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RESUMO

No Brasil o cultivo de coqueiros ¢ uma industria significativa, que gera uma grande
quantidade de residuos em aterros sanitarios por longos doze anos, causando proliferacdo em
lencois freaticos, proliferacdo de diferentes insetos causadores de doengas, entre outros.
Materiais como os residuos do coco sdo ricos em compostos que podem ser aproveitados de
diferentes formas obtendo um melhor descarte e gerando produtos ricos para toda sociedade
através desta biomassa. A pir6lise surge como uma solugdo para converter esses residuos de
forma sustentavel, obtendo, assim, trés produtos de grande valor agregado: biocarvao,
bio-6leo e biogas. O bio-6leo, por sua sinergia de diversos compostos, possui acio
antifingica, a qual pode até se assemelhar a diversos produtos comerciais existentes no
mercado. O fungo do género cdandida albicans ¢ um fungo causador de uma doenga sistémica
mais comum, a candidiase. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo
pirolisar o endocarpo do coco de modo a avaliar a agdo deste bio-6leo como agente
antifingico na cepa de candida albicans. Avaliou-se o extrato do bio-0leo em diferentes
concentragdes, sendo-as 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,70; 0,39; 0,19 e 0,09 mg/mL, e, de forma
quantitativa e qualitativa, determinou que a Concentragao de Inibicdo Minima (CIM) de
bio-6leo que se deve utilizar para conseguir controlar o crescimento bacteriano. Essa
concentracao foi de 0,70 mg/mL, ou seja, com uma pequena quantidade de bio-0leo ja obteve
um resultado bastante satisfatorio e promissor para esse controle bacteriano. Assim, o
bio-6leo utilizado como produto desse trabalho se mostrou eficiente no controle do fungo de
candida albicans, comprovando seu elevado poder antifiingico.

Palavras-Chave: Extrato Pirolenhoso. Contagem Inibitéria Minima. Bio-6leo. Cdndida

albicans.



ABSTRACT

In Brazil, coconut tree cultivation is a significant industry, which generates a large amount of
waste in landfills for twelve years, causing proliferation in groundwater, proliferation of
different disease-causing insects, among others. Materials such as coconut waste are rich in
compounds that can be used in different ways, achieving better disposal and generating rich
products for the entire society through this biomass. Pyrolysis appears as a solution to convert
this waste in a sustainable way, thus obtaining three products with great added value: biochar,
bio-oil and biogas. Bio-oil, due to its synergy of different compounds, has antifungal action,
which may even resemble several commercial products on the market. The fungus of the
genus Candida albicans 1s a fungus that causes the most common systemic disease,
candidiasis. In view of the above, the present work aimed to pyrolyze the coconut endocarp in
order to evaluate the action of this bio-oil as an antifungal agent on the candida albicans
strain. The bio-oil extract was evaluated at different concentrations, 12.5; 6.25; 3.12; 1.56;
0.70; 0.39; 0.19 and 0.09 mg/mL, and, quantitatively and qualitatively, determined the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of bio-oil that should be used to control bacterial
growth. This concentration was 0.70 mg/mL, that is, with a small amount of bio-oil, a very
satisfactory and promising result for this bacterial control was obtained. Thus, the bio-oil used
as a product of this work proved to be efficient in controlling the candida albicans fungus,
proving its high antifungal power.

Keywords: Pyroligneous Extract. Minimum Inhibitory Count. Bio-oil. Cdndida albicans.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo de coqueiros tem uma producdo estimada em 2,74 milhdes de
toneladas por ano, com um rendimento médio de 100 g/ha, totalizando em 14,5 milhdes de
toneladas, que abrange uma area de 189.525 ha (FAO, 2022). Salienta-se, que o coqueiro ¢
uma planta multifacetada com alto potencial econdmico, por isso, tem uma gama de
variedade de produtos a ser explorada. Elucidando, a casca do coco pode ser usada em
artesanatos, o 6leo de coco, comumente, ¢ utilizado pela industria alimenticia e a fibra do
coco maduro ¢ amplamente empregada pela induastria e agricultura brasileiras (BARROS,
2022).

A vista disso, o vasto potencial de utilidade do coco resulta em uma quantidade
significativa de residuos, gerando desafios consideraveis para a disposi¢do adequada,
especialmente em aterros sanitarios. Por isso, 0 manejo de residuos sélidos, particularmente
os organicos, torna-se uma problemdtica nos paises em desenvolvimento, dada sua
capacidade de gerar energia. Com isso, no Brasil, o uso de residuos organicos como
biomassa impulsiona a lideranca do pais em recursos renovaveis. Entre eles, o coco verde
vem ganhando destaque devido a sua abundancia, como também ao seu uso industrial e
doméstico disseminado (SANTANA, 2020).

Com intuito de aproveitar os residuos organicos, a pirdlise emerge como uma
possivel solugdo, convertendo-os em energia. Porém, a qualidade e a quantidade dos
produtos obtidos dependem das propriedades quimicas e fisicas da biomassa utilizada
(SILVEIRA, 2018). Segundo Figueiredo (2011), a pirdlise da biomassa quebra as estruturas
moleculares dos componentes (celulose, hemicelulose e lignina), gerando rendimentos
significativos e altos em produtos liquidos.

Existem dois tipos de pirolise, cuja pirolise lenta, também chamada de pirdlise
convencional, ¢ usada para produzir carvao vegetal, enquanto, a pirolise rapida, ¢ um
processo que ocorre com altas taxas de aquecimento e curtos tempos de residéncia, sendo
causado por vapores, aerossois € uma certa quantidade de carvao vegetal. Trata-se de um
processo de eliminacdao de residuos através do aquecimento em uma atmosfera pobre em
oxigénio, abaixo do nivel de combustdo estequiométrica. Nao obstante, ao contrario da
combustdo, a pirdlise ¢ um processo endotérmico, que implica a exigéncia de calor para
ocorrer, no qual, a conversdo catalitica pode ocorrer, dependendo do tipo de residuo e do

equipamento usado (OLIVEIRA, 2009).
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Logo, os o6leos que podem ser usados na industria quimica, os solidos com
propriedades de combustiveis e adsortivas e os gases que podem ser reciclados em usinas de
co-geracao sao produtos de pirdlise (OLIVEIRA, 2009). Como produto da pirolise, tem-se
um liquido marrom escuro com poder calorifico equivalente a 40% do 6leo combustivel e
ainda apresenta altos rendimentos de gas (GOMEZ, 2000).

Em fase aquosa, o produto conhecido como extrato pirolenhoso ¢ originado de varias
reacgoes, incluindo a desidratagdo, contendo compostos oxigenados de maior polaridade do
que aqueles encontrados na fase organica. Constata-se, que esses compostos abrangem
fenois, aldeidos, cetonas, organicos, entre outros (VIEIRA, 2019).

Nesse encadeamento, ressalta-se que a pirdlise ¢ uma técnica importante,
especialmente na separagdo de fases do extrato pirolenhoso do 6leo de coco, crucial para
isolar os componentes distintos do extrato, permitindo a identificacdo dos compostos ativos
responsaveis por suas propriedades biologicas ou terapéuticas.

A ligagdo entre separagdo de fases e pirdlise emerge quando uma mistura complexa ¢
mantida na pirdlise. Assim, a combinagdo pode conter varios elementos, dentre os quais
podem ter propriedades distintas, como pontos de evaporacao, volatilidade e reatividade
térmica. Vale frisar, que os compostos podem se decompor de diferentes maneiras, com
alguns sendo lancados como gases e outros se tornando puros residuos como carvao ou
cinza. Posto isto, tal separacdo pode ser util na fase poés-tratamento, apds a pirdlise, para
separar e purificar os produtos obtidos ao longo do procedimento.

Portanto, a utilizacdo do extrato pirolenhoso de 6leo de coco tem sido estudada como
uma estratégia terapéutica para doengas de pele e flingicas em animais com énfase na satde.
Dessa maneira, o objetivo deste estudo estd em avaliar a atividade antifiingica da levedura
Candida Albicans, através da reativacio em meios de cultura sélidos, com Agar Sabouraud
Dextrose, para obtengdo de um produto com caracteristicas antifingicas. Assim como,
realizar o fracionamento do extrato pirolenhoso do 6leo de coco, para posterior estudo de

grupamento de compostos ativos.
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2. RELEVANCIA DO TEMA

O estudo dos produtos obtidos da pirdlise ¢ algo que vem crescendo cada vez mais
devido a sua facilidade de processo, alto valor aquisitivo envolvido e finalidade a uma
biomassa que, por muitas vezes, pode se tratar de um problema ambiental.

Por conta disso, entender a composi¢do desses produtos e sua eficiéncia para um
determinado uso ¢ primordial de forma a agregar valor e direciona-lo a uma determinada
problematica. Dessa forma, esse estudo propos estudar o bio-6leo, obtido através do residuo
do endocarpo do coco, de modo a utilizd-lo como agente antifungico do fungo causador da
candidiase, fungo do género candidas albicans, um dos fungos mais comuns que afeta tantos
seres humanos quanto animais.

No meio académico, poucos trabalhos foram publicados a respeito do tema (utilizagao
do bio-6leo como agente antifingico), onde, apdés uma consulta bibliografica foram
encontrados apenas 33 artigos publicados, ao longo de todos os anos, sendo importante
destacar nos ultimos 5 anos: 7 artigos em 2020, 5 artigos em 2021, 5 artigos em 2022, 5
artigos em 2023 e 1 artigo ja publicado em 2024. No entanto, a escassez de trabalhos sobre a
acdo do bio-6leo de coco na candida albicans, de modo a determinar os principios ativos

através do seu fracionamento, fizeram desse trabalho algo promissor no mundo académico.



17

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliagao da atividade antifingica de Candida albicans, seguido de um fracionamento

do extrato pirolenhoso de 6leo de coco para posterior estudo de grupamento de compostos

ativos.

3.2 Objetivos especificos

e Pirdlise da biomassa para producao de bio-0leo;
e Avaliacdo da atividade antifungica para a Candida albicans;

e Fracionamento das fases do extrato pirolenhoso do 6leo de coco.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo trata dos principais topicos estudados neste trabalho, o qual foi de
fundamental importancia para seu entendimento e realizagdo. Inicialmente foi abordado sobre
a biomassa escolhida para utilizar como produto da pirdlise, no caso o coco e,
consequentemente, a obtengdo do bio-0leo. Em seguida, foi apresentado sobre o fungo
estudado, Candida albicans, bem como o tratamento que ¢ feito atualmente para seu controle

infeccioso.

4.1 O Coco (Cocos Nucifera L.)

O coqueiro, com o nome binomial de Cocos nucifera L., também conhecido por
palmeira, tem uma ampla distribuicdo mundial, identificado em cerca de 90 paises. Trata-se
de uma planta monocotiledonea da familia Palmaceae, proveniente do Sudeste Asiatico, que
chegou ao Brasil pela Bahia, em 1553, e depois disso ficou conhecido como "Coco-da-Baia"
(REIS, 2020).Mundialmente, os cocos sao conhecidos como sementes oleaginosas e sdo
principalmente processados como combustivel e outros produtos nos estagios finais. No
entanto, no Brasil, os cocos verdes também sdo consumidos devido a disponibilidade de agua
rica em sais minerais encontrados neles. Inclusive, nas cidades costeiras e turisticas do pais,
grandes quantidades de coco verde sdo despejadas diariamente por comerciantes que vendem
partes comestiveis e dgua de frutas. Segundo o IBGE, em 2021 estima-se que obteve um valor
da produgao de 1.299.188 mil reais, a quantidade produzida de 1.638.573 mil frutos, a area
colhida em torno de 186.392 hectares e um rendimento médio de 8.791 frutos/ha, na produgao
de coco-da-baia (ANDRADE et al., 2004; IBGE, 2021).

Essas palmeiras se adaptam as diferentes condi¢des do clima e do solo existentes em
varias regides do Brasil, onde seu fruto tem sido fonte de alimento, além de ser muito usado
em produtos artesanais, remédios e cosméticos (SANTANA, et al. 2020). Por ser uma arvore
muito versatil, suas partes sdo utilizadas para varias finalidades, sendo-as apresentadas na

Figura 1.
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Figura 1. Componentes de um coqueiro (Cocos nucifera L.)

Fonte: Cuenca, 2021.

O mesocarpo ou casca fibrosa ¢ a camada mais externa e durdvel do coco, feita de
fibras duras. Esta casca protege a fruta, mantendo-a segura e preserva o conteido do seu
interior, conhecida como casca marrom. Ela é responsavel por preservar a integridade do
fruto.

O endocarpo, ou casca dura, envolve a polpa do coco, sendo responsavel por manter
a integridade da fruta.

A polpa, também denominada como a carne do coco, ¢ a parte suculenta e comestivel
da fruta. Essa polpa tem uma cor branca, rica em vitaminas, minerais e nutrientes saudaveis.
A polpa pode ser utilizada fresca diretamente do coco ou para preparar diversas receitas

culinarias (ex. doces, bebidas, entre outras).

4.1.1 Residuos do coco

Os residuos do coco sdo os subprodutos resultantes do processamento dessa fruta
tropical. Sendo assim, um dos problemas ambientais que mais preocupam os atuantes na
gestdo publica ¢ a produgdo de rejeito, pois o gerenciamento de residuos soélidos requer
manejo e destinacdo eficiente para reduzir os efeitos (JESUS et al,, 2021).

De acordo com Souza et al. (2023), a producao de coco tem experimentado um grande

crescimento global devido a crescente demanda por produtos derivados do coco. Entretanto,
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esse aumento na produ¢do também resulta em um aumento na quantidade de residuos gerados
pela industria.

Pontua-se que a questdo dos residuos do coco ¢ preocupante, pois as cascas demoram
cerca de doze anos para se decompor completamente. Nesse sentido, a busca por alternativas
eficientes para o aproveitamento desses residuos ¢ um campo crescente de pesquisa e
inovacdo, visando transforma-los em produtos de alto valor agregado, tais como
biocombustiveis, aditivos para materiais de construcdo, fertilizantes organicos, produtos

terapéuticos e muito mais (SOUZA, 2023).
4.2 Pirolise

O processo de pirdlise € uma reagdo quimica de biomassa ou outra matéria organica
na auséncia ou com quantidades limitadas de oxigénio e em temperaturas elevadas,
geralmente acima de 350°C. Tais condig¢des térmicas sdo criticas para evitar a combustdo
completa de materiais organicos.

Por sua grande diversidade de utilizacdo, a pirdlise vem sendo uma alternativa viavel
para utilizagdo de biomassas que sao vistas como agentes poluentes, ou seja, como residuos.
Nessa perspectiva, a pirolise surge como solugdo para agregar valor aos residuos gerados por
varias produgdes, como por exemplo a do coco, podendo se tornar, assim, um subproduto util.

Como efeito, os materiais organicos ndo queimam completamente na forma de cinzas
ou carbono, ao invés disso se decompdem em produtos uteis, como gases, liquidos e solidos.
Consequentemente, estes podem ser realizados em laboratorios e em escala industrial, cujo
solido produzido ¢ chamado de biochar ou biocarvao e o liquido ¢ chamado de liquido/extrato
pirolenhoso ou bio-6leo (FELIX ef al., 2017). A Figura 2 esquematiza os produtos obtidos
Nesse processo.

O biochar, Figura 3b, possui como principal caracteristica ser um material rico em
carbono, tornando-o versatil para diversas aplicabilidades. Possui uma estrutura altamente
porosa, ocupando de 70 a 80% de seu volume, devido a eliminagdo de dgua e compostos
volateis durante a pirdlise. Isso resulta em uma baixa densidade, variando entre 200 a
400kg/m?, dependendo do processo. Além de seu uso como fonte de energia, o carvao tem
varias outras aplicagdes, algumas delas sdo: fertilizante de solo, adsorvente e carvao ativado

em industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos.
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Figura 2. Produtos envolvidos na pirdlise
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Fonte: Silva, 2019.

Sua producdo é economicamente importante para o Brasil, especialmente na industria
siderargica, onde ¢ essencial na fabricagdao de ferro gusa, ferro-ligas e pegas de ferro fundido,
além de contribuir para a producdo de silicio metadlico (MONTORO, 2021). As condi¢des de
pirdlise, junto com as caracteristicas da matéria-prima, tém um grande impacto nas
propriedades fisicas e quimicas do biocarvao resultante, como composi¢do, distribuicdo de
particulas e tamanho de poros, determinam sua aplicagdo adequada. O biochar ¢
extremamente resistente no solo, com tempos de residéncia que podem chegar a centenas e
milhares de anos, para o biochar de madeira, muito mais longos do que os da matéria
organica. (DUKU, 2011).

Pesquisas estdo sendo feitas para compreender os efeitos do biochar no solo, e os
resultados indicam que seu uso tem se tornado eficaz, trazendo melhorias em vérias frentes.
Entre os beneficios que esse subproduto tem ocasionado, estdo: incremento na capacidade de
troca catidnica, aumento da retengdo de 4gua e nutrientes, e elevacdo do pH do solo

(GONZALEZ, 2017).
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O liquido pirolenhoso ou bio-6leo, Figura 3a, ¢ composto de uma mistura muito
complexa de hidrocarbonetos oxigenados, incluindo alcoois, 4acidos, aldeidos, €steres, cetonas,
fenodis, bem como oligdmeros derivados da lignina (XIU e SHAHBAZ, 2012). Como uma
mistura complexa de compostos organicos, altamente oxigenados ¢ de coloracdo marrom
escuro, tem potencial para ser usado como biocombustivel, como material de partida para
aquisi¢do de produtos quimicos e também para agdes antifingicas devido a sua capacidade de

ser antibactericida (PEACOCKE e BRIDGWATER, 1995).

Figura 3. Produtos obtidos na pirdlise: a) bio-6leo e b) biocarvao

b)

Fonte: Xiu e Shahbaz, 2012.

4.2.1 Bio-6leo e suas aplicagoes

A composi¢do e a concentracdo do extrato pirolenhoso t€ém uma variedade de usos,
pois o extrato pirolenhoso contém compostos quimicos que podem ser utilizados em diversos
contextos, como na producdo de produtos quimicos, farmacéuticos, pesticidas e outros
produtos industriais (SILVEIRA, 2010). Segundo Zeferino et al. (2018), na agricultura ¢
utilizado como bioestimulante para promover o crescimento das plantas, aumentar a
resisténcia a pragas e doencas e melhorar a qualidade das culturas. Comumente, ¢ usado na
producdo de carvao ativado e como parte de medicamentos tradicionais para fungos na pele e

outros problemas de saude.
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A principio, ao avaliar as atividades nematostaticas e nematicida de extratos
pirolenhosos das palmeiras Cocos nucifera, Syagrus cearensis, S. coronata e Wodetia
bifurcata contra S. bradys, constatou-se que os extratos pirolenhosos, particularmente de
Cocos nucifera, tém propriedades nematostaticas e nematicidas, sendo promissores no
controle de infec¢des por S. bradys e Pratylenchus spp. na cultura do inhame (FARIAS et
al., 2020).

Analogamente, ao examinar as propriedades antipiréticas e antifungicas do acido
pirolenhoso, derivado de residuos de abacaxi por meio de pirdlise, os resultados
demonstraram que o extrato inibiu o crescimento dos fungos Pycnoporus sanguineus ¢
Coriolus versicolor (YAHAYU et al., 2017).

Além disso, quando aplicado nas concentracdes de 70% e 100%, o extrato suprime
efetivamente o crescimento dos fungos Aspergillus niger € Botryodiplodia theobromae por
um periodo de 7 dias. Em decorréncia disso, verificou-se que o extrato exibiu atividade
antipirética, levando a mortalidade completa de Coptotermes curvignathus apés uma semana
de incubacdo (VIEIRA, 2019). Diante disto, sugere-se que os componentes fenolicos
presentes no extrato, incluindo fenol, 2,6-dimetoxifenol e 2-metoxi-4- metilfenol, sao
responsaveis pela atividade antipirética indicando seu potencial uso em aplicacdes
terapéuticas ou como meio de controle de pragas na agricultura (VIEIRA, 2019).

Complementando, interagdo in vitro entre diferentes dosagens de licor pirolenhoso e
o fungo Rhizoctonia solani, que vive no solo e pode atacar varias plantas, indicou que as
doses mais efetivas estavam entre 3,0% e 4,5%. Recomendando-se o uso de 45 mL por litro
de licor pirolenhoso para eliminar completamente o fungo. Logo, comprova-se que doses
iguais ou superiores a 4,5% de licor pirolenhoso sdo eficazes para eliminar o fungo
Rhizoctonia solani (CARAMELO et al., 2022).

Através das literaturas pode-se mostrar que extratos pirolenhosos tem varias

aplicabilidade e uma das maneiras de testar sua eficacia ¢ em testes inibitorios de fungos.
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4.3 Fungos

Os fungos, uma categoria diversificada de organismos eucariontes e heterétrofos, sao
conhecidos por sua capacidade de nutrigdo por absor¢do, podendo assumir estruturas
leveduriformes ou filamentosas. Sua origem, conforme a teoria da endossimbiose, remonta a
ancestrais que possivelmente foram parasitas ou sapréfitos. Estudos identificaram
aproximadamente 1300 espécies de fungos, indicando uma linhagem evolutiva distinta
caracterizada pela perda da fase fagotrofica e especializacdo em diferentes grupos. Analises
moleculares confirmam a relagdo evolutiva dos fungos com os animais, reforgando a teoria de
um ancestral comum semelhante aos coanoflagelados (DRECHSLER-SANTOS, 2015).

Segundo Abreu (2015), os fungos desempenham um papel essencial no ecossistema e
na vida humana, influenciando diversas atividades. Com uma vasta diversidade ecolégica,
fisiologica e morfologica. Os fungos filamentosos tém importancia na producdo de alimentos,
na industria farmacéutica e na reciclagem de compostos da biosfera. As leveduras, sdao
amplamente utilizadas na produgdo de bebidas alcodlicas, na panificagdo e na producdo de
proteinas heter6logas em larga escala, tornando-as os eucariotos mais estudados em
biotecnologia.

Os fungos possuem uma variedade de aplicagdes, sendo empregados na produgdo de
alimentos, como em produtos fermentados e bebidas alcodlicas, e tém uma contribui¢ao
significativa na industria farmacéutica. Além disso, nos processos de biodegradacdo e
tratamento bioldgico de efluentes, bem como na atividade enzimatica, sendo responsaveis
pela producao de enzimas de interesse industrial e na biotransformagao (ABREU, 2015).

Dentre os fungos patogénicos humanos, quatro sao os géneros mais comuns: Candida,
Aspergillus, Cryptococcus e Pneumocystis, sendo parasitas heterotréficos que invadem o
organismo, resultando em lesdes. Em individuos imunossuprimidos, as infec¢des fingicas
tendem a ser mais graves, podendo até levar a morte. Em paralelo, para o tratamento dessas
infeccdes, os antifungicos mais comuns pertencem a trés classes principais: polienos, azois e

equinocandinas (ARAUJO, 2018).

4.3.1 Fungo do género Candida albicans

A maioria das infecgdes fungicas em humanos é causada por fungos oportunistas,
como a Candida albicans, Figura 4, que pode levar a varias doengas. Normalmente, a

Candida vive no corpo humano sem causar problemas de satde, sendo encontrada em até
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75% das pessoas sauddveis. Nas mulheres, entre 20% e 30% podem ter esse fungo,
principalmente a Candida albicans. A candidiase ocorre quando desequilibrios nos
micro-organismos, como problemas no sistema imunologico, permitem a proliferacao do
fungo, podendo resultar em complicacdes graves ou mesmo morte (DE ROSSI, 2011).

Em termos de sua morfologia, as caracteristicas macroscopicas incluem uma
consisténcia cremosa, podendo ser brilhantes ou opacas, com uma coloracdo que varia de
branca a creme, embora possam também exibir tons de marfim a vermelho. Em um nivel
microscopico, essas estruturas podem variar de 5 a 8 mm de didmetro. Elas consistem em
células simples, arredondadas, ovais ou alongadas, com uma parede celular delgada que
geralmente se reproduz por brotamento, predominantemente na regido polar, onde a
célula-mae origina uma gémula, também chamada de blastoconidio. Apos serem liberadas,
essas c€lulas podem permanecer independentes ou permanecer unidas, formando células
alongadas (pseudo-hifas). Estas se distinguem das verdadeiras hifas por apresentarem
constricdo nos septos (SILVA et al, 2021).

Segundo De Rossi (2011), os altos indices de doenga e morte associados as infec¢des
em pacientes hospitalizados destacam o papel significativo de C. albicans como um patdogeno
humano de importancia clinica. Embora o sistema imunolédgico seja crucial na transicdo do
fungo de um estado comensal para patogénico, fatores de viruléncia expressos por C.
albicans, como adesinas, mudanca fenotipica, comportamento dimoérfico e secrecdo de
enzimas hidroliticas, podem influenciar a persisténcia da colonizagao e o desenvolvimento de

sintomas.

Figura 4. Fungo do género Candida albicans

Fonte: Stepan Khadzhi-www.istockphoto.com.
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No entanto, a C. albicans em animais ¢ comum no trato gastrointestinal, respiratério e
membranas mucosas. A infec¢do oportunista surge devido a fatores como supressdo
imunologica e uso prolongado de antibiodticos. A resisténcia aos antifiingicos convencionais
torna a candidiase um desafio de satde publica. Estudos com extratos vegetais visam
encontrar tratamentos alternativos, dado o limitado arsenal terapéutico disponivel na medicina
veterindria, que muitas vezes apresenta efeitos adversos e alto custo (CLEFF, 2012).

De acordo com Vieira e Santos (2016), com o aumento da utilizagdo de medicamentos
antifingicos, tem-se observado um crescente numero de relatos de resisténcia a esses
tratamentos, destacando a importancia de compreender os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nesse fendmeno. Apesar da falta de estratégias definitivas para
prevenir e combater a resisténcia antifungica, ¢ possivel adotar abordagens semelhantes as
utilizadas para antibioticos, como o uso apropriado de doses, sele¢ao adequada do antifungico
para cada tipo de fungo, adesdo do paciente ao tratamento, aprimoramento dos métodos de
diagndstico e monitoramento da suscetibilidade dos fungos, visando detectar precocemente o

surgimento de cepas resistentes.

4.3.2 Tratamentos atuais para Candida albicans

No que diz respeito aos tratamentos, atualmente, ha uma escassez de opgdes de
medicamentos antifungicos disponiveis. Devido a semelhanca dos fungos com os organismos
eucaridticos, desenvolver farmacos para combater infecgdes fingicas representa um desafio
maior em comparac¢ao com os antibidticos destinados a bactérias (RIZZATI, 2022).

Terapias topicas sdo recomendadas para casos leves a moderados, enquanto as orais
sdo reservadas para sintomas graves e preven¢do de Recidivas da Candidiase Vulvovaginal
Recorrente (RVVC) causada pela Candida albicans. O tratamento inclui uma terapia de
inducdo com azois (fluconazol, itraconazol e o clotrimazol), seguida por uma terapia
supressiva de seis meses.

O fluconazol oral é comumente utilizado, mas a resisténcia tem sido relatada devido
ao uso indiscriminado. Estudos sugerem que a maioria das mulheres com Candida albicans
resistente ao fluconazol foi previamente exposta ao medicamento, indicando o quanto ¢
necessario novos farmacos a serem descobertos. (LIRIO, 2022).

No entanto, diante do aumento crescente de casos de candidiase na Medicina
Veterindria, especialmente em cdes e gatos, e da semelhanca genética entre os isolados de C.

albicans de humanos e animais, torna-se crucial uma vigilancia epidemioldgica mais rigorosa.
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Essa medida visa preservar a saide animal e compreender o papel dos animais como possiveis
vetores desses microrganismos para os seres humanos, especialmente considerando a
resisténcia observada em algumas cepas de C. albicans, isoladas de cdes aos antifungicos
azolicos. (BRITO, 2009).

Segundo Moreira (2010), o antifungico exemplar formalizado no futuro deve ter um
amplo espectro de atividade fungicida, tendo um mecanismo que minimize a toxicidade para
quem vai estd sendo administrado. Para se ter um antifungico de referéncia € necessario um
alvo decisivo. Portanto, ¢ crucial a descoberta de um antifingico sem prejudicar as células

humanas e animal.

4.4 Fracionamento do bio-6leo

A composi¢do quimica do bio-6leo apresenta uma elevada complexidade em virtude
da grande quantidade e variedade de compostos presentes, sendo que estes podem variar em
mais de uma ordem de magnitude.

As técnicas de fracionamento podem ser uma alternativa para diminuir essa
complexidade, uma vez que produzem fragdes com composi¢do quimica diferente e mais
simples. A separacdo de diferentes fragdes, com compostos que apresentam caracteristicas de
acordo com a polaridade do solvente empregado no processo, pode, por exemplo, permitir a
separacdo dos hidrocarbonetos, dos compostos oxigenados como fendis e cetonas. Por sua
vez, a fracdo contendo os hidrocarbonetos pode ser utilizada como biocombustivel e a fragao
contendo os compostos oxigenados, utilizada como matéria-prima para a industria.

Uma boa técnica de fracionamento deve separar os grupos quimicos semelhantes,
independente da amostra de bio-6leo analisada, possibilitando uma comparagao efetiva entre
as amostras de diferentes origens e pirdlise.

Dentre as técnicas existentes, diferentes métodos t€ém sido fontes de pesquisas para
fracionar o bio-6leo produzido pela pirdlise, pretendendo separagdo e obtencdo de fenois.
Entre esses métodos, destacam-se a corrida cromatografica usando solventes, a extracao
liquido-liquido e a destilagdo (PRIMAZ, 2014).

Uma pesquisa feita por Lu et al. (2011) demonstrou resultados promissores ao
fracionar o bio-6leo da casca de arroz através do processo de pirdlise, em trés abordagens
distintas: fracionamento direto com base na solubilidade em solventes de diferentes
polaridades; fracionamento de acordo com as propriedades acido-base, gerando fracdes

acidas, neutras ¢ basicas; e extragdo em fase solida com uma coluna C18, considerando a
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polaridade durante a separagdo com metanol, etil acetato e ciclohexano, todos fracionamentos
produzindo trés fracdes. As analises foram feitas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas revelaram uma variedade de compostos em cada método de
fracionamento, evidenciando a presenca de cetonas, fenodis, acidos e alcoois no fracionamento
por solventes, alcoois, cetonas, aldeidos, acidos organicos, fenois e alcanos no fracionamento

acido-base, e alcanos, cetonas e fenois no fracionamento com coluna C18.
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Para realizagdo deste trabalho, foi seguido as etapas presentes na Figura 5.

Figura 5. Etapas realizadas no trabalho
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Fonte: Autora, 2024.

5.1 Obtenc¢ao do coco e Pirdlise

Para iniciar as praticas experimentais, foi realizado o processo de pirdlise para
obtencdo do bio-6leo de coco, no Laboratorio de Sistemas de Separagdo e Otimizacdo de

Processos (LASSOP), situado no Centro de Tecnologia (CTEC) da Universidade Federal de

Alagoas (UFAL).

O coco foi escolhido para o presente estudo por sua cultura ser bastante influente na

regido de Alagoas e também para agregar valor aos residuos gerados pela sua produgao,

podendo se tornar um subproduto util.

O coco utilizado na pirdlise foi adquirido em um comércio local, préximo ao campus

da Universidade, em sua forma seca.
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Assim que o material foi obtido, o primeiro passo consistiu na quebra do coco seco
seguido da retirada da maior quantidade possivel da polpa contida nos endocarpos, conforme

mostrado na Figura 6.

Figura 6. Endocarpo de coco para limpeza

Fonte: Autora (2024).

Em posse dos endocarpos sem as polpas, estes foram quebrados com o auxilio de uma
morsa, Figura 7a, com o intuito de obter particulas menores, Figura 7b, com
aproximadamente 3 cm de granulometria para sua posterior secagem e utilizagdo no reator de
pirolise.

A secagem foi realizada com o objetivo de retirar a umidade contida no endocarpo do
coco ¢ facilitar a retirada da polpa que ainda ficou fixa em sua casca. A presenga dessa polpa
no processo de pirdlise faz com que uma terceira fase seja formada, aumentando a quantidade
de volateis e diminuindo a eficiéncia do processo, em outras palavras, do bio-6leo que ¢ o
produto de interesse.. Essa secagem foi realizada expondo os endocarpos ao sol por um

periodo de 48h.
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Figura 7. Endocarpo do coco: a) Quebra em uma morsa e b) Diminui¢do de sua

granulometria

a)

Fonte: Autora, 2024.

Com o produto seco, foi realizado o procedimento de pir6lise em escala de bancada,

conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 8. Equipamento utilizado para o procedimento da pirdlise

A
\ d )‘Q’

)
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Fonte: Autora, 2024.



32

A composi¢ao da unidade engloba um reator tubular de ago inoxiddvel, uma flange e
um forno tubular. Para mitigar a perda de calor, o forno ¢ revestido com uma manta térmica, o
qual é equipado com um controlador de temperatura e taxa de aquecimento, dotado de 2,5kW
de poténcia.

Para a condensacdo dos gases o sistema foi composto por trés condensadores de vidro
conectados em série. Vale mencionar que estes condensadores foram refrigerados por meio de
um banho termostatico a 5°C, visando a condensagdo dos produtos gasosos e coletar em
baldes de fundo redondo com duas juntas angulares de 250mL. Devido a operagdao em vacuo,
o reator foi conectado a uma bomba de vacuo, operando sob pressdo negativa de 20kPa. Antes
da succdo pela bomba, um filtro de carvao foi instalado para evitar o arraste de goticulas do
produto liquido, preservando, assim, a integridade do equipamento.

As condigdes do processo de aquecimento do forno foram ajustadas para atingir uma
temperatura de 500°C, o que foi alcangado apds 50 minutos. Ap0s atingir essa temperatura, o
sistema manteve-se a 500°C por um periodo de 2 horas, utilizando uma taxa de aquecimento
de 10°C/min. Finalizado o tempo, foi adquirido um liquido escuro, chamado bio-6leo ou
extrato pirolenhoso. Obtido o bio-6leo do coco, este foi utilizado para os testes como agente

antifngico, descrito no item 5.2.

5.1.1 Anélise do rendimento da pirdlise

Para analisar a eficiéncia da pirolise do endocarpo de coco, foram utilizadas trés
equacdes para determinar a quantidade dos produtos obtidos, sendo eles: bio-6leo, biocarvao e
biogés.

Inicialmente, foi calculada a densidade da biomassa com o auxilio da massa utilizada
para o processo de pir6lise e o volume final obtido apds o procedimento, sendo-a expressa em

g/mL.

Massa

P = Votume (Equagdo 1)

Onde, a massa ¢ a quantidade de endocarpo introduzido no reator para o procedimento

de pirolise e o volume ¢ a quantidade de bio-6leo obtida no fim da pirdlise.
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Com o valor da densidade ja calculada pela equagdo 1, foi possivel calcular o volume
de cada produto obtido, fazendo-se uso das massas obtidas ao final do processo de pirdlise,

conforme descrito na Equacao 2.

Massas obtidas
Densidade

Volume(mlL) = (Equagdo 2)

O volume total do biogas ¢ obtido somando os volumes do bio-6leo e do biocarvao.
No entanto, a fracdo restante consiste principalmente em gases formados durante o processo,
incluindo metano, didxido de carbono, hidrogénio, mondxido de carbono, entre outros.

Para calcular o rendimento de cada produto, pode-se utilizar a Equacao 3.

Massa Teorica
——x100

. o —
Rendimento(%) VovsaTotal

(Equacao 3)
Onde, a massa teorica ¢ o valor das massas de cada produto sob a massa total de

endocarpos de coco utilizados no processo de pirdlise.

5.2 Avaliacao da atividade antifingica do bio-6leo

Para avaliar se o bio-6leo produzido possuia a¢do antifingica, foi escolhido um fungo
para ser utilizado como teste, sendo utilizado o do género da Candida albicans, causador da
candidiase. A candidiase ¢ uma infec¢ao que atinge tanto os seres humanos, principalmente as
mulheres, como os animais, causando lesdes que provocam coceiras, inchagos e vermelhidao.

E responsavel por cerca de 80% das principais infec¢des fingicas sistémicas.

5.2.1 Cultivo do fungo

A cepa utilizada foi isolada de fontes clinicas e caracterizada como Candida albicans
apos analises macro e microscopicas. Uma vez confirmada que se tratava do fungo causador
da candidiase, esse microrganismo foi cultivado em meio agar sabouraud dextrose com
cloranfenicol a 300ug/mL, um meio de cultura recomendado para o crescimento e isolamento
de leveduras.

O meio foi vertido manualmente em placas de Petri (90x15mm) e, apds solidificacao,

foi realizado um estriamento simples utilizando uma alca bacteriologica estéril. Em seguida,
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as placas foram vedadas com papel filme para evitar contaminagdo externa e incubadas a 30°C

- 35°C por 48 horas.

5.2.2 Preparacao do extrato pirolenhoso

O extrato pirolenhoso obtido na pir6lise foi colocado em uma placa estéril com 96
pocos em formato de "U", Figura 9, de modo a iniciar o contato deste com o fungo estudado e
facilitar a visualizagdo do crescimento microbiano.

Para isto, foi utilizado a técnica de microdilui¢do, onde esse método serve para
determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato pirolenhoso, ou seja a
concentracdo minima de extrato pirolenhoso que inibe o crescimento do fungo.

Inicialmente, foram adicionados 100pL de um meio de cultura especifico (Sabouraud)
nos primeiros seis pogos (sextuplicata), onde no primeiro pogo foi adicionado uma quantidade
maior para realizar as micro diluicdes seriadas. Sendo assim, nos primeiro pogos foram
adicionados, além dos 100uL, mais 80uL. de meio e 20ulL do extrato pirolenhoso de coco,
fazendo um total de 200uL, ou seja, uma concentracao de 10%. Apos isso, foram adicionados

20uL de inéculo padronizado, preparado no item 5.2.1, em todos os pogos.

Figura 9. Pocos utilizados na técnica de microdiluicao

Fonte: Autora, 2024.
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E importante mencionar que, a fim de determinar a eficiéncia do extrato pirolenhoso,
foi necessario compara-lo com algo ja utilizado e consolidado no mercado para combate da
infeccdo fungica causada pela candidiase. Sendo assim, foi utilizado o cetoconazol a 50
mg/mL, onde o poco contendo essa substancia foi chamado de controle positivo.

Em contrapartida, foi deixado um pogo sem o extrato pirolenhoso de modo a saber o
comportamento do fungo sem nenhum agente antifingico, onde esse pogo foi chamado de
controle negativo.

ApoOs as microdiluicdes, as microplacas foram incubadas a 35°C por 22 horas,

seguindo a metodologia descrita por Rozatto (2012) ao longo da dissertacao.

5.2.3 Crescimento dos fungos

Passado as 22 horas, foi analisado o crescimento dos fungos presentes em cada poco.
Para isso, foi adicionado 20uL. de uma solu¢do indicadora de Cloreto de 2,3,5
Trifeniltetrazolio (TTC) a 1% em cada poco, inclusive nos pogos contendo os controles
positivos e negativos, seguido de mais 2 horas de incubagao.

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lio (TTC) ¢ um corante utilizado na contagem de
colonias microbianas em meios de cultura para analise microbioldgica. Na forma oxidada, é
incolor, mas quando reduzido, torna-se vermelho. Microrganismos vivos reduzem o TTC por
atividade enzimatica, formando formazan, que se acumula em granulos intracelulares,
conferindo uma coloragdo vermelha as células.

O crescimento do fungo Candida Albicans foi avaliado com base na sua capacidade de
se multiplicar e formar colonias, onde foi observado tanto visualmente quanto através do
método de contagem microbioldgica.

De forma visual foi possivel observar a mudanga de coloragdo (cor branca para turva
ou rosa), indicando o crescimento fungico. Para o método de contagem, foi utilizado o leitor
de microplacas LMR-96 FLEX - Loccus, conforme apresentado na Figura 10.

O leitor de microplacas LMR-96 FLEX - Loccus foi escolhido devido a sua
capacidade de automatizar o processo de contagem, garantindo uma maior precisdo em suas
leituras. Sua versatilidade permite ajustes conforme os requisitos especificos do experimento,
enquanto sua capacidade de processamento de varias amostras simultaneamente acelera o
tempo de analise. Essas caracteristicas tornam o LMR-96 FLEX uma opg¢ao ideal para estudos

que exigem contagem rapida e precisa de microrganismos.
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Figura 10. Leitor de microplacas utilizado para contagem microbiologica

Fonte: Loccus - www.loccus.com.br

Essa metodologia permitiu avaliar o efeito do extrato pirolenhoso testado contra

Candida albicans e determinar sua eficicia em cepas clinicas do fungo.

5.3 Fracionamento de fase

O bio-6leo ¢ formado por varias substancias, dentre as quais pode-se citar os fenois,
aldeidos, cetonas, alcoois etc.Alguns desses produtos, ou a sinergia entre eles, sdo capazes de
agir positivamente em varios tipos de fungos, devendo dar importancia a descoberta de qual
principio ativo que realiza tal funcdo. Sendo assim, foi realizado o fracionamento de fases do
bio-6leo de modo a separar varias fracdes a diferentes temperaturas e pressdes e analisa-las
para estudo do controle dos agentes antifiingicos.

O bio-6leo, proveniente da pirdlise, item 5.1, foi colocado em um funil de separacao
para separar o 6leo de alguma substancia mais pesada existente na mistura, como por exemplo
o alcatrdo. Em seguida, foi realizado seu fracionamento em um destilador, conectado a uma

bomba de vacuo, como ilustrado na Figura 11.


https://www.loccus.com.br/
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Figura 11. Equipamento utilizado para fracionar o bio-6leo

Fonte: Autora, 2024.

A destilagdo foi iniciada a uma temperatura de 200 °C. O aquecimento do o6leo foi
realizado em um banho, utilizando um recipiente contendo glicerina misturada a 6leo. Devido
a auséncia de equipamentos especificos como calorimetro, ndo foi possivel controlar
precisamente a temperatura interna do baldo. Com a auséncia deste equipamento pode ser
uma fonte potencial de erro pois a temperatura ¢ uma varidvel importante em muitas reagdes
quimicas e processos de extragdo. Sem um controle preciso da temperatura, os resultados
podem ser afetados de varias maneiras, incluindo a taxa de reagdo, a pureza do produto ¢ a
eficiéncia da extragao.

Dessa forma, a rota¢do do destilador foi mantida em 22 rpm e o vacuo da extracdo foi
realizado aumentando gradualmente, ou seja, a extracao foi realizada sob vacuo progressivo.
A extra¢do sob vacuo progressivo foi realizada para ajudar na remog¢ao de gases ou vapores
indesejados do sistema. O vécuo pode facilitar a remog¢do de componentes volateis ou gases
residuais que possam estar presentes no sistema, permitindo assim uma extragdo mais
eficiente dos componentes desejados. Além disso, o vacuo progressivo pode ajudar a garantir
que a pressdo interna do sistema seja reduzida gradualmente, minimizando o risco de
implosdo ou formacao de bolhas indesejadas durante o processo.

Foram coletadas quatro amostras com o vacuo medido em centimetros de mercurio
(cmHg), sendo a primeira amostra coletada sem vacuo (vacuo zero) e as subsequentes a 20, 50
e 70 (cmHg), respectivamente. Apos cada extragdo, o processo era reiniciado para seguir para

as proximas amostras.



38

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Essa se¢do consiste em apresentar os resultados obtidos neste trabalho, seguindo a

ordem exposta na metodologia.

6.1 Pirélise do coco

Na obten¢ao de particulas menores com aproximadamente £3 cm de granulometria, os
endocarpos do coco previamente foram separados, onde 426,5g foi destinado ao processo de

pirdlise. O bio-6leo obtido através da pirdlise pode ser visto conforme Figura 12.

Figura 12. Bio-6leo obtido

Fonte: Autora, 2024.

Apo6s o processo, foi obtido 500mL do produto final, sendo este armazenado a
temperatura ambiente para ser utilizado nos testes com os fungos e realizado seu

fracionamento.
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6.1.1 Analise do rendimento na produgdo do bio-6leo

Para o presente trabalho, a andlise de rendimento foi determinada como parte
necessaria da avaliacdo da eficiéncia da reagdo quimica pela pirdlise. Este rendimento indicou
a eficacia com que os reagentes foram convertidos nos produtos desejados.

Conforme mencionado anteriormente, uma quantidade de 426,5g de biomassa foi
utilizada no processo de pirdlise, resultando em 500 mL do produto final. Com esses dados,
foi possivel utilizar as equagdes 1, 2 e 3, conforme descritas no item 5.1.1, de modo a calcular
os resultados destacados na Tabela 1 para o valor de densidade, na Tabela 2 para os volumes

de cada produto gerado e na Tabela 3 para os rendimentos dos trés produtos obtidos.

Tabela 1. Densidade da biomassa
Biomassa Massa Total (M t) Densidade (p)

Endocarpo do Coco 426,5¢ 0.853g/mL

Fonte: Autora, 2024.

Tabela 2. Volume dos produtos obtidos

Produtos Obtidos Volume (mL)
Bio-dleo 279.2
Biocarvao 163,3
Biogas 57,5

Fonte: Autora, 2024.

Tabela 3. Rendimento dos produtos obtidos através da pirolise do endocarpo do coco

Produtos Obtidos Massa Teorica (g) Percentual (%)
Bio-dleo 237,8 55,8
Biocarvao 139,2 32,6
Biogas 49,5 11,6

Fonte: Autora, 2024.

Essa analise do rendimento dos produtos da pir6lise foi importante para determinar a
finalidade que serd dada ao produto obtido. O rendimento do biocarvao estd relacionado a
parte da biomassa transformada em carvao solido, sendo-o, atualmente, utilizado como

produto de varias pesquisas cientificas, como por exemplo como materiais adsorventes de
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corantes. J4 o rendimento dos gases reflete a quantidade de gases produzidos durante o
processo, sendo os principais metano ou hidrogénio, que podem ser aproveitados como fontes
de energia. O rendimento do bio-6leo indica a proporcao de 6leo liquido produzido a partir da
biomassa. O valor obtido para esse produto, 55,8%, sugere uma pirdlise eficiente,

convertendo a maior parte da biomassa em produto de interesse para este trabalho.

6.2 Avaliacio da atividade antifingica do bio-6leo

A Figura 13a apresenta o cultivo do fungo C. albicans na placa e a Figura 13b
apresenta a anélise microscopica deste. E possivel perceber a presenga de células de
brotamento elipticas que podem formar filamentos multicelulares elaborados e bem
desenvolvidos, caracteristica da morfologia deste fungo.

Os resultados indicaram um crescimento satisfatério da cultura sem a presenga de

micro-organismos indesejados, ou seja, sem interferéncia de outros fungos.

Figura 13. Fungo candida albicans: a) em uma placa e b) analise microscopica

Fonte: Autora, 2024.

As atividades do extrato pirolenhoso de coco foram examinadas em uma placa de 96
pogos, o qual possibilitou a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja,
a quantidade minima de produto (nesse caso, bio-6leo) que inibe o crescimento do fungo.

A Figura 14 apresenta a placa que foi utilizada para andlise dos crescimentos
microbioldgicos. Essas placas possuem identificagdes numéricas na horizontal que vao de 1 a
12 e identificacdes alfabéticas na vertical que vao das letras A até H.

As solugdes dos produtos com o fungo foram distribuidas da seguinte forma:
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e C(Colunas 1,2, 3,7, 8 e 9: utilizagdo do bio-6leo como agente antifingico;

e Colunas 4, 5, 6, 10, 11 e 12 nas linhas E e F: controle negativo, ou seja, sem nenhum
agente antifungico (apenas o fungo);

e Colunas 4, 5, 6, 10, 11 e 12 nas linhas G e H: controle positivo, ou seja, com o uso do

cetoconazol como agente antifungico.

Figura 14. Atividade do extrato pirolenhoso em placa de 96 pogos
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Fonte: Autora, 2024.

Analisando as colunas dos pogos onde foram utilizados o bio-6leo, foi possivel
perceber uma diferenga gradual de coloragdo, onde foi esta diferenga que diz se existiu
crescimento de fungos ou ndo. Quando ndo se tem um crescimento microbioldgico, a cor da
solug¢do deve-se manter inalterada, ou seja, permanecer incolor. Caso tenha crescimento, essa
coloragdo vai mudando para turvo até a cor rosa.

No primeiro pogo (1A - coluna 1, linha A), foi colocado uma concentragao de 1,25%
do extrato, sendo essa quantidade fracionada para os outros pogos, ou seja, 0,625% para o
poco 1B, 0,312% para o pogo 1C, 0,156% para o poco 1D, 0,070% para o poco 1E, 0,039%
para o poco 1F, 0,019% para o poco 1G e 0,009% para o poco 1H. Essas quantidades foram
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exatamente as mesmas para os pocos 2, 3, 7, 8 € 9, ja que esse experimento foi realizado em
sextuplicata.

Os pogos 1A e 1B, bem como todas as outras réplicas, se mantiveram incolores,
indicando uma eficiente inibi¢gdo microbioldgica, ou seja, ndo houve crescimento do fungo
quando aplicado o bio-6leo produzido nessas concentragdes iniciais.

A partir do terceiro poco (1C), comecou a perceber uma diferenga na coloragao,
ficando-o um pouco turvo. Entdo, analisando de forma visual, ou seja, macroscopica,
considerou-se a concentragdo de 0,625% (concentragdo do poco B) como sendo a
Concentra¢dao Inibitoria Minima (CIM) do extrato que fornece uma resposta efetiva ao
crescimento. Em outras palavras, quando utilizado a quantidade de 6,25 mg/mL de bio-6leo o
crescimento do fungo candida albicans ¢ controlado e, consequentemente, inibido.

Apods esse poco, 1B, as quantidades de bio-0leos utilizados podem ndo ter sido
eficazes para o tratamento da cepa causadora da candidiase, o qual as coloragdes existentes
indicaram crescimento bacteriano. No entanto, para obter uma avaliagdo mais precisa desse
resultado, os pogos da placa de microdiluicdo foram analisados quanto as suas absorbancias.
A leitura precisa proporcionada pelo leitor de microplacas foi essencial para determinar a
concentragdo mais eficaz do extrato pirolenhoso como agente antifungico.

No caso dos pogos presentes com as solugdes contendo apenas os fungos, ou seja, os
controles negativos, foi possivel perceber a coloracdo rosa em todos os pogos, indicando o
crescimento do mesmo. Esse comportamento ja era esperado devido a auséncia de qualquer
agente antifungico que impedisse tal agao.

J& os pogos contendo o cetoconazol, ou seja, os controles positivos, foi observado que
a maioria dos pogos apresentaram auséncia de coloragdo. Esse comportamento ja era esperado
devido a comprovada eficacia desse medicamento no fungo da cdndida albicans. No entanto,
foi possivel perceber que os pogos 4G, 6G e 6H, apresentaram uma coloragdo rosa, a qual foi
atribuida a algum erro de procedimento. Isso comprova a importancia de, ao se trabalhar com
fungos, realizar experimentos com uma grande quantidade de réplicas.

De forma a avaliar quantitativamente os pogos, foi realizada analise de contagem no
leitor de microplacas, conforme descrito no item 5.2.3. Essas leituras foram realizadas com
um comprimento de onda de 540 nm, estando os resultados presentes nas Tabelas 4 ¢ 5. E
importante mencionar que o leitor de microplacas realiza uma leitura instantdnea de todos os
pocos ao mesmo tempo. Porém, para ficar mais facil a visualizacdo e entendimento, esses
dados foram separados em duas tabelas, sendo-as: Tabela 4, resultados da absorbancia dos

controles negativos e positivos e Tabela 5, resultados das absorbancias das solu¢des com
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bio-6leo. Nessas tabelas foram acrescentados os valores médios das absorbancias, pois as

amostras foram feitas em sextuplicata, algumas absorbancias tiveram que ter seus valores

desconsiderados por estarem fora de um padrao, estando-as destacadas na cor vermelha.

Tabela 4. Absorbancias dos controles negativos e positivos

4 5 6 10 11 12 Média das
absorbancias
Controle negativo
0,717 0,706 0,775 0,551 0,507 0,535
0,635
0,761 0,77 0,794 0,538 0,48 0,48
Controle positivo
G 0,738 0,076 0,331 0,041 0,003 0,045
H 0,03 0,03 0,555 0,016 0,034 0,039 0,034
Fonte: Autora, 2024.
Tabela 5. Absorbancias das solugdes utilizando bio-6leo como agente antifingico
nas diferentes concentracdes
1 2 3 7 8 9 Média das
absorbancias
A 0,146 0,006 0,180 0,227 0,111 0,104 0,154
(1,250%)
B 0,141 0,058 0,013 0,239 0,27 0,176 0,206
(0,625%)
C 0,536 0,553 0,024 0,314 0,388 0,168 0,447
(0,312%)
D 0,606 0,609 0,545 0,37 0,534 0,409 0,573
(0,156%)
E 0,699 0,664 0,639 0,627 0,516 0,581 0,621
(0.070%)
F 0,676 0,668 0,663 0,472 0,487 0,583 0,647
(0,039%)
G 0,670 0,673 0,668 0,697 0,643 0,664 0,669
(0,019%)
H 0,675 0,694 0,68 0,66 0,664 0,666 0,673
(0,009%)

Fonte: Autora, 2024.

A identificacdo da absorbancia para andlise do controle microbiolégico ¢ de suma

importancia, pois a partir dela que se determina, de forma quantitativa, a real atividade do

produto estudado, onde, absorbancias que possuem seus valores proximos de 0, indicam um
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melhor controle bacteriano.

Dessa forma, através da analise da Tabela 4, percebeu-se que ao nao utilizar nenhum
agente antifingico, controle negativo, os fungos cresceram de forma excessiva, obtendo-se,
assim, um alto valor da absorbancia, na faixa de 0,635. J& para o controle positivo, a
absorbancia se aproximou de 0, identificando a eficiéncia no cetoconazol no controle deste
microrganismo.

Esses controles foram utilizados para se basear no comportamento do bio-6leo no
fungo, ou seja, o quanto o bio-6leo age como inibidor do crescimento desse microrganismo.
Os valores de absorbancia perto do valor obtido pelo controle positivo, no caso 0,034, indica
um produto extremamente eficiente. Porém, valores de absorbancia maiores ou iguais ao valor
obtido pelo controle negativo, no caso 0,635, indica que o extrato pirolenhoso ndo agiu como
controlador bacteriano. Dessa forma, avaliou-se as absorbancias das solugdes com bio-0leo
nas diferentes concentragdes.

Os resultados obtidos quando utilizado o bio-6leo como agente antifingico mostraram
uma coeréncia entre os valores das absorbancias obtidas e as concentracdes dos extratos
utilizados. Foi possivel perceber, assim como na analise visual apresentada e ja discutida na
Figura 14, que a medida que a concentracao de extrato ia diminuindo (1,25 a 0,009%), um
crescimento microbiologico era aparecido, podendo ser comprovado pelo aumento dos
valores de absorbancia (0,154 a 0,673) e da mudanca da coloracdo de incolor para rosa.

Considerando os resultados obtidos, para a maior concentragao estudada (A=1,25%),
obteve-se um valor de absorbancia de 0,154. Esse valor, mesmo sendo um valor maior do que
o valor do controle positivo (0,034), foi bastante satisfatorio, visto que o presente estudo
utilizou uma biomassa de origem natural e o controle positivo tratou-se de um medicamento
comercial sintético.

Foi possivel avaliar que para as concentracdes A, B, C, D e E, os valores da
absorbancia foram menores que o valor obtido para o controle negativo (0,635). Esse
resultado indica que o bio-6leo estudado tem a capacidade de inibir o crescimento do fungo.
Ja para concentragdes mais baixas, como no caso da F, G e H foram obtidos valores maiores
que o do negativo, porém esses valores ndo foram tdo altos, podendo indicar que o bio-dleo,
mesmo ndo tendo um maior inibi¢do bacteriana como nos outros, ainda possui a capacidade
de controlar esse crescimento.

Esses valores de absorbancia comprovaram a importancia dessa analise para
determinagdo de crescimento microbioldgico e ndo apenas observar a coloragdo, visto que os

valores obtidos através do leitor de placas mostraram que, até a concentragdo de 0,070%, ou
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0,70 mg/mL do bio-0leo, obteve-se resultados satisfatorios. Em outras palavras, essa
concentragdo de 0,70 mg/mL pode ser, de fato, considerada como a Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) e ndo a de 0,625% ou 6,25 mg/mL como definido de forma visual através da
coloragao.

Concluindo esse estudo, a baixa concentragdo de bio-6leo de coco utilizada (0,070

mg/mL) mostrou ser funcional o poder antifingico deste produto.

6.3 Fracionamento de fases

Diante os resultados satisfatorios de acdo antifungica do extrato pirolenhoso,
decidiu-se realizar seu fracionamento de modo a separar o bio-6leo por diferentes fases e
analisar cada uma delas de modo separado. O propdsito disto foi avaliar em qual
fracionamento, ou seja, em quais condi¢cdes de pressdo e temperatura, estdo presentes Os
principios ativos que possuem essa acao de inibi¢ao bacteriana.

Sabe-se que o bio-6leo, independente da biomassa gerada, ¢ uma mistura de varios
compostos, onde cada uma tem uma determinada fun¢do. Porém, ¢ importante descobrir qual
composto possui a acao de controle bacteriano para facilitar sua obtengdo, do ponto de vista
comercial, e também produzir um antifingico com mais agentes ativos possiveis.

Apds o procedimento de pirdlise, foi realizado o fracionamento das fases do extrato
pirolenhoso de 6leo de coco, conforme metodologia explicada no item 5.3.

Como nao foi possivel controlar a temperatura interna do bio-6leo, foi controlado o
vacuo, através do vaciometro presente na propria bomba, retirando fragcdes nas seguintes
pressoes: Vacuo zero, 20, 50 e 70 cmHg. A pressao em vacuo zero, foi utilizada como ponto
de partida para comparagdo, possibilitando a andlise dos efeitos das pressdes subsequentes
sobre os diferentes fracionamentos do extrato pirolenhoso.

Inicialmente, foi colocado no baldo volumétrico 300 mL do bio-6leo de coco. O banho
foi ligado, bem como agitacdo, mantendo-a a uma rotacdo de 22 rpm. A temperatura foi
controlada baseada na temperatura do banho, a qual foi mantida a 200 °C.

A primeira fracao retirada foi a vacuo zero onde esperou-se o tempo necessario para
comegar a destilar algum liquido e ficou nessa espera até perceber que a destilacao havia sido
encerrada, ou seja, até ndo destilar mais nada. Esse processo durou cerca de 1 hora e foi
obtido uma fragdo com 250 mL. Encerrada a destilacdo, a fracdo foi retirada e colocada em
um frasco de vidro.

Em seguida, iniciou novamente o processo, aumentando gradualmente a pressao.
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Colocou vacuo a 10 cmHg e esperou um tempo para obten¢do de algum liquido. No entanto,
apos 40 min de nada ter sido extraido, aumentou o vacuo para 20 cmHg, retirando mais uma
fragdo, de 13 mL, ap6s 40 min nessa pressdo. A amostra foi retirada e guardada em outro
frasco de vidro.

Dessa forma, foi realizado o procedimento novamente, conseguindo retirar mais
fragdes nos vacuos 50 e 70 cmHg, sendo as quantidades de 7 e 10 mL, respectivamente,
conseguindo, assim, destilar uma fragdo bastante consideravel do bio-6leo.

O valor de 70cmHg foi o valor méximo atingido devido a caracteristica da bomba de
vacuo que havia no laboratério. Dessa forma, todos os fracionamentos feitos foram até essa
pressdao. Apds 1 hora, percebeu-se que nada mais havia saido, entdo o experimento foi parado
e retirado a fragdo destilada.

Porém, no baldo que estava no bio-dleo inicial, ficou uma pequena quantidade de
bio-6leo, onde, devido sua aparéncia mais viscosa, ficou evidente que se tratava do alcatrao,
substancia com caracteristica bem semelhante ao petrdleo.

A Figura 15 apresenta uma parte das fragdes que foram retiradas durante o processo de
destilacdo. Essas fragdes estdo em ordem de retirada, sendo I para vacuo 0, II para vacuo de

20 cmHg, 111 para vacuo de 50 cmHg e IV para vacuo de 70 cmHg.

Figura 15. Fragdes obtidas no fracionamento do extrato pirolenhoso

Fonte: Autora, 2024.

E importante perceber a diferenca de colora¢do obtida nas fragdes. Essa diferenciagao
esta associada aos diferentes compostos presentes no bio-6leo de coco, onde, a depender do

tipo de substancia existente, a cor da fragdo se torna caracteristica do composto destilado.
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Sendo assim, percebe-se a variagdo de componentes nesse produto e a importancia em
conseguir separa-los, mesmo sabendo que ainda possa existir uma sinergia em cada fracao,
mas pelo menos consegue subtrair uma quantidade menor de compostos de forma a facilitar
sua identificacao.

Infelizmente, esta identificagdo ndo foi possivel neste trabalho, mas sua andlise
encontra-se em andamento para posterior utilizacdo do grupo de pesquisa do Laboratério de
Sistemas de Separagdo e Otimizacao de Processos (LASSOP).

No entanto, mesmo ndo tendo conseguido dar continuidade a identificagao destes, algo
bastante promissor e incentivador foi obtido: a separagdo de fragdes do bio-6leo de coco pelo
método de destilacdo. Atualmente, a grande maioria dos artigos presentes na literatura a
respeito desse processo € por separacdo em coluna aplicando solventes orginicos com
diferentes polaridades.

Dessa forma, conclui-se que ¢ viavel fracionar o extrato pirolenhoso por meio do

processo de destilagdo a vacuo.
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7. CONCLUSAO

A pirdlise do 6leo de coco se mostrou uma técnica promissora para a produgdo de
extrato pirolenhoso com propriedades antifungicas. Os resultados indicaram uma
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de bio-6leo que se deve utilizar para conseguir
controlar o crescimento bacteriano. Essa concentracao foi de 0,70 mg/mL, evidenciando sua
capacidade de inibir o crescimento de Candida albicans, ou seja, com uma pequena
quantidade de bio-6leo ja obteve um resultado bastante satisfatdrio e promissor para esse
controle bacteriano. Além disso, o fracionamento do extrato por destilacdo a vacuo mostrou
possibilidades para investigacdes futuras sobre suas propriedades e aplicagdes potenciais.

Esse estudo ressalta o potencial do extrato pirolenhoso como uma alternativa
sustentavel para o controle de doencas fliingicas, representando um avancgo significativo na
utilizagdo de residuos organicos na industria e para novos farmacos. A eficacia demonstrada
contra Candida albicans sugere possiveis aplicacdes terapéuticas e agricolas desse extrato,
contribuindo para a saude humana, saude veterinaria e otimizagao de operagdes agricolas.

Além disso, a pirdlise do coco destaca-se como uma técnica vidvel para valorizar
residuos organicos, fornecendo uma fonte renovavel de energia e compostos uteis. Portanto,
este estudo ndo apenas oferece uma nova abordagem para o controle de doengas fungicas, mas
também destaca o papel crucial da pirdlise na busca por solu¢des sustentaveis e inovadoras

principalmente para a industria farmacéutica.
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