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Introducao

A pirdlise da biomassa, ou seja, a
queima de material vegetal em altas
temperaturas e na auséncia ou supri-
mento limitado de oxigénio, tem como
um de seus subprodutos o bio-dleo,
fragao obtida pela condensagéo dos ga-
ses (Grewal et al., 2018). Esse produto
pode ser dividido em uma parte acida
com alto teor de agua, denominada
acido pirolenhoso ou extrato pirolenho-
so (EP), e uma parte concentrada em
compostos organicos conhecida como
alcatrdo (Cordella et al., 2012). O bio-
-0leo é caracterizado por uma ampla
gama de compostos volateis e reativos,
0 que resulta em uma baixa estabilidade
quimica, e ao longo do tempo é possivel
observar um aumento da massa mole-
cular média, viscosidade e conteudo de
agua total (Czernik et al., 1994). Varias
alternativas tém sido propostas para
aumentar a estabilidade do bio-dleo,

como: armazenamento em diferentes
temperaturas e adicdo de alcoois de
baixo peso molecular,destilacao e fracio-
namento para a remocéo da lignina pir6-
litica (Scholze; Meier, 2001; Capunitan;
Capareda, 2013; Zhang et al., 2017; Cai
et al., 2019). Fases purificadas de bio-6-
leo e similares ao EP (sollveis em agua)
sdo mais estaveis que sua fragéo organi-
ca (Ren; Ye, 2018), porém a estabilidade
do EP é pouco estudada. Pensando em
uma possivel aplicacdo deste produto,
€ importante que este seja estavel qui-
micamente por longos periodos, sem
perder sua eficacia.

A utilizagdo do EP na agricultura de
forma correta e eficaz pode se tornar
uma alternativa de destinagao para este
subproduto (Cordella et al., 2012). O EP
tem diversos usos potenciais agricolas,
como estimulante do crescimento vege-
tal, do enraizamento de propagulos, an-
tifingico, antibacteriano e inseticida, por
exemplo (Grewal et al., 2018). Um estudo
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anterior demonstrou a eficiéncia do EP
na inibicdo da germinacao de sementes
de espécies de plantas daninhas, indi-
cando o seu potencial como herbicida
pré-emergente (Zeferino et al., 2018).
O presente trabalho analisa quimica-
mente o extrato pirolenhoso, a sua
estabilidade térmica e a eficiéncia do
extrato pirolenhoso puro (EP), fra-
cionado via destilagdo (EPD) e com
a retirada da lignina pirolitica (EPL),
como inibidor da germinagcao de se-
mentes de picdo-preto.

O EP dtilizado nos testes foi
proveniente da pirdlise lenta de
Eucalyptus sp.. Os tratamentos utiliza-
dos para melhorar a estabilizacdo do
EP foram a retirada da lignina pirolitica
residual (EPL) e a destilacdo (EPD).
Para a retirada da lignina pirolitica do EP
adicionou-se, por gotejamento, 375 mL
de extrato pirolenhoso em 125 mL de
agua ultrapura sob temperatura de
3 °C e 17.000 rpm, no intervalo de 10
minutos . Apds a adicdo, manteve-se a
solugédo sob 17.000 rpm, por mais 15
minutos . Posteriormente, a solugao foi
filtrada com o auxilio de uma bomba
de vacuo, um kitassato e filtro de papel
(14 pm). O sobrenadante consiste no
EP sem lignina pirolitica (EPL), enquan-
to a lignina pirolitica (sélido) foi seca em
estufa sob temperatura de 50 °C, por 24
horas, e sua massa foi pesada. Para a
amostra destilada (EPD), realizou-se a
destilagdo simples (500 mL de extrato
pirolenhoso) utilizando vacuo, no qual a
temperatura de destilagdo se manteve
em 73 °C, até a obtencao de 250 mL de
destilado (Figura 1).

Figura 1. Tratamentos utilizados para avaliar
a estabilizacdo do extrato pirolenhoso (EP):
(A, B) extracdo da lignina pirolitica; (C)
destilacdo a vacuo; (D) extrato pirolenhoso
(EP) e apo6s a retirada da lignina pirolitica
(EPL) e destilagao (EPD).

A estabilidade dos produtos gerados
foi avaliada por meio de envelhecimento
acelerado (Meng et al., 2015), no qual
foram adicionados 2 mL do EP, EPL e
EPD em tubos Eppendorf previamente
tarados e, posteriormente, acondicio-
nadas em bloco térmico (80 °C por 24
horas). Em seguida, as amostras foram
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centrifugadas (7 minutos 12.000 rpm)
e o sobrenadante retirado, sendo a
massa dos solidos mensuradas. As con-
centracoes dos sélidos gerados no
envelhecimento térmico e na retirada
da lignina pirolitica foram calculadas
tendo como base o volume das amos-
tras (mL) em quadruplicata. Os dados
nao seguiram uma distribuicdo normal
e, dessa forma, foram submetidos ao
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
com 5% de probabilidade de erro, sendo
0s grupos comparados pelo teste LSD
(R Core Team, 2016).

Por fim, a composigao quimica do ex-
trato pirolenhoso e seus derivados in na-
tura ou envelhecidos foram caracteriza-
dos por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (GC-MS), no
qual 10 yL de amostra e 40 pL 5a-coles-
tano (0,2 mg mL", padrao interno) foram
adicionados em tubo Eppendorff e secos
sob temperatura ambiente e vacuo por
1 hora. Em seguida, as amostras foram
derivatizadas com 50 uL de cloridrato
de metilamina em piridina (20 mg mL™")
e, posteriormente, 50 uL de MSTFA;
ambos os processos incubados no bloco
térmico por 90 minutos sob temperatura
de 40 °C. As amostras foram transferidas
aos inserts (150 yL) e acondicionadas
em vials (2 mL), para injecao automatica
no GC-MS (1 pL) (TripPlus AS, Focus
GC, Polaris Q, Thermo). As amostras
foram injetadas com divisdo de fluxo
1:25 e separadas por coluna cromato-
grafica modelo DB-5 (30 m x 0,25 mm
Thermo). A separagdo dos compostos
foi feita com a temperatura do injetor
medindo 230 °C, linha de transferéncia
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medindo 250 °C, gas de arraste hélio
com 1,5 mL min™, sob fluxo constante
e compensagado a vacuo. Programacéo
de temperatura do forno: 70 °C, isoterma
de 4 minutos , aquecimento até 320 °C
na taxa de 3 °C min', com isoterma
final de 5 minutos . O espectrémetro
de massas foi operado no modo positi-
vo com eletroionizagao de 70 eV, com
temperatura da fonte de ions medindo
200 °C. Os cromatogramas gerados
pelo software Xcalibur foram transferi-
dos para o software AMDIS (Automated
Mass Spectral Deconvolution, NIST).
A partir do processo de deconvolugao
do AMDIS, os compostos foram iden-
tificados por meio de seus espectros
de massas e indice de retencédo (IR).
Os compostos identificados foram
semiquantificados a partir da altura
do pico gerado pelo fragmentograma
caracteristico para cada composto (trés
principais fragmentos, m/z) e, entdo, as
intensidades foram normalizadas pelo
volume das amostras e padrdo interno
(5a-colestano). Os dados foram anali-
sados pela estatistica ndo paramétrica,
utilizando o teste de Kruskal-Wallis com
5% de probabilidade de erro, sendo os
grupos comparados pelo teste LSD.

Paratestar a eficacia dos produtos ob-
tidos como inibidores da germinagéo de
sementes, foram realizados testes com
Bidens pilosa L. (picao-preto), espécie
herbacea considerada como invasora.
O experimento foi realizado em caixas
do tipo gerbox contendo 50 sementes,
com quatro repeticdes (200 sementes
por tratamento). Duas folhas de papel
mata-borrdo foram embebidas em uma
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solugao de extrato pirolenhoso e agua
destilada. O volume total da solugao
consistia em 2,5 vezes o0 peso do subs-
trato em cada repeticdo, sendo 13 mL
por gerbox. Para o preparo da solugao
de extrato pirolenhoso foi considerado
um volume de calda de 100 L ha' do
produto, calculado para a area do ger-
box (11 cm x 11 cm), resultando em
121 uL gerbox™. As caixas gerbox foram
alocadas em camara de germinacgao tipo
BOD, com fotoperiodo de 8 horas e tem-
peratura constante de 25 °C. Aavaliagao
foi realizada aos dez dias, considerando
como germinadas somente as plantulas
normais (Brasil, 2009). As porcentagens
de germinagéo foram submetidas a ana-
lise de variancia e as médias compara-
das pelo teste de Scott Knott com 5% de
probabilidade de erro.

Com os processos de retirada da
lignina pirolitica e de destilagao, obteve-
-se trés fragdes do extrato pirolenhoso
(Figura 1): o extrato pirolenhoso (EP),
o extrato pirolenhoso sem a lignina

pirolitica (EPL) e o extrato pirolenhoso
destilado (EPD). A partir da cromato-
grafia gasosa foi possivel identificar 65
compostos nas diferentes amostras.
Para comparacao da composi¢ao quimi-
ca da amostra original (EP) com os trata-
mentos (EPL e EPD), foram selecionados
0s dez compostos que apresentaram as
maiores concentragdes. Dentre os com-
postos citam-se aqueles oriundos da
pirélise da celulose/hemicelulose (como
xilose, arabinose, acido 2-hidroxihexa-
nedidico levoglucosano) e derivados
da lignina (como 4—metil siringol, 4—etil
seringol e siringol), além do catecol, que
pode ser derivado tanto de carboidratos
como da lignina (Pastorova et al., 1994,
Del Rio et al.,, 2005). Os compostos
mais abundantes nas amostras foram
o levoglucosano, seguido de catecol e
4 metil-siringol (Figura 2).

A destilagao foi eficiente em separar
os compostos, principalmente os deri-
vados dos acgucares (Figura 2B). A re-
tirada da lignina pirolitica, por sua vez,

Figura 2. Concentragbes dos derivados da lignina (A) e derivados da celulose/hemicelulose (B) nas
amostras do extrato pirolenhoso (EP), extrato pirolenhoso sem a lignina pirolitica (EPL) e o extrato
pirolenhoso destilado (EPD). Comparag&o de média entre os produtos para cada composto pelo teste
de Kruskal-Wallis com 5% de probabilidade de erro, sendo os grupos comparados pelo teste LSD.



reduziu parcialmente a concentragao
de todos os compostos, devido a dilui-
¢ao da amostra durante o processo de
extracdo da lignina (Figura 2). Também
pode-se observar que os compostos
analisados nao tiveram suas concentra-
¢des alteradas com o envelhecimento
térmico. O envelhecimento acelerado
por temperatura teve como objetivo ava-
liar a estabilidade térmica do EP e dos
tratamentos de retirada da lignina e de
destilagcao; dessa forma, demonstrou-se
que o produto é estavel.

A quantidade de solidos gerados
pelos tratamentos de envelhecimento
acelerado nao diferiu entre EP e EPL;
entretanto, houve reducédo significativa
da quantidade de sdlidos com a desti-
lagdo (EPD) (Figura 3). A presenga de
solidos gerados apés os tratamentos é
um indicativo do aumento da viscosida-
de do material, que esta relacionada a
possivel polimerizagédo causada pelo en-
velhecimento (Meng et al., 2015). Dessa
forma, é possivel afirmar que a retirada
da lignina pirolitica ndo melhorou a
estabilidade quimica dos compostos,
enquanto a destilagdo aumentou signi-
ficativamente a estabilidade, por gerar
menos residuos solidos.

Considerando a semelhanga entre
as amostras EP e EPL, com ressalva
somente pela diminuicdo da concentra-
¢ao dos compostos alvos, a retirada da
lignina pirolitica ndo se mostrou interes-
sante, quimicamente, para o objetivo do
trabalho. Assim, foram realizados testes
de germinagao utilizando somente EP
e EPD, buscando a inibicdo da germi-
nacdo das sementes. Os tratamentos
EP e EPD reduziram significativamente

Comunicado Técnico 496

Figura 3. Concentracdo média dos sélidos
gerados nos diferentes tratamentos do
extrato pirolenhoso, apds o envelhecimento
acelerado por temperatura. EP: extrato
pirolenhoso puro. EPL: extrato pirolenhoso
sem a lignina pirolitica e EPD: extrato
pirolenhoso destilado. Médias com letras
iguais na linha n&o diferem entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis com 5% de probabilidade
de erro, sendo os grupos comparados
pelo teste LSD.

a germinagcdo de sementes B. pilosa,
sendo o EP o mais eficaz, com uma
porcentagem média de germinagao de
apenas 2% (Figura 4).

O EPD apresenta em sua compo-
sicdo majoritaria os compostos acido
lactico, 4-hidroxybutandico, seringol

Figura 4. Germinagdo de sementes (%) de
Bidens pilosa submetidas a aplicacdo de
extrato pirolenhoso (EP) e extrato pirolenhoso
destilado (EPD), comparadas com o tratamento
controle (somente agua destilada). Volume de
“calda” considerado de 100 L ha'. Comparagao
de médias pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).
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e catecol. Embora o EPD tenha uma
estabilidade quimica maior (Figura 3), a
inibicdo da germinacdo de B. pilosa foi
menor quando comparado ao EP, nao
sendo vantajoso para esta finalidade.
Isso provavelmente esta associado a
diminuicdo da concentragao dos com-
postos fendlicos por conta da destilagao;
a proporcao da concentragao de catecol
entre EP:EPD é 325:1, por exemplo.
Na literatura existem relatos sobre o efei-
to aleloquimico do catecol no controle de
Papaver rhoeas (papoula) e de Cirsium
arvense (cardo-das-vinhas), sendo a efi-
cacia desse efeito dependente da con-
centracéo aplicada (Topal et al., 2006).
Entretanto, destaca-se que, mesmo
diminuindo a concentracao de fendlicos
no EPD, esse ainda se mostrou efetivo
como inibidor da germinagéo.

A efetividade do EP no controle da
germinacado de algumas sementes de
plantas invasoras, dentre elas B. pilosa,
ja havia sido comprovada; entretan-
to, utilizando um volume de calda de
500 L ha' (Zeferino et al., 2018). O teste
presente foi reproduzido com o mesmo
EP, apds dois anos de armazenamento
em galdo, em local coberto sob tem-
peratura ambiente. Mesmo apds esse
tempo de armazenamento, e utilizando
menor volume de calda (100 L ha"),
o EP se mostrou efetivo, com 98% no
controle de germinagcdo das semen-
tes de picao-preto.

Em resumo: (i) o extrato pirolenhoso
se mostrou estavel quimicamente sob
efeito da temperatura; (ii) a retirada de
compostos de alto peso molecular via
retirada da lignina pirolitica ndo surtiu
efeito na estabilidade térmica do EP.

Apoés destilagdo, entretanto, embora
mais estavel, o produto gerado nao
apresentou efetividade no controle da
germinagao de sementes de picao-pre-
to, quando comparado ao EP. Dessa
forma, ambos processos apresentam-se
dispensaveis; (ii) o EP armazenado
em galdo escuro, em local coberto sob
temperatura ambiente, manteve a efeti-
vidade do produto no controle da germi-
nagao de Bidens pilosa.

Esse trabalho apresenta alinha-
mento as metas dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
Agenda 2030 da ONU, especialmente
do ODS 12, por estudar a eficiéncia de
extrato pirolenhoso como inibidor da
germinacdo de sementes de picao-pre-
to, visando a gestéo sustentavel e o uso
eficiente dos recursos naturais.
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