdes cromatograficas de analise no GC/MS.

Parametros GC/IMS
Coluna Rtx-5MS (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano)
Dimensdes da coluna 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
Programacgao da rampa de 50 °C (5,0 min); 5 °C mint até 180 °C (7,0
aguecimento min); 10 °C min-* até 280 (5,0 min)
Gas de arraste e fluxo He, fluxo constante de 1,20 mL min-t
Volume de injecao / Split 1,0puL/12:10
Temperatura do injetor 280 °C
Temperatura da interface 300 °C
Faixa de massas (m/z) 40-550 Daltons

Continua...
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Continuacao da tabela 3...

lonizacao por elétrons 70 eV

Tempo de analise 53 min

3.4.4 Andlise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/MS)
para as Fragfes Aquosas.

Para andlise da fracdo aquosa, foi realizada a extragéo liquido-liquido e
pré-concentracdo das amostras utilizando solvente com polaridades diferentes,
como o diclorometano e o hexano.

Em funil de separacédo foram adicionados com o auxilio de uma pipeta
volumétrica 5 mL da fracdo aquosa, em seguida foram adicionados trés
volumes sucessivos de 0,5 mL do solvente, sendo o funil agitado a cada
adicdo, abrindo a torneira para alivio da pressdo, posteriormente foram
adicionados 3,5 mL do solvente, obtendo um volume final de 5 mL.

ApoOs agitacao final e separacéo das fases, a fase organica foi recolhida
em um béquer e submetida a uma filtracdo simples, utilizando & de vidro e uma
camada de aproximadamente 5 mm de sulfato de sédio anidro, sendo a mostra
recolhida em um baldo de fundo redondo de 250 mL. O bal&o foi conectado ao
sistema de rotaevaporacdo, sendo o0 solvente totalmente evaporado,
posteriormente foi adicionado 1 mL de THF, que apds agitacdo no baldao foi
transferido para frasco de vidro.

A fracdo extraida com DCM foi submetida a diluicdo com o auxilio de
uma microseringa 100 pL da solucéo foi transferida para um baldo de 1000 pL,
sendo aferido o volume até o trago de afericdo com THF.

As solucdes resultantes das fragcdes aquosas extraidas em hexano e
diclorometano foram submetidas a um processo de derivatizacdo com BSTFA,
utilizando um volume de 30 pL do agente derivatizante (BSTFA) com 70 uL da
solucao de bio-6leo em THF foram transferidos para um frasco amostrador com
0 auxilio de uma microseringa.

As solugdes foram homogeneizadas em um agitador tipo vortex por 30

segundos e posteriormente submetidas a uma temperatura de 60 °C durante
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30 minutos em estufa. As amostras foram analisadas nas mesmas condi¢cdes
cromatograficas para o bio-6leo, a Unica variavel foi para as solu¢des extraidas

com DCM, onde foi aumentado o split em 1:50.

3.4.5 Andlise por Espectrometria de Massas com transformada de Fourier (FT-

MS) para os bio-6leos e fracdes aquosas.

As amostras foram analisadas por espectrometria de massas
empregando ionizagao por electrospray (ESI(x)-FTMS). Para as andlises foram
preparadas solugdes dissolvendo 1000 pg da amostra em um baldo
volumétrico de 1000 pL, utilizando como solvente uma solucdo de
tolueno/metanol (1:1 v/v). Em seguida, uma aliquota de 20 pL desta solucéo foi
diluida a um volume final de 1000 pL, utilizando a mesma mistura de solventes,
resultando em uma solucdo de 20 ppm. O procedimento de preparo de solucao
foi adotado para analise por ionizacdo nos modos ESI (+) e ESI (-).

Os dados foram obtidos por ESI-FTMS em um espectrometro de massas
Exactive Plus HCD (Thermo Scientific, Bremen, Germany) para a analise as
seguintes condi¢des foram definidas: voltagens do capilar em +4,4 e — 3,0 kV,
nivel do S-lens em 50 e temperatura do capilar em 320 °C. O gas de
nebulizacéo utilizado foi o nitrogénio. A aquisi¢ao foi operada no modo full scan
com uma resolucdo de 140.000 FWHM em m/z 200 ao longo do intervalo m/z
de 100-1000 Da usando o software Xcalibur 3.0 e um total de 100 scans foram
acumulados em cada corrida.

O espectro de massas final para cada amostra foi obtido da subtracéo
do espectro de massas do branco. A atribuicdo de férmula molecular dos ions
obtidos por ESI(+)-FTMS foram obtidas através do software PetroMS. A
atribuicdo da férmula molecular foi considerada quando o erro da massa entre

0 m/z experimental e 0 m/z tedrico foi menor que 3 ppm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimentos dos produtos da pirélise

O parametro variavel no processo de pirdlise foi a temperatura, 0s
demais mantiveram-se constantes para os trés experimentos. Os bio-6leos
apresentaram uma coloragdo marrom escura, baixa viscosidade e um odor
caracteristico de fumaca, esta ultima caracteristica também foi evidenciada nas
fracOes aquosas. Na Figura 14 sdo apresentadas fracdes liquidas da pirdlise
(bio-6leo e fracdo aquosa) produzidos no reator de forno rotativo FRO 1100. Os
rendimentos dos produtos da pirélise nas trés temperaturas de estudo estao
apresentados na

Tabela 4.

Figura 14. A imagem (A) corresponde ao bio-0leo e a figura (B) a fracéo

(A) (B)

Tabela 4. Rendimentos (%, m/m) dos produtos da pirdlise de esterco bovino.

400 °C 500 °C 600 °C
Biocarvéao (%) 44,25 41,58 46,02
Fase aquosa (%) 24,76 24,75 17,73
Bio-6leo (%) 7,60 8,32 6,57
Biogéas* (%) 23,39 25,35 28,68

* Valor obtido por diferenca.
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O esperado € obter um maximo rendimento do biocarvdo em
temperaturas inferiores, ou seja, na temperatura de pirolise a 400 °C. Pois esse
valor é atribuido principalmente a decomposi¢cdo incompleta da biomassa em
baixas temperaturas [50,54]. Entretanto podemos observar que 0 processo a
600 °C apresentou uma maior porcentagem de biocarvdo, consequentemente
um rendimento menor de bio-6leo e fracdo aquosa, sendo o rendimento da
fracdo aquosa o menor das trés temperaturas de pirélise.

Os rendimentos da fracdo aquosa e solida deveriam apresentar uma
diferenca significativa com o aumento da temperatura de pirolise. Segundo
estudo realizado por Vieira et al., (2014) [56], o rendimento da fracdo aquosa
aumenta, enquanto que o da fracdo solida diminuiu com o aumento da
temperatura.

A diminuicdo do rendimento do biocarvéo é atribuido a um aumento de
volatilizacdo dos hidrocarbonetos sélidos ou a uma possivel gaseificacdo
parcial do residuo de carbono. J4 o aumento de rendimento da fracdo aquosa
foi em virtude de uma maior quebra dos grupos funcionais dos compostos
volateis, durante as reacdes secundarias [56], assim na temperatura de 600 °C
deveria ocorrer uma maior formacao de fragcdo aquosa e menor de biocarvao.

Apenas o produto gasoso ndo sofreu influéncia, e o aumento da
temperatura de pirélise resultou no aumentou do rendimento do produto. Tal
aumento ocorreu devido as reagfes de craqueamento secundarias dos vapores
da pirélise em temperaturas elevadas [50,55].

Comparando os resultados deste trabalho com os apresentados por
Santana (2017) [68], apresentados na Tabela 5. O rendimento maximo do
sélido foi obtido na menor temperatura de piré6lise, o que corresponde a 62,5%
de biocarvao a 400 °C e um efeito inverso para o biogas, que teve um aumento
significativo a temperatura de 600 °C. A fracdo liquida teve um melhor
rendimento na temperatura de 500 °C e foi evidenciado também uma maior
producdo de bio-6leo. Neste sentido a autora afirma com base em resultados
da literatura que a temperatura de 500 °C é a temperatura étima de pirdlise,
pois ha um menor consumo de energia € um maior rendimento de produtos

liquidos.
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Tabela 5. Distribuicdo dos produtos da pirélise em scale-up do esterco bovino.

Fonte: Santana (2017) [68].

400 °C 500 °C 600 °C
Biocarvao (%) 62,5 50,8 39,1
Fracdo aquosa (%) 21,6 34,4 21,7
Bio-6leo (%) 3,4 5,8 4,7
Biogas* (%) 12,5 9,0 34,5

* Valor obtido por diferenca.

Apesar dos resultados inversos para a fracdo aquosa e biocarvao, a
temperatura de 500 °C também forneceu um melhor rendimento da fragao
liguida, no que se refere ao bio-6leo e fracdo aquosa, porém foi obtido um
maior rendimento na producéo de bio-6leo, 0 menor rendimento deste estudo
gue foi de 6,57% ainda é superior ao maior rendimento obtido no estudo
realizado por Santana (2017), que foi de 5,8%. As pir6lises deste estudo foram
realizadas utilizando o0 mesmo equipamento do estudo proposto por Santana
(2017).

O rendimento maior deste estudo esta associado a fonte da biomassa,
visto que a composicao lignoceluldsica é variavel, cada material apresenta uma
caracteristica particular, devido as propor¢cbes dos componentes que o
constitui, que levara a diferentes produtos no processo de pirGlise [68]. A
Tabela 6 apresenta a variacdo da composicdo lignocelulésica para diferentes

fontes de biomassa de esterco bovino.

Tabela 6. Teor de hemicelulose, celulose e lignina para diferentes fontes de
esterco bovino. Fonte: Adaptada de Santana, K. V. R. (2017) [68].

Analise Santana, 2017 Xu e Chen, 2013
Hemicelulose (%) 18,24 23,48
Celulose (%) 14,24 9,96

Lignina (%) 6,09 10,18
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Os fatorem que podem influenciar a composicao estdo relacionados a
variaveis no sistema de criacdo do gado, tais como: raca, idade, sistema
nutricional, disponibilidade de &gua, condi¢cdes ambientais, entre outros. Este
tem influéncia direta na quantidade de esterco produzido por animal e na
composicdo quimica, alterando desta forma as caracteristicas finais do esterco
[56].

4.2 Avaliacdo da Atividade Antifungica

4.2.1 Influéncia do solvente no crescimento dos fungos

Neste trabalho, a fim de evidenciar as possiveis interferéncias do solvente
nas analises e no crescimento dos fungos, além da atividade antifingica para
as amostras de bio-6leo, foi realizado o controle de solventes nas mesmas
concentracbes para as amostras em estudo. A Tabela 7 apresenta a
porcentagem de inibicdo do crescimento dos fungos frente ao solvente DMSO

(nesta tabela nao é retirado o valor inicial do disco contendo micélios do fungo).

Tabela 7. Porcentagem de Inibicdo do Crescimento (PIC) dos fungos frente ao
solvente DMSO variando a concentracao de 1 a 5%.

PIC (%)
DMSO-C1 DMSO-C2 DMSO-C3 DMSO-C4 DMSO-C5
Lasiodiplodia 5,96 19.42 27.86 46,38 66,35
theobromae
Fusarium 2.76 473 38,23 37.60 38,90
solani

Devido ao crescimento rapido do fungo Lasiodiplodia theobromae,
apenas foi possivel realizar medidas até as 72 h de incubacéo. A Figura 15
apresenta o controle de crescimento do fungo apenas em meio de cultura BDA
e em diferentes concentragcbes de DMSO para a avaliagdo da possivel
interferéncia do solvente. A medida que a concentracdo do solvente aumenta

no meio de cultura ha uma diminuicdo do crescimento micelial do fungo.



40

Figura 15. Controle de crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae e

interferéncia do DMSO variando a concentracao de 1 a 5%.
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Cl=10puL mL: C2=20puL mLY, C3 =30 uL mL?*, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

A avalicdo do crescimento para o Fusarium solani ocorreu apés 96 h de
incubacéo, diferente do Lasiodiplodia theobromae, este fungo apresentou uma
taxa de crescimento micelial mais lenta. A Figura 16 apresenta o controle de
crescimento do fungo apenas em meio de cultura BDA e em diferentes

concentracbes de DMSO para a avaliacdo da possivel interferéncia do
solvente.

Figura 16. Controle de crescimento do fungo Fusarium solani e interferéncia do
DMSO variando a concentracdo de 1 a 5%.
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Cl=10puL mLY C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?%, C4 =40 uL mL*e C5 =50 yL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).
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A interferéncia do solvente para Fusarium solani foi menos acentuada
em relacdo ao fungo descrito anteriormente. Para as concentragdes DMSO-C1
e DMSO-C2 podemos observar que a inibicdo do crescimento foi minima em
relacdo ao controle, ha um aumento brusco da inibicdo do crescimento de
DMSO-C2 para DMSO-C3, mas as concentragcdes DMSO-C3, DMSO-C4 e
DMSO-C5 nao apresentaram diferencas significativas entre elas devido ao

aumento da concentracao do solvente.

4.2.2 Avaliacdo da Atividade Antifungica dos bio-6leos variando a
concentracdo de DMSO de 1 a 5%.

Em virtude da possibilidade de avaliacdo do controle de crescimento do
Lasiodiplodia theobromae apenas até 72 h de incubacado, as amostras também
tiveram seu crescimento avaliado nesse mesmo periodo. Para uma melhor
visualizacdo e discusséao, os resultados serdo apresentados da seguinte forma,
primeiro uma tabela contendo a porcentagem de inibicdo do crescimento do
fungo Lasiodiplodia theobromae frente aos bio-6leos, seguido da figura da
avaliacdo do crescimento em funcao do tempo de incubacédo (nesta tabela n&o
€ retirado o valor inicial do disco contendo micélios do fungo). A Tabela 8
apresenta a porcentagem de inibicdo do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

aos bio-6leos.

Tabela 8. Porcentagem de Inibicdo do Crescimento (PIC) do fungo

Lasiodiplodia theobromae frente aos bio-6leos.

Amostra Tgrr?éﬁiosge PIC (%)
C1 C2 C3 C4 C5
Bio-6leo
400 °C 74,40 88,57 95,97 100,00 100,00
Bio-6leo
500 °C 72 h 68,92 83,89 93,40 96,78 97,75
Bio-6leo

600 °C 81,16 92,27 97,40 100,00 100,00
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O bio-6leo produzido a 400 °C apresentou inibicdo do crescimento micelial
de C1 = 74,40%, C2 = 88,57%, C3 = 95,97% e em C4 100%, respectivamente,
para a interferéncia do solvente os valores encontrados foram 5,96%,19,42%,
27,86% e 46,38%. Entretanto, avaliando a concentracdo C1, onde temos a
menor interferéncia do solvente e menor concentragdo da amostra, é possivel
notar que o bio-6leo apresenta potencial fungistatico, e provavelmente a
medida que a concentracdo aumenta, esse potencial tende a aumentar.

Apdbs o tempo de incubacdo para determinacdo do potencial fungistético,
discos foram transferidos para placas de petri contendo apenas o0 meio de
cultura BDA, em todas as concentracfes ocorreram crescimento do fungo,
portanto, nas concentracbes de estudo o bio-0leo ndo apresentou potencial
fungicida. A Figura 17 apresenta a avaliagdo do crescimento do fungo em
funcdo do tempo de incubacgéo para o bio-6leo produzido a 400 °C.

Figura 17. Avaliacédo do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

ao bio-6leo produzido a 400 °C.
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amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

O bio-6leo produzido a 500 °C apresentou potencial fungistatico,
entretanto, em relacdo ao bio-6leo discutido anteriormente ele possui um
potencial menor, na maior concentracdo de estudo C5 foi obtido apenas
97,75% de inibicdo do crescimento, enquanto que na concentracdo C4 do bio-
Oleo produzido a 400 °C foi obtido 100% de inibicdo, o resultado também foi
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menor na concentragdo C1l que constitui a margem de seguranca para a
utilizacdo do DMSO.

Apés o tempo de incubacdo para determinagcdo do potencial
fungistatico, discos foram transferidos para placas de petri contendo apenas o
meio de cultura BDA e o bio-6leo ndo apresentou potencial fungicida. A Figura
18 apresenta a avaliacdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo de

incubacédo para o bio-6leo produzido a 500 °C.

Figura 18. Avaliagcéo do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

ao hio-6leo produzido a 500 °C.
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amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

Diante dos resultados evidenciados para os bio-6leos a 400 °C, 500 °C e
600 °C, obtendo na concentracdo C1, 74,40%, 68,92% e 81,16% de inibicdo do
crescimento, respectivamente, o bio-6leo produzido a 600 °C apresenta um
maior potencial fungistatico e em C3 atinge quase 100% de inibicdo. Podemos
concluir que este teve melhor acdo de inibicdo do crescimento. Apés o tempo
de incubacdo para determinacdo do potencial fungistatico, disco foram
transferidos para placas de petri contendo apenas o meio de cultura BDA, o
bio-6leo ndo apresentou potencial fungicida. A Figura 19 apresenta a avaliacdo
do crescimento do fungo em funcdo do tempo de incubacdo para o bio-6leo
produzido a 600 °C.
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Figura 19 Avaliacdo do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

ao bhio-6leo produzido a 600 °C.
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Considerando os diferentes mecanismos de acdo e meios de protecao
ou resisténcia dos fungos, este estudo se propds a comparar a acao das
amostras para dois fungos fitopatogénicos. A Tabela 9 apresenta a
porcentagem de inibicdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente aos

bio-6leos.

Tabela 9. Porcentagem de Inibigdo do Crescimento (PIC) do fungo Fusarium
solani frente aos bio-6leos.

Amostra | €mpo de PIC (%)
analise C1l C2 C3 C4 C5
Bio-06leo . . ) ) )
400 °C 27,75% 63,85% 86,87% 100,00% 100,00%
Bégboiéo 96 h 3563% 59,91% 82,26% 89,48% 100,00%
Bégboléo 48,76% 81,59% 100,00% 100,00% 100,00%

Para o bio-6leo produzido a 400 °C, na concentracdo C4 foi obtido um
potencial fungistatico de 100%, a Figura 20 a seguir evidencia o0

comportamento do crescimento ao longo do periodo de incubacéo.
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Figura 20. Avaliacdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-
6leo produzido a 400 °C.
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Cl=10puL mL?, C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?%, C4 =40 uyL mL*e C5 =50 yL mL? da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

O bio-6leo produzido a 500 °C frente ao fungo Fusarium solani
apresentou um menor potencial de inibicdo, obtendo o valor de 100% apenas
na concentracdo C5, assim como 0 menor potencial apresentado para o

Lasiodiplodia theobromae. A avaliagdo do crescimento € apresentada na Figura
21.

Figura 21. Avaliacdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-
6leo produzido a 500 °C.
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Cl=10pL mL: C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?*, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).
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Da mesma forma que os resultados para o Lasiodiplodia theobromae, o
bio-6leo produzido a 600 °C apresentou melhores resultados quanto ao
potencial fungistatico, além disso na concentracdo C5 apresentou acdo
fungicida para o Fusarium solani. A Figura 22 apresenta a avaliagdo do

crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-6leo produzido a 600 °C.

Figura 22. Avaliacdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-
6leo produzido a 600 °C.
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Cl=10puL mLY C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?*, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

O DMSO possui extrema capacidade de penetracdo e difusédo, e por
esse motivo é utilizado como veiculo componente de defensivos agricolas [76].
Essa acdo permeante de membranas celulares permite sua utilizacdo como
potencializador de drogas antibacterianas, antifingicas, antivirais e
antiparasitarias, otimizando o mecanismo de acédo e resultando no incremento
da sensibilidade do agente [62].

Entretanto, alguns resultados alertam também para a limitacdo da
utilizacdo do DMSO em virtude da possivel reducdo da atividade de algumas
substancias [62]. Desta forma a reducdo para uma concentracao final do
solvente a 1% podem minimizar a acdo do solvente e conferir resultados

confiaveis da atividade antifingica das amostras em estudo.
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4.2.3. Avaliacdo da atividade antifungica dos bio-6leos frente aos fungos com
DMSO a 1%.

Nesse experimento foi realizado um novo controle de crescimento dos
fungos para o célculo da porcentagem de inibicdo. A Figura 23 apresenta o
crescimento micelial por tempo de incubacdo para Fusarium solani e

Lasiodiplodia theobromae.

Figura 23. Controle de crescimento dos fungos Lasiodiplodia theobromae e

Fusarium solani.
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4.2.3.1 Avaliacdo da atividade antifungica dos bio-6leos frente ao

Lasiodiplodia theobromae com 1% de DMSO.

Partindo dos resultados da apresentada a seguir foi possivel observar
gue a medida em que se aumenta a concentracdo do bio-6leo no meio de
cultura ha um aumento da inibicdo do crescimento para todas as amostras,
sendo que o bio-6leo produzido a 600 °C apresentou melhores resultados de
inibicé&o.

Comparando com os resultados obtidos com a adicdo de DMSO de 1 a5
% foi possivel evidenciar uma reducdo do potencial de inibicdo, nenhuma das
concentragbes apresentou um potencial fungistatico de 100% e as amostras
também nado apresentam acédo fungicida nas concentracfes de estudo. Desta

forma, o aumento da concentracdo de DMSO nas amostras proporcionaram um
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aumento da atividade. A Tabela 10 apresenta a porcentagem de inibicdo do

crescimento do Lasiodiplodia theobromae frente aos bio-6leos.

Tabela 10. Porcentagem de InibicAdo do Crescimento (PIC) do fungo

Lasiodiplodia theobromae frente aos bio-6leos contendo 1% de DMSO.

Amostra Temp_o de PIC (%)

analise C1l C2 C3 C4 C5
leg(')"’c',go 4436 7333 81,80 8338 90,00
Blooee  T2h 47104 7385 8115 9141 9231
Blo-0e° 4718 7654 8936 9359 9526

As Figuras 24, 25 e 26 apresentam respectivamente a inibicdo do
crescimento micelial dos bio-6leos produzidos a 400, 500 e 600 °C em funcéo
do tempo de incubacédo do Lasiodiplodia theobromae.

Figura 24. Avaliacao do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

ao hio-6leo produzido a 400 °C.
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amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).
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Figura 25. Avaliacao do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

ao bhio-6leo produzido a 500 °C.
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Figura 26. Avaliagéo do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

ao hio-6leo produzido a 600 °C.
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Cl=10puL mLY C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

4.2.3.2 Avaliacdo da atividade antifangica dos bio-6leos frente ao Fusarium
solani com 1% de DMSO.

A Tabela 11 apresenta as respectivas porcentagens de inibicdo para os
bio-6leos. Diante dos resultados apresentados, podemos observar que ocorreu

para o bio-6leo frente ao Fusarium solani também uma redugdo do seu
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potencial fungistatico, ndo apresentando também acdo fungicida nas

concentracdes de estudo.

Tabela 11. Porcentagem de Inibicdo do Crescimento (PIC) do fungo Fusarium

solani frente aos bio-6leos contendo apenas 1% de DMSO.

Tempo PIC (%)
Amostra angﬁse c1 Cc2 C3 C4 C5
84‘183"!20 4681 66,67 7234  gggs 8723
Blo0® 96h 4468 6241 7376 8652 9149
Bégbf’c[go 3830 6596 7518 90,7800 100,00

O bio-6leo produzido a 500 °C variando de 1 a 5% a concentracdo de
DMSO apresentou para ambos os fungos menores potencial fungistatico,
entretanto, as analises com apenas 1% de DMSO, seguem uma tendéncia
diferente, gradativamente a medida em que se aumenta a temperatura de
pirélise ha um aumento no potencial de inibicdo. As Figuras 27, 28 e 29 a
seguir apresentam respectivamente a inibicdo do crescimento micelial dos bio-
Oleos produzidos a 400, 500 e 600 °C em fungédo do tempo de incubacdo do

Fusarium solani.

Figura 27. Avaliagdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-

6leo produzido a 400 °C.
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Figura 28. Avaliagdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-
6leo produzido a 500 °C.

25,00
£ 21,00
|'_'|

:m' 20,00 16,83
= 15, 17
= 14,50
S 15,00 13,67 |
£ 10,83 10,67 11 67 10,00
=]
£ 10,00 8,00 8,00 8,50 o 800 800800 800800
E
g 5,00
2
o

0,00

Bio-oleo 500 2C - Bio-oleo 500 2C - Bio-oleo 500 2C - Bio-oleo 5002C - Bio-oleo 500 2C -
C1 c2 c3 c4 5

Tempo de Incubacdo

m24h w®m48h m72h wm96h

Cl=10puL mL: C2=20puL mLY, C3 =30 uL mL?, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

Figura 29. Avaliagdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente ao bio-
6leo produzido a 600 °C.
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Cl=10puL mL: C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

4.2.4. Avaliagcédo da atividade antifungica para as fragdes aquosas.

E importante mencionar que devido a natureza da amostra ndo foi
necessario a utilizacdo de DMSO, portanto, ndo héa interferentes na
determinacao do potencial fungistatico e fungicida.
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4.2.4.1. Avaliacdo da atividade antifungica das fracbes aquosas frente ao

fungo Lasiodiplodia theobromae.

Em virtude da possibilidade de avaliagdo do controle de crescimento do
Lasiodiplodia theobromae apenas até 72 h de incubacdo, as amostras das
fracbes aquosas também tiveram seu crescimento avaliado nesse mesmo
periodo. A Tabela 12 apresenta a porcentagem de inibicdo do crescimento do

Lasiodiplodia theobromae frente as frag6es aquosas.

Tabela 12. Porcentagem de Inibichdo do Crescimento (PIC) do fungo

Lasiodiplodia theobromae frente as frac6es aquosas.

Tempo PIC (%)
Amostra de
anélise C1 C2 C3 C4 C5
FR
400 °C 39,36 60,90 100 100,00 100,00
FR
500 °C 72 h 31,92 56,67 64,10 98,08 100,00
FR
600 °C 26,80 46,41 62,69 65,00 93,08

Neste estudo a fracdo aquosa apresentou potencial fungistatico de 100%
e potencial fungicida na concentracédo C4. Esse resultado para fragdo aquosa
nos leva a concluir que € necessario identificar os componentes desta fracéo, a
fim de conhecer os possiveis mecanismos de acdo sobre o crescimento dos
fungos. A Figura 30 apresenta os resultados do crescimento do fungo

Lasiodiplodia theobromae frente fragéo aquosa produzida a 400 °C.
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Figura 30. Avaliacao do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

a fracdo aquosa produzida a 400 °C.
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Cl=10puL mL: C2=20puL mLY, C3 =30 uL mL?*, C4 =40 uL mL*e C5 =50 uL mL* da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

Em um estudo realizado por Schroeder et al. (2017) [83] sobre pirdlise
lenta da biomassa de sementes de graviola a temperatura de 400 °C, para a
caracterizacdo, a fracdo aquosa foi extraida com solventes organicos como o
hexano, diclorometano e acetato de etila e analisada por GC/MS, obtendo nos
trés extratos 52 compostos identificados, revelando como principais as cetonas,
alcoois e fendis. Os autores acreditam que as ligacbes de hidrogénio sejam
responsaveis pela miscibilidade destes compostos na fase aquosa. A Figura 31
apresenta algumas dessas interacoes.

A Figura 32 apresenta a avaliacdo do crescimento do fungo
Lasiodiplodia theobromae frente a fragdo aquosa produzida a 500 °C, na
concentracdo C4 o crescimento foi evidenciado apenas apés 72 h de
incubacado, apresentando um potencial fungistatico de 97,90%. O maximo
potencial foi obtido na concentracdo C5, e a amostra ndo apresentou potencial

fungicida para o fungo em estudo.
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Figura 31. Estruturas dos compostos encontrados no extrato hexanico Fonte:
Schroeder et al. (2017) [83].
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Figura 32. Avaliacédo do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente
a fracdo aquosa produzida a 500 °C.
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Cl=10puL mLt C2=20puL mL?, C3 =30 yL mL?, C4 =40 uyL mLt e C5 = 50 yL mL? da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).
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Para a fracdo aquosa produzida a 600 °C, cujos os resultados do
crescimento micelial sdo apresentados na Figura 33 e porcentagem de inibicéo
do crescimento na Tabela 12, a concentracéo C4, apresentou menor potencial
fungistdtico em comparacdo a fracdo aquosa a 400 °C, avaliando o
crescimento, este inicia-se em 48 h de incubagcdo e tem um aumento
significativo em 72 h, em porcentagem de inibicdo do crescimento corresponde
a 89,90%.

Estabelecendo uma ordem decrescente de potencial fungistatico e/ou
fungicida para as fracbes aquosas, esta inicia com fracdo aquosa produzida a
400 °C, seguida pela fracdo a 500 °C e finalizando com a fracdo aquosa a 600
°C.

Figura 33. Avaliacéo do crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae frente

a fracdo aquosa produzida a 600 °C.
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Cl=10pL mLt, C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?, C4 =40 uyL mLte C5 =50 puL mL? da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

4.2.4.2. Avaliacdo da atividade antifungica das fracbes aquosas frente ao

fungo Fusarium solani

Os resultados apresentados das fracoes aquosas para o Fusarium solani
corroboram com o0s dados obtidos para o Lasiodiplodia theobromae
demonstrando que a fracdo produzida a 400 °C tem maior potencial

fungistatico, alcancando 100% de inibicdo na concentracdo C3. A Tabela 13
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apresenta as respectivas porcentagens de inibicdo para as fracbes aquosas

frente ao Fusarium solani.

Tabela 13. Porcentagem de Inibicdo do Crescimento (PIC) do fungo Fusarium

solani frente as fracdes aquosas.

Tempo de PIC (%)
Amostra 1
analise C1 Cc2 C3 C4 C5
FR
400 9C 34,75 58,16 100 100 100
FR
£00 °C 96 h 23.40 45,39 63,12 75,18 100
FR
600 °C 4,26 19,86 41,84 49,65 56,87

Comparando com os valores obtidos para o bio-0leo frente ao Fusarium
solani temos uma relacdo inversa, enquanto o0 bio-6leo apresentou maior
potencial fungistatico na temperatura de 600 °C, para a fragdo aquosa 0 maior
potencial foi verificado na temperatura de 400 °C, e apenas a fragdo aquosa
produzida a 400 °C apresentou potencial fungicida na concentracdo C4. As
Figuras 34, 35 e 36 apresentam o crescimento do Fusarium solani frente as

fracOes aquosas.

Figura 34. Avaliacdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente a fracéo

aguosa produzida a 400 °C.
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Cl=10pL mL?t, C2=20puL mL?, C3 =30 uL mL?, C4 =40 uyL mLt e C5 =50 pL mL? da
amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).
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Figura 35. Avaliacdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente a fracdo

aguosa produzida a 500 °C.
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amostra por mL de meio de cultura, o Batata Dextrose Agar (BDA).

Figura 36. Avaliacdo do crescimento do fungo Fusarium solani frente a fracao

aguosa produzida a 600 °C.
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A investigacdo das fracbes aquosas produzidas em diferentes
temperaturas através do processo de pirdlise pode fornecer dados importantes,
tanto a cerca da temperatura ideal para a obtencdo dos compostos de
interesse com acédo antifungica, como para sua utilizacdo como possivel fonte
alternativa na producao de fungicidas.

Os resultados apresentados para as fragcdes aquosas demonstram que a
fracdo aquosa em todas as temperaturas tem potencial para inibicdo de
crescimento dos fungos, entretanto, os valores apresentados para a fracéo
aguosa produzida a 400 °C onde foi obtido um maior potencial fungistatico,
alcancando 100% de inibicdo na concentracéo C4.

Comparando com os valores obtidos para o bio-6leo temos uma relacéo
inversa, enquanto o bio-6leo apresentou maior potencial fungistatico na
temperatura de 600 °C, para a fragdo aquosa o maior potencial foi verificado na
temperatura de 400 °C, e apenas a fracdo aquosa a 400 °C apresentou

potencial fungicida na concentracédo C4, para ambos os fungos em estudo.

4.2.5. Avaliagdo da concentragédo para inibir 50% do crescimento micelial do
fungo (IC50).

Apenas as andlises da atividade antifangica para bio-6leos com 1% de
DMSO e fracbes aquosas foram analisados estatisticamente. O desvio padrao
foi calculado apenas para as medidas realizadas em triplicata, ao final do
tempo de incubacéo, sendo 72 h para o Lasiodiplodia theobromae e 96 h para
o Fusarium solani.

A analise de regressao linear para determinar a concentracao que inibiu
50% (ICs0) do crescimento do micelial do fungo foi estimada através do
programa GraphPad Prisma® e calculado a partir das equacdes geradas. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).

As Tabelas 14 e 15 apresentam as porcentagens de inibicdo do
crescimento e desvio padrdo dos bio-0leos e fracfes aquosas em funcdo dos

logs das concentragfes e dos fungos em estudo.
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A estimativa da concentracdo média do composto ativo eficaz para inibir

50% do crescimento micelial tém sido utilizada para avaliar a sensibilidade aos

fungicidas, permitindo uma comparagdo para diferenciar o0s niveis de

sensibilidade das amostras em diferentes fungos em estudo [84]. Os ICso foram

calculados a partir da equacdo da reta e os graficos com suas respectivas

equacoes, coeficiente de correlacdo (R?) e valores de ICso. Esses dados séo

apresentados nas Figuras 37 e 38.

Tabela 14. Porcentagem de inibicdo do crescimento e desvio padréo das

amostras de bio-0leos frente aos fungos.

Lasiodiplodia theobromae

Bio-6leo 400 °C

Bio-6leo 500 °C

Bio-6leo 600 °C

Log
Concentracao PIC (%) DP PIC (%) DP PIC (%) DP
(pg mLh
3,00 44,36 2,23 47,18 6,12 47,18  3,473389
3,30 73,33 0,65 73,85 1,13 76,67  2,377851
3,48 81,79 3,02 81,15 1,88 89,36  2,614882
3,60 83,46 0,94 91,41 1,45 93,59 1,785691
3,70 90,00 3,77 92,31 0,83 95,26 0,362619
Fusarium solani
Bio-6leo 400 °C Bio-6leo 500 °C Bio-6leo 600 °C
Log
Concentracdo PIC (%) DP PIC (%) DP PIC (%) DP
(pg mLh
3,00 46,81 3,47 44,68 6,95 38,30 1,74
3,30 61,70 5,58 62,41 7,02 65,96 3,47
3,48 72,34 3,47 73,76 4,37 75,18 3,62
3,60 80,85 0,00 86,52 4,01 90,78 2,65
3,70 87,23 4,60 91,49 3,01 100,00 0,00
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Tabela 15. Porcentagem de inibicdo do crescimento e desvio padrdo das

amostras de fracdes aquosas frente aos fungos.

Lasiodiplodia theobromae

Fracdo Aquosa Fracdo Aquosa Fracdo Aquosa
400 °C 500 °C 600 °C
Log
Concentracao PIC (%) DP PIC (%) DP PIC (%) DP
(g ML)
3,00 39,36 3,36 31,92 6,19 26,79 6,48
3,30 60,90 2,14 56,67 1,89 46,41 2,67
3,48 100,00 0,00 64,10 4,00 69,87 4,45
3,60 100,00 0,00 98,08 1,57 66,54 2,49
3,70 100,00 0,00 100,00 0,00 93,08 3,57
Fusarium solani
Fracdo Aquosa Fracdo Aquosa Fracdo Aquosa
400 °C 500 °C 600 °C
Log
Concentracao PIC (%) DP PIC (%) DP PIC (%) DP
(g ML)

3,00 34,75 5,58 23,40 7,96 4,26 1,74
3,30 58,16 2,65 45,39 7,02 22,70 5,31
3,48 100,00 0,00 63,12 6,58 41,84 1,00
3,60 100,00 0,00 75,18 5,01 49,65 2,01

3,70 100,00 0,00 100,00 0,00 58,87 2,65
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Figura 37. Regressao linear e ICso para os bio-6leos frentes aos fungos Lasiodiplodia theobromae e Fusarium solani.
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Figura 38. Regressao linear e ICso para as fracdes aquosas frentes aos fungos Lasiodiplodia theobromae e Fusarium solani.
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Os fungicidas podem ser classificados em duas classes, o0s protetores e
os sistémicos, sendo que a diferenca entre eles € a concentracdo do composto
ativo, 0s protetores possuem uma concentracdo efetiva maior que o0s
sistémicos. E um fungo pode ser sensivel ou ndo a um determinado composto
em funcdo dos seus fatores genéticos. Se o fungo é sensivel a um fungicida,
ele possui fungitoxicidade, porém se ndo apresentar fungitoxicidade podemos
considerar que ele é insensivel [84].

Nesse sentido, é importante mencionar que nem todo produto quimico é
téxico para os fungos, também nédo existem fungicidas comerciais que sirvam
para o controle de todos os fungos. Segundo alguns estudos relacionados ao
potencial fungicida de alguns compostos, pode ser utilizada a seguinte
classificagdo: ICso < 1 ug mL*: alta sensibilidade (AS); ICso 1-10 yg mL? =
moderada sensibilidade (MS); ICso 10-50 ug mL* = baixa sensibilidade (BS);
ICs0 > 50 ug mL* = insensibilidade (1) [84].

Tabela 16. Sensibilidade das amostras de acordo com o ICsp frente aos fungos.

Sensibilidade
Amostra Lasiodiplodia theobromae Fusarium solani
R2 ICs0 sb EC  R2 |Cs0 b
(ug/mL) (Mg/mL)

Bio-6leo 400 °C 0,94 1058 I Il 0,99 1188 I
Bio-6leo 500 °C 0,97 1005 I I 0,99 1287 I
Bio-6leo 600 °C 0,95 963,7 I I 0,99 1372 I
Fracdo Aquosa 400°C 0,90 1282 I I 0,90 1390 I
Fracdo Aquosa 500 °C 0,92 1649 I I 0,95 2020 I
Fracdo Aquosa 600 °C 0,92 1974 I I 0,99 3974 I

ICso (concentracao suficiente para inibir 50% do crescimento micelial); ® Sensibilidade do fungo
aos fungicidas (AS: alta sensibilidade; BS: baixa sensibilidade; MS: moderada sensibilidade e I:
insensibilidade); © Eficiéncia do fungicida (AE: alta eficiéncia; ME: moderada eficiéncia; BE:
baixa eficiéncia e I: insensibilidade).
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Como evidenciado na Tabela 16, tanto os bio-6leos, quanto as fracdes
aquosas em relacdo ao ICso séo considerados insensiveis, ou nao toxicos ao
fungo, da mesma forma com relagcdo a eficiéncia, os fungos apresentaram-se
insensiveis. Em funcdo da alta concentracdo da amostra, o bio-6leo e a fracédo
aquosa podem ser considerados como fungicidas protetores.

Entretanto, levando em consideracdo a complexidade do bio-6leo e o
nao conhecimento da concentragcéo real dos componentes da fragdo aquosa,
estudos posteriores sdo necessarios para elucidar a composi¢ao e sua relagédo
com o potencial fungistatico apresentado pelo bio-6leo e potencial fungistatico
e fungicida para a fracdo aquosa produzida a 400 °C.

Os bio-6leos apresentaram (p>0,05), isso indica que ndo ha uma
diferenca significativa em relagdo ao potencial de agéo, indicando que a
temperatura de pirélise ndo tem influéncia sobre a atividade antifungica, sendo
estd exclusiva da concentracdo dos componentes. Ja as fracbes aquosas
apresentaram (p<0,05) implicando em desempenhos diferentes tanto em termo

de temperatura ideal, quanto concentracao.
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4.3 Caracterizacao da fracao liguida da pirdlise esterco bovino
4.3.1 Analise Elementar

As porcentagens elementares de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio
(N) e oxigénio (O) presentes nos bio-6leos produzidos a 400 °C, 500 °C e 600
°C estédo apresentados na Tabela 17. Os resultados das analises mostraram

gue o carbono e 0 oxigénio sao 0s principais constituintes dos bio-6leos.

Tabela 17. Composicao elementar de bio-6leos obtidos através de pirélise de

esterco bovino a diferentes temperaturas.

Bio-6leo 400 °C Bio-6leo 500 °C Bio-6leo 600 °C

Anélise
(%) (%) (%)
Carbono (C) 49,44 51,77 44,10
Hidrogénio (H) 9,09 9,25 9,12
Nitrogénio (N) 1,77 1,97 2,47
Oxigénio (O)* 39,7 37,01 44,31

*Obtido por diferenca

Comparando os dados obtidos com o de Santana (2017) [68] foi possivel
observar uma variagdo em termos de percentuais elementares, esta variacdo
esta relacionada a composi¢do quimica da amostra e ao sistema de criagcdo do
gado ja relatado no item 4.1. A Tabela 18 apresenta a composi¢cado elementar

dos bio-6leos.

Tabela 18. Composicao elementar dos bio-6leos obtidos da pirdlise de esterco

bovino em reator de cilindro rotativo. Fonte: Adaptada de Santana (2017) [68].

Bio-6leo 400 °C Bio-6leo 500 °C Bio-6leo 600 °C

Analise
(%) (%) (%)
Carbono (C) 59,79 50,34 52,00
Hidrogénio (H) 7,91 6,70 6,67
Nitrogénio (N) 2,88 3,71 4,04
Oxigénio (O)* 29,43 39,26 37,28

*Obtido por diferenca
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Os valores de porcentagem de oxigénio apresentam um perfil tipico da
matriz, a biomassa lignocelulésica. A alta oxigenacdo implica na formacao
minoritaria de compostos da classe dos hidrocarbonetos, a amostra apresenta
ainda uma composicdo majoritariamente oxigenada em funcdo do
cragueamento dos principais constituintes da biomassa lignocelulésica: a

hemicelulose, a celulose e a lignina [64].

4.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR).

A presencga dos grupos funcionais presentes nos bio-6leos foi avaliada
através da espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier. Essa técnica de medicéo rapida é baseada na absorcdo do espectro
por um grupo de funcBes especificas [65].

Analisando a Figura 39 que apresenta os espectros de infravermelho dos
bio-6leos de esterco bovino obtidos a diferentes temperaturas de pirdlise, foi
possivel observar que os perfis espectrais das amostras sdo similares em
relacdo as principais bandas presentes e o0s mesmos grupos funcionais sao

formados mesmo com o aumento da temperatura de pirdlise.

Figura 39. Espectro FTIR dos bio-6leo de esterco bovino.
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A banda larga em 3456 cm™! corresponde a vibracdes de estiramento de
O-H [66], sendo associada a presenca de alcoois, fendis, acidos, e agua
residual no bio-6leo, essa intensidade do estiramento possivelmente esta
associada a maior concentracdo de compostos oxigenados, e/ou maior teor de
agua. Vibracdo de estiramento nesta regido também pode ser atribuida a
ligacdo N-H ligacao de aminas e amidas [68].

Estiramentos assimétricos e simétricos, em 2930 cm™ e 2846 cm?, da
ligacdo C-H de grupos CHz e CH2 de carbono sp3, evidenciam a presenca de
grupos alifaticos e é verificada em todos 0s espectros, identificado também nas
deformacdes C-H na regido entre 1460 e 1380 cm™. Vibracdes de estiramento
C-0O, também podem ser observados na regido de 1051 cm, que associados a
bandas de OH, indicam a presenca de alcoois e fendis. Absorcdo em regides
de menores frequéncias, préximas a 1110 cm?, evidencia a presenca de
alcoois [68].

A banda observada em comprimento de onda préximo a 2360 cm™ é
relacionada ao CO: presente no ambiente. Bandas largas na regido de 1700-
1640 cm apareceram no espectro de todos os bio-6leos, a absorcdo nessa
regido pode ser atribuida ao estiramento de ligacdo de grupos C=0 de &cidos

carboxilicos [64].

4.3.3 Analise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/MS)
para os Bio-6leos.

Os bio-0leos obtidos através da pirélise foram caracterizados por
GC/MS, utilizando as mesmas condi¢cdes de analise. Os valores percentuais
sao relativos, uma vez que, indicam as propor¢des dos compostos individuais e
nao a concentracao real destes compostos na amostra. Desta forma temos
uma avaliagdo comparativa e semi-quantitativa dos compostos detectados.

A identificacdo dos compostos foi realizada com base na espectroteca
Wiley 8 (WR10 e WR10R), considerando indice de similaridade acima de 80%.
Os compostos nao identificados que apresentarem similaridade abaixo da
determinada anteriormente aparecem no texto com a sigla (N.l.).

Devido a complexidade da amostra e a limitacdo da técnica utilizada,

possivelmente ha co-eluicbes e consequentemente uma baixa relacdo de
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similaridade entre o0s espectros de massas, ndo sendo possivel a sua
identificacdo. Os compostos que apresentaram similaridade acima de 80%

foram classificados em classes quimicas.
A Figura 40 apresenta os cromatogramas das correntes totais de ions

(TICC) resultantes das anélises por GC/MS para as solu¢bes dos bio-6leos. E
possivel observar que os perfis cromatograficos apresentaram similaridades

para os bio-6leos em estudo.

Figura 40. TICCs dos bio-6leos de esterco bovino.
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A integracdo dos picos para area relativa apresentou a deteccdo de 104,
111 e 109 compostos para os bio-6leos as temperaturas de 400 °C, 500 °C e
600 °C, respectivamente, considerando apenas area relativa a partir de 0,10%.
Os compostos identificados sédo apresentados excluindo interferentes com: os

picos derivados do solvente e do agente derivatizante. Esses dados sé&o

apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19. Picos cromatogréficos identificados para os bio-6leos.

Bio-0leo
400 °C 500 °C 600 °C
Compostos detectados 104 111 109
Compostos identificados 59 71 63
Area dos compostos identificados 77,92% 71,16% 78,69%

Para a identificacdo uma série de 12 padrbes fendlicos obtidos do

Laboratorio de Analises Cromatograficas (LAC-UFS) foram injetados nas

mesmas condi¢cdes cromatogréficas para as amostras. A Figura 41 apresenta

TICCs dos padr@es fendlicos.

Figura 41. TICCs dos padrdes fendlicos.
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Diante dos resultados apresentados, com 0s cromatogramas
apresentando um percentual minimo de 71,16% de éarea relativamente
identificada € possivel considerar que esse é um bom percentual de
elucidacdo, se levarmos em consideracdo a complexidade da amostra e as
limitacdes da técnica utilizada.

A identificacdo dos compostos foi realizada e as seguintes classes
guimica foram encontradas: fendis, &lcoois, hidrocarbonetos, acidos
carboxilicos e em menor quantidade cetonas, derivado de agucares, aldeidos e

compostos nitrogenados. Esses dados sao apresentados na Figura 42.

Figura 42. Classes dos compostos identificados para os bio-6leos de esterco

bovino em porcentagem.
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A classe dos compostos fendlicos foi predominante nas amostras de bio-
Oleos, seguida pela classe dos é&cidos carboxilicos, hidrocarbonetos, alcoois,
cetonas, nitrogenados, aldeidos e derivados de acgucares. O aumento da
temperatura resultou no aumento dos compostos fendlicos, hidrocarbonetos e
alcoois, a medida que ocorreu uma diminuicdo dos &cidos carboxilicos e
compostos nitrogenados.

Um maior percentual de compostos fendlicos € esperado para o bio-Gleo
produzido a 600 °C com base na cinética da pirdlise de esterco bovino, uma

vez que, os constituintes se decompdem em diferentes etapas, que ocorre em
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funcdo da diferenca de suas estruturas fisico-quimicas. Quanto mais complexa
a estrutura, mais dificii a decomposicdo, e consequentemente maior a
temperatura necessaria.

Os constituintes do esterco bovino podem ser divididos em detergente
neutro soluvel (por exemplo, proteinas, amidos, lipidos, acucares, etc.),
hemicelulose, celulose e lignina. A lignina tem uma estrutura mais complexa do
gue 0s outros constituintes e uma faixa de atividade extremamente ampla para
as ligacdes quimicas e grupos funcionais [67]. A Figura 43 apresenta as faixas

de temperaturas para a decomposi¢ao dos constituintes do esterco bovino.

Figura 43. Processo de pirolise de esterco bovino sob taxa de aquecimento de
10 K min, relagdo entre os constituintes e suas temperaturas de degradacao.
Fonte: Cao; H. et al. (2014) [87].
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A degradacdo do detergente neutro ocorre em torno de 512 K, com
decomposicao inicial na temperatura de 410 K e final em cerca de 580 K. Apos
cerca de 60 K do inicio de decomposicdo do detergente neutro sollvel, a
hemicelulose comeca a se decompor, atingindo o valor maximo em torno de
563 K. Na temperatura de 600 K, a celulose esta se decompondo com a taxa
maxima de perda de massa. As temperaturas inicial e final de decomposicao
da celulose sao 500 e 640 K, respectivamente. A lignina tem uma ampla regiao
de decomposicdo de 560 a 1000 K devido a sua estrutura fisico-quimica

complexa [87].
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Espera-se que o0s componentes fendlicos sejam o0s principais
responsaveis pela atividade antifiungica do bio-6leo de esterco bovino. Porém,
a presenca de outros compostos em menores quantidades, tanto pode
pontencializar o efeito antifiungico do bio-6leo, quanto reduzir seu potencial,
favorecendo a sobrevivéncia do fungo [88].

Os hidrocarbonetos apresentaram respectivamente, valores de 7,85%,
10,09% e 14,41%, para os bio-6leos produzidos a 400 °C, 500 °C e 600 °C, e
podem favorecer a sobrevivéncia dos fungos porque constituem-se como uma
das principais fontes de nutrientes. A formagao destes compostos pode ser em
virtude das reacfes de descarboxilagcdo dos acidos graxos com o aumento da
temperatura [50,69]. Em quantidades menores também temos os derivados de
agucares, provenientes da decomposicéo da celulose e hemicelulose.

O fenol foi o componente majoritario da area percentual relativa das
solucbes de bio-6leo apresentando 4,76%, 5,84% e 9,30% das solucbes de
bio-6leos obtidos a 400 °C, 500 °C e 600 °C, respectivamente. Relacionando
ainda com os resultados obtidos para a atividade antifingica, a maior eficiéncia
em potencial fungistatico do bio-6leo pode estar associado a maior
percentagem de compostos fendlicos no bio-6leo produzido a 600 °C.

O mecanismo de acdo ocorre pela lesdo das células microbianas
alterando a permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica, causando
uma perda das substancias intracelulares vitais. Esses compostos também
desnaturam proteinas como as enzimas [70].

A capacidade dos produtos fendlicos no 6leo de pirdlise para atividade
antioxidante € esperada também com base no comportamento conhecido de
antioxidantes fendlicos substituidos, como por exemplo, na degradacao fungica
da madeira que ocorre por ataque oxidativo e quebra de lignina por radicais
hidroxilo, o bio-6leo pode atuar como um dissipador estequiométrico por reagir
com radicais hidroxilo, impedindo assim o ataque a estrutura lignoceluldsica da
madeira [91].

Foram identificados 32 compostos majoritarios para os bio-6leos nas trés
temperaturas de estudo, considerando como majoritarios 0s compostos que
apresentaram area cromatografica percentual relativa maior do que 1% ao

menos para uma das temperaturas de analise, levando em consideracdo
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também os compostos detectados e nao identificados. A Tabela 20 apresentar

0S compostos majoritarios presentes nos bio-6leos.
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Tabela 20. Compostos majoritarios encontrados nas solucdes de bio-6leos de esterco bovino.

400 °C 500 °C 600 °C
Area Area Area
Composto tR (min) Relativa tR (min) Relativa tR (min) Relativa Estrutura
(%) (%) (%)
1 N.I. 10,096 2,80 10,092 1,98 10,087

0 OH
2 2-furaro-metanol 11,030 1,29 11,031 -- 11,030 -- \ |

4 o-cresol - - 13,093 135 13,086 203 ij/

OH
3 fenol 12,943 4,76 12,943 5,84 12,941 9,30 ©
OH
CHj
OH
5 p-cresol 13,837 2,17 13,833 3,22 13,827 6,53 (;
CHj
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OH
6 m-cresol 14,178 2.56 14,176 2.43 14,174 1,01
CH,
7 NI, - - - - 15,912 1,09
OH
CH,
8 24-dimetik-fenol 16,217 1,12 16,219 2.19 16,213 2.19
(Xilenol)
CH,
OH
9 3-etil-fenol 16,773 2.24 16,773 2,74 16,776 4.04
CH,
10 N.I - - - - 17,361 1,05




77

11 NI 17,506 1.24 17508 1.30 17.512 0.41
OH
12 guaiacol 17,692 3.05 17,694 203 17,695 2.00 CH,
0
13 Acido 2,4-hexadiendico g ;45 555 18,404 4,07 18,410 7.85
(Acido sorbico) \
HC o

14 NI - - 18,895 1.30 - -
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OH
15 4-metoxi-fenol 20,083 6,11 20,086 N.1I. 20,091 3,94
(0]
CH,
16 N.I. 20,575 1,42 20,563 2,01 20,572 3,04
HO
17 2-metoxi-4-vinilfenol 21,091 6,45 21,093 4,98 21,098 2,88 o
|
CH, CH,
OH
. . _0 O
18 2,6-dimetoxi-fenol 22,092 1,77 -- -- 22.100 0,53 HsC CHs
19 N.I. 24,412 1,87 24,414 1,62 -- --
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20 N.I. 24,788 1,76 24,790 1,53 -- --
21 Levoglucosano 25,772 1,25 -- - 25,778 1,28
22 N.I. -- -- -- -- 25,922 1,33
23 N.I. 27,574 1,04 27,576 -- -- --
24 N.I. -- -- -- -- 28,365 1,42
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OH
H3C/O O\CH3
2,6-dimetoxi-4-

25 propenil-fenol 30.785 1,77 30.787 0,98 -- --

=

CH,

y j
26 1-dodecanol 31,445 1,24 31,451 1,73 31,457 1,43 \/\/\/M
0K
Ac. Hexadecandico
27 (ACidO Palmitico) 37,882 2,50 37,830 1,66 - -
o CH3

28 N.I. 39,153 1,21 39,164 0,91 -- --
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OH

o N
i} G
29 Acido Linoleico 42,270 2,66 42,272 1,81 -- -
30 Acido Oleico 42,401 4,15 42,406 2,83 42,408 1,25
0
31 Acido Gondéico 47,281 1,12 -- - - -- W
he / o
32 N.I. -- -- -- -- 50.271 1,45
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33 Nonacosano 51,309 1,02 51,311 1,01 -- --
% Area total 64,12 50,42 47,65
% Area dos compostos identificados 52,78 39,77 37,86
% Area dos compostos néo identificados 11,34 10,65 9,79
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Dos compostos majoritarimente idenfificados, 11 s&o derivados
fendlicos, o fenol apresentou maior percentual, estabelecendo uma ordem de
maior percentagem e presenca em todas as temperaturas de pirdlise temos: 2-
metoxi-4-vinilfenol, p-cresol, 3-etil-fenol, guaiacol, m-cresol e 2,4-dimetil-fenol.
A Figura 44 apresenta os compostos fendlicos majoritarios presentes nos bio-
Oleos.

Figura 44. Compostos fendélicos majoritarios presentes nos bio-6leos.
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Um estudo realizado por Zabka, M. e Pavela, R. (2013) [92] a fim de
avaliar propriedades antifungicas contra fungos filamentosos, toxinogénicos
importantes e patogénicos como: Fusarium oxysporum, F. verticillioides,
Penicillium brevicompactum, P. expansum, Aspergillus flavus e A. fumigatus,
21 compostos fendlicos que apresentaram diferencas em sua estrutura quimica
foram testados. Um maior potencial de inibicdo descrito pelos autores como
100% na concentracdo experimental 1000 Ig mL?' foi observado para os
derivados fendlicos como: timol, carvacrol, isoeugenol, eugenol, 2-etilfenol, 4-
etilfenol,  salicilaldeo,  2-metoxi-4-metilfenol,  4-etilguaiacol e  acido
acetilsalicilico). JA o guaiacol, vanilina e acido p-cumarico causaram 100%

inibicdo do crescimento em apenas alguns casos [92].
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4.3.4 Andlise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/MS)

para as fracoes aquosas.

4.3.4.1. Extracdo com Diclorometano

A avaliacdo para as fracdes aquosas é comparativa e semi-quantitativa
dos compostos detectados. A identificagdo dos compostos foi realizada com
base na espectroteca Wiley 8 (WR10 e WR10R), considerando indice de
similaridade acima de 80%.

A Figura 45 apresenta os cromatogramas das correntes totais de ions
(TICC) resultantes das andlises por GC/MS para as solucbes das fracdes

aguosas extraidas com DCM.

Figura 45. TICCs das fracdes aquosas extraidas com DCM.
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E possivel observar que os perfis cromatograficos apresentaram
similaridades para as fracbes aquosas em estudo, sendo que a fracdo
produzida a 400 °C apresenta picos relativamente mais intensos que a fracéo
produzida a 500 e 600 °C no intervalo de 25 a 30 minutos de corrida. A Tabela
21 apresenta 0s compostos detectados considerando uma area relativa minima
de 1%.



Tabela 21. Picos cromatograficos
extraidas com DCM.
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identificados para as fracdes aquosas

Fracdo Aquosa

400 °C 500 °C 600 °C
Compostos detectados 20 24 27
Area dos compostos detectados 68,73% 82,00% 86,00%
Compostos identificados 9 9 9
Area dos compostos identificados 48,67% 50,37% 51,19%

A integracdo dos picos para area relativa apresentou a deteccao de 20,

24 e 27 compostos para as fracdes aquosas a temperaturas de 400 °C, 500 °C

e 600 °C, respectivamente. A Tabela 22 apresenta os compostos majoritarios

encontrados para as fracfes aquosas extraidas com DCM.
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Tabela 22. Compostos majoritarios encontrados para as fragdes aquosas extraidas com DCM.

400 °C 500 °C 600 °C
Area Area Area
Composto tR (min) Relativa  tR (min) Relativa  tR (min) Relativa Estrutura
(%) (%) (%)

1 2-butanamina 10.131 16,07 - - - -

3 Fenol 12.992 4,69 12.995 9,15 12.997 18,40

4 Acido 4-metil pentandico -- -- -- -- 13.730 1,30

NH,
HBCA)\ -

O OH

2 2-furano-metanol 11.052 3,39 11.047 5,13 11.049 5,58 \ |
OH
(@]

CHg

HOM

CH3

0

0
5 N-acetilglicina 15.828 1,68 15.829 1,27 15.830 3,24 [ NH\/k
H3C/\/ OH




CH
6 o-cresol - - 16.041 1,20 16.041 1,56 ©/ 3
OH
7 p-cresol 16.343 2.47 16.356 2.83 16.364 2.97 i;
CH3
NH,
8 Benzilamina 17.987 8,64 17.980 14,93 17.981 9,10
OH
9 2-metoxi-fenol 18.828 417 18.827 5,50 18.825 1,79 CH,
OH
10 4-metéxi-fenol 20.224 1.65 20.224 2.11 - - (;
O\




11

4-etil-catecol

21.545

5,91

21.545

8,25

21.544

7,25

OH

OH
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Os compostos majoritarios presentes nas fracbes aguosas sao 0s
fendlicos e os nitrogenados. Analisando a Figura 46 foi possivel observar que a
medida em que ocorre 0 aumento da temperatura de pirélise ha um aumento
da porcentagem dos compostos fendlicos e uma reducdo dos compostos

nitrogenados.

Figura 46. Compostos majoritarios presentes nas fracfes aquosas extraidas
com DCM.
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4.3.4.2. Extragdo com n-Hexano.

A Figura 47 apresenta os cromatogramas das correntes totais de ions
(TICC) resultantes das analises por GC/MS para as solucdes das fracOes
aquosas extraidas com n-hexano.

Os perfis cromatograficos apresentaram similaridades, entretanto, a
fracdo produzida a 400 °C apresenta picos relativamente mais intensos que a
fracdo produzida a 500 e 600 °C. A Tabela 23 apresenta os compostos

detectados considerando uma area relativa minima de 1%.
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Figura 47. TICCs das fracdes aquosas extraidas com n-hexano.
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Tabela 23. Picos cromatograficos identificados para as fracdes aquosas

extraidas com n-hexano.

Fracdo Aquosa

400 °C 500 °C 600 °C
Compostos detectados 22 28 26
Area dos compostos detectados 69,73% 58,00% 57,99%
Compostos identificados 7 7 7
Area dos compostos identificados 29,38% 37,24% 27,21%

A integracdo dos picos para area relativa apresentou a deteccao de 22,
28 e 26 compostos para as fracdes aquosas a temperaturas de 400 °C, 500 °C
e 600 °C, respectivamente. Sendo 0s compostos majoritarios presentes nas
fracdes aquosas os fendlicos. A Figura 48 apresenta compostos majoritarios
presentes nas fracdes aquosas extraidas com hexano e a Tabela 24 os
compostos majoritarios presentes nas fracbes aquosas extraidas com

diclorometano.
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Figura 48. Compostos majoritarios presentes nas fragcdes aquosas extraidas

com n-hexano.
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Tabela 24. Compostos majoritarios para as fracdes aquosas extraidas com n-hexano.

400 °C 500 °C 600 °C
R Area R Area R ]
Composto (min) Relativa (min) Relativa (min) Area Relativa (%) Estrutura
(%) (%)
0
1 Acido pentandico 10.393 1,1 10.375 1,44 10.378 1,04 9’ CM
3
OH
OH
2 fenol 13.029 4,38 13.006 15,31 13.008 12,23 @
OH
3 o-cresol 15.694 1,27 15.676 4,56 15.672 3,71
OH
4 p-cresol -- -- 16.051 2,65 16.048 2,01 ©

CHjy



m-cresol

guaiacol

Acido benzeno
propanoico

3,5-dimetoxi-fenol

9-octadecenamida

16.394

18.889

27.971

46.684

2,42

16,35

1,37

2,49

16.373

18.841

24.313

5,89

5,90

1,49

16.379

18.841

24.313

3,43

3,90

0,89
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NH,

CHy
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4.3.5 Caracterizacdo das amostras de bio-6leos e fragbes aquosas por
Espectrometria de Massas com transformada de Fourier (FT-MS);

A caracterizagdo do bio-6leo por GC/MS é limitada em fungéo do alto
conteudo de compostos oxigenados com baixa volatilidade [93]. Nesse sentido
a Espectrometria de Massas com Transformada de Fourier (FT-MS) vem sendo
utlizada para a caracterizacdo dos componentes de bio-6leo considerando seu
potencial para determinar compostos semi-volateis e ndo volateis, com alta
massa molecular, obtendo informacfes parciais sobre suas estruturas [78,95].
Essa técnica atualmente € amplamente utilizada para analisar combustiveis
fésseis e biocombustiveis, como petréleo e bio-6leos [96].

Em virtude da resolucdo e precisdo de massa € possivel atribuir a
composicdo elementar (CcHnNnOoSs) a amostras de bio-0leos, agrupando-as
em classes, numero de carbono e DBE [94,95]. A DBE esta diretamente
relacionada a aromaticidades dos componentes presentes na amostra [94-97]:

A espectrometria de massas de ions negativos possuem grande
capacidade de ionizar os compostos oxigenados no conteudo dos bio-6leos.
Sendo a fonte de ionizacdo electrospray (ESI) a mais aplicada, promovendo
uma ionizacdo mais suave, onde os compostos contendo grupos hidroxila e
acidos carboxilicos, que séo ionizados através do mecanismo de abstracao de
protons ou desprotonacao, gerando ions [M-H] [94,95].

Para a andlise de espécies contendo nitrogénio em bio-6leos, trabalhos
apontam que a espectrometria de massa de ions positivos utilizando ESI foi
considerada a técnica mais adequada pois apresentam boa sensibilidade a
carboidratos e compostos nitrogenados, ndo sendo possivel detectar essas
espécies através de outro método de ionizagao [95].

A fracdo aquosa inclue compostos oxigenados com até 10 atomos de
oxigénio, com uma ampla variedade de acidos e espécies N120x, sendo a
classe O2 geralmente mais abundante, e que aumentam a solubilidade em
agua de espécies acidas nitrogenadas, ou seja, compostos contendo nitrogénio
sao soluveis apenas em funcado da presenca de um grupo funcional oxigenado
[98].
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A fonte de ionizagdo para caracterizacdo por FT-MS sera a ESI, utilizada
para o bio-6leo o modo negativo ESI (-) e para as fragdes aquosas o0 modo

positivo ESI (+).

4.35.1. Caracterizacao dos Bio-0leos por ESI(-)-FTMS

Os resultados obtidos quanto ao numero de ions detectados, atribuidos
e nao atribuidos para as amostras de bio-0leos sdo apresentados na Tabela
25. Quando a temperatura de pirdlise passa de 500 °C para 600 °C o numero
de ions detectados diminui, isso pode estar associado a quebra dos
constituintes da biomassa, que ocasiona uma maior formacdo de bio-gas,
consequentemente ndo detectaveis através dessa técnica, uma vez que

compreende o intervalo de massa entre 100 e 3000 Da.

Tabela 25. Relacao entre os ions identificados e atribuidos por FT-MS para bio-
Oleos.

Bio-6leo 400 °C Bio-6leo 500 °C Bio-6leo 600 °C

Detectados 14649 15581 13243
Atribuidos 3730 3334 3341
Nao Atribuidos 10919 12247 9902

Os espectros de massas obtidos por ESI(-) na Figura 49 demonstram a
distribuicdo majoritaria dos compostos, a medida em que a temperatura de
pir6lise aumenta, se compararmos o bio-6leo 400 °C com valores entre 100-
450 Da, e 0 bio-6leo a 600 °C ocorre uma diminuicdo do intervalo de

distribuicdo dos compostos majoritarios, situando-se entre 100-350 Da.
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Figura 49. Espectro de massas obtidos por ESI(-)-FTMS para os bio-6leos.
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Os resultados indicam que em niveis de temperatura mais baixa os
constituintes da biomassa sdo menos degradados [97]. Entretanto, a avaliacdo
das mudancas em funcéo da temperatura podem ser melhor evidenciadas pelo
diagrama de distribuicdo de classes, onde foi possivel observar a intensidade
relativa, os valores de DBE e a variacdo em numeros de carbono para o0s
compostos identificados.

Os diagramas de distribuicdo de DBE versus a distribuicdo de numero
de carbono para os bio-6leos estdo apresentados na figura 50. Os compostos
apresentam a composicado de 10 a 70 carbonos, sendo que a regido de maior
intensidade para o bio-6leo produzido a 400 °C esta entre 15 e 20 4tomos de
carbono e DBE préxima a 1, e a segunda regido de maior intensidade esta
situada entre 10 e 12 atomos de carbono com DBE entre 5 e 8.

A medida em que a temperatura de pirdlise aumenta, foi possivel
observar que no bio-6leo a 500 °C ocorre uma reducdo da regido 1 descrita
anteriormente e aumento da regido 2. Essa afirmagao ganha destaque no bio-
Oleo produzindo a 600 °C, a regido de maior intensidade esta situada entre 10
e 12 atomos de carbono com DBE entre 5 e 8. Evidenciado que o aumento da
temperatura resulta em quebra da biomassa lignocelulésica e o aumento
aromaticidade dos compostos presentes. A Figura 51 apresenta o diagrama de

distribuicdo de classes para os bio-6leos.
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Figura 50. Diagramas de distribuicdo do DBE versus a distribuicdo do niumero de carbonos para os bio-6leos.
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A Figura 52 representa as classes individuais presentes nas amostras de
bio-6leos, que serdo sempre em ordem crescente de temperatura, ou seja, a
esquerda temos a classe Oz para o bio-0leos produzido a 400 °C, seguido pelo
de 500 °C, finalizando com o de 600 °C.

A maior intensidade no bio-6leo a 400 °C esté entre DBE 1-2 e ndmero
de carbono entre 18-20, a segunda regido mais intensa esta entre 10 e 12
atomos de carbono com DBE entre 5 e 8, ambas as amostras apresentam
acidos carboxilicos e fendis, entretanto, os acidos possuem maior intensidade,
este resultado est4 de acordo com o obtido no GC/MS, sendo que este bio-6leo
apresentou uma area relativa maior desses compostos, outro dado importante
também é gue o bio-6leo a 600 °C possui uma intensidade maior na regido que
indica a presenca de compostos aromaticos, em especial 0os compostos
fendlicos.

Acidos carboxilicos sdo formados pela degradacio dos componentes da
biomassa e sdo conhecidos por suas propriedades corrosivas [37]. Alguns
compostos de Oz com maior DBE (ou seja, DBE>5) também foram observados
para ambas as amostras e correspondem a estruturas de compostos
aromaticos. Os compostos mais abundantes nas classes Os e O4 identificados
com altos valores de DBE (DBE>5) sdo provavelmente derivados fendlicos
[97].



Figura 52. Diagrama de classes presentes nas analises por ESI (-)-FTMS para os bio-6leos.
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4.35.2. Caracterizacao das fracdes aquosas por ESI(+)-FTMS

Os resultados obtidos quanto ao numero de ions detectados,
atribuidos e nédo atribuidos para as amostras de fragcdes aquosas sao
apresentados na Tabela 26. A primeira evidéncia esta relacionada a maior
guantidade ions detectados e atribuidos para a fracdo aquosa produzida a 400
°C.

Tabela 26. Relacdo entre os ions detectados e atribuidos ESI(+) para a fracdes
aquosas.

Fracdo Aquosa  Fracdo Aquosa  Fracdo Aquosa

400 °C 500 °C 600 °C

Detectados 20287 9744 10275
Atribuidos 3823 568 1124
N&o Atribuidos 16464 9176 9151

O modo negativo também foi avaliado, sendo que para a fracdo aquosa
produzida a 500 e 600 °C maioria das classes encontradas foi de compostos
oxigendos, porém ESI(+) se adequa melhor a andlise da fracdo aquosa
produzida a 400 °C e oferece embasamento para discussdo da atividade
antifingica para esta fracdo. Isso foi possivel através da analise dos espectros
de massas obtidos por ESI(-). Uma informacdo importante esta relacionada a
faixa de massa, para a fragcdo 500 °C e 600 °C que véao de 100 a 500 Da, ja a
fracdo aquosa compreende uma faixa entre 100 e 650 Da, além disso, nédo
forneceu ionizacao satisfatoria das amostras a 500 °C e 600 °C.

O modo ESI(+) promove uma boa ionizacéo da fragdo aquosa produzida
a 400 °C, tornando os resultados em termos da atividade antifingica mais
claros. Nesse sentido fica evidente que as fracbes possuem composicao
diferente. E o espectro abrange um intervalo de razdo m/z maior na analise da
fracdo aquosa 400 °C. A Figura 53 apresenta os espectros de massas obtidos

para as fracdes aquosas.
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Figura 53. Espectro de massas obtidos por ESI(+)-FTMS para as fragOes

aquosas.
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Para esse método de andlise a fragdo aquosa a 400 °C apresentou
compostos com altos numeros de carbono, entre 10 e 100, e DBE elevadas,
indicando que sdo compostos de cadeia complexa e aromaticos, conforme
podemos observar na Figura 54 as principais classes observadas para a fracao
aguosa a 400 °C séo relacionadas a compostos nitrogenados de classes
variaveis, para a fragdo aquosa a 500 °C ainda foi possivel visualizar a
presenca destes compostos, porém em menor abundancia relativa de
intensidade, para a fragdo aquosa de 600 °C as classes encontradas foram
apenas O e Oa.

A Figura 55 apresenta a distribuicéo de classes para as fragbes aquosas
e a Figura 56 diagramas de distribuicdo do DBE versus a distribuicdo do

namero de carbonos para as classes nitrogenadas das fracdes aquosas.
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Figura 54. Diagramas de distribuicdo do DBE versus a distribuicdo do numero de carbonos para as fracdes aquosas ESI(+).
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Figura 56. Diagramas de distribuigdo do DBE versus a distribuicAo do ndmero de carbonos para as classes nitrogenadas das

fracOes aquosas ESI(+).
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A presenca de classes nitrogenadas nesta fragcdo pode ser
compreendida quando retomamos a definicdo de esterco bovino, que pode ser
definido como uma excrecdo animal sendo rico em nitrogénio e fosforo. O
nitrogénio estd presente em suas formas organicas como aminoacidos e
proteinas que ndo sofreram digestdo, além disso, compostos fecais, urinérios
enddgenos, secre¢cdes externas, produtos oriundos da fermentagéo no intestino
grosso dos animais e também durante o acumulo e armazenamento [99].

Os teores desses componentes variam de acordo com a racga, dieta
animal e manejo. Podendo conter ainda residuos de antibidticos que sé&o
destinados ao tratamento de doencas. A nutricdo animal moderna através das
tecnologias de processamento vem promovendo uma maior disponibilidade de
subprodutos e alimentos alternativos, com nutrinetes mais prontamente
disponiveis, visando a prevencdo de doencas e promoc¢ado do crescimento,
entretanto, 0s excessos desses nutrientes sdo excretados no esterco animal
[99].

Outro ponto importante € que os pesticidas aplicados na agricultura nem
sempre atingem apenas seus organismos-alvo, eles também podem ser
dispersos através do solo, 4gua e ar, sendo detectado em alimentos para
consumo humano, acumulando em niveis elevados que s&o inaceitaveis no
solo [100].

Um estudo sobre a analise de polifendis e alcaldides em produtos a base
de cacau por cromatografia liquida de ultra-alta performance e espectrometria
de massas de alta resolugéo Orbitrap (UHPLC-Q-Orbitrap-MS/MS) descrito por
Rodriguez-Carrascoa et al. (2018) [98] revelou que classes de N1Ox observada
na fracdo aquosa da pirdlise provavelmente eram derivados de pirrol, indol e
carbazol com grupos funcionais oxigenados.

Os compostos aromaticos nitrogenados sdo amplamente conhecidos por
seu potencial fungicida. O ciprodinil, a iprodiona e o tebuconazol sé&o
amplamente utilizados durante o cultivo de frutos de carocos. O ciprodinil [4-
ciclopropil-6-metil-N-fenilpirimidina-2-amina] € um anilinopirimidideo também
com agéo fungicida sistémica e de amplo espectro [101].

A solubilidade em 4gua de compostos nitrogenados aromaticos com alto
valor de DBE e numero de carbono € promovida pela presenca de grupos

funcionais oxigenados, como exemplo temos o carbazol que é pouco soluvel
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em agua devido a sua alta aromaticidade, porém em virtude da presenca de

grupos oxigenados pode ser detectado em agua [98].
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel avaliar a atividade antifungica da fragcéo
liguida da pirdlise de esterco bovino através da técnica de disco difusdo, sendo
evidenciado para os bio-0leos potencial fungistatico em todas as temperaturas
de pirdlise e para as fracbes aquosas potencial fungistatico em todos as
temperaturas de pirélise e potencial fungicida para a fragdo aquosa produzida a
400 °C. Sendo considerados como fungicidas protetores em funcao da alta
concentracdo das amostras utilizadas nas analises da atividade antifungica.

Através da caracterizacdo por GC/MS e FT-MS foi identificado
compostos nitrogenados nas fracbfes aquosas, esses compostos sé&o
provenientes da dieta animal, sendo que na menor temperatura de pirélise a
concentracdo destes componentes foi maior, evidenciando uma diferenca em
termos de atividade antifingica entre as fracdes aquosas produzidas, ou seja, a
temperatura de pirélise tem influéncia na quebra dos constituintes da biomassa
lignoceluldsica e no potencial antifungico das amostras em estudo.

A caracterizacdo dos bio-6leos mostrou a presenca de compostos
oxigenados, sendo que os compostos fendlicos apresentaram a maior area
percentual desses compostos e de acordo com os relatos da literatura estao
associados a atividade antifangica. O potencial fungistatico observado para as
temperaturas de pirélise foram relativamente proximos, indicando que a
temperatura de pirélise ndo tem influéncia sobre a atividade antifungica, este é
exclusivamente da concentracao dos compostos ativos presentes no bio-6leo.

Para além da utilizacdo como biocombustivel, através deste trabalho foi
possivel apresentar um novo viés de aplicacao do produto liquido da pirdlise de
esterco bovino, que pode auxiliar no mecanismo de combate a resisténcia
adquirida pelos fungos.

Neste sentido, a producdo de fungicidas partindo de materiais mais
baratos, que sdo subprodutos de uma atividade inerente a sobrevivéncia
humana como a criacdo de gado, além de reduzir os impactos ambientais em
funcdo da reutilizacdo dos residuos, pode ainda auxiliar na reducédo de perdas
econdmicas ocasionadas pela deterioracdo de culturas das plantas em geral,

cujo um dos principais agentes sdo os fungos fitopatogénicos.
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6 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

e Avaliar a atividade antifungica dos bio-6leos e fracfes aquosas frentes a
outros fungos fitopatogénicos;
e Testar in vivo os bio-0leos e as fragbes aquosas em culturas;

e Avaliar residuos de bio-0leos e fracdes aquosas no produto final.
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