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RESUMO: Extrato pirolenhoso (EP) é amplamente investigado como agente antimicrobiano. No entanto, a elevada
porcentagem de agua em sua constituicdo pode acarretar em dificuldades de utilizagdo. Assim, o objetivo desta pesquisa
foi avaliar a eficiéncia do método de concentracdo por evaporacdo do EP de E. urograndis, a influéncia desse processo
na sua atividade antimicrobiana e a sua viabilidade por seis meses. O EP foi concentrado (EPC) por evaporacdo em
estufa de circulagdo forcada de ar a 60 °C por aproximadamente 28h. Posteriormente foram realizadas analises
microbioldgicas de Concentragdes Inibitoria, Bactericida e Fungicida Minimas (CIM, CBM e CFM, respectivamente) e
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Os resultados demonstraram eficiéncia do processo de concentracao.
Ap0s esse processo, 0 EPC teve sua acdo antimicrobiana potencializada, demonstrando a exigéncia de concentracdes
menores para resultar em inibicdo, quando comparado ao EP néo submetido a concentragdo. Essa eficiéncia permaneceu
mesmo apds 6 meses de avaliagdes. Conclui-se que o processo de concentragdo ¢ eficiente para reduzir a agua do EP,
ndo interfere negativamente em sua ag¢do antimicrobiana e o que EPC permaneceu vidvel durante todo o tempo de
avaliacéo.
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Concentration of the pyroligneous extract of Eucalyptus urograndis (clone 1144), its viability and
antimicrobial action

ABSTRACT: Pyroligneous extract (PE) is widely investigated as an antimicrobial agent. However, the high percentage
of water in its composition can lead to difficulties in use. Thus, the objective of this research was to evaluate the
efficiency of the method of concentration by evaporation of EP from E. urograndis, the influence of this process on its
antimicrobial activity and its viability for six months. The EP was concentrated (CPE) by evaporation in a forced air
circulation oven at 60 °C for approximately 28h. Subsequently, microbiological analyzes of Minimum Inhibitory,
Bactericidal and Fungicide Concentrations (MIC, MBC and MFC, respectively) and Scanning Electron Microscopy
(SEM) were carried out. The results demonstrated the efficiency of the concentration process. After this process, EPC
had its antimicrobial action enhanced, demonstrating the requirement for lower concentrations to result in inhibition,
when compared to EP not subjected to concentration. This efficiency remained even after 6 months of evaluations. It is
concluded that the concentration process is efficient in reducing water from EP, does not negatively interfere with its
antimicrobial action and that EPC remained viable throughout the evaluation time.
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INTRODUCAO

O extrato pirolenhoso (EP) é um produto oriundo
da carbonizacdo da madeira, originado da
condensacdo dos vapores emitidos durante esse
processo.  Apresenta  constituicdo  quimica
extremamente rica e variada (PIMENTA et al.,
2018;). Devido a isso, vem sendo analisado como
importante agente antimicrobiano natural (SOUZA
et al., 2018).

No entanto, esse produto contém elevada
concentracdo de agua, cerca de 80 a 90%, em sua
composicdo quimica (YATAGAI et al. 2002). Isso
revela que a fragdo organica e bioativa do mesmo,
em grande maioria, esta contida em apenas cerca de
10 a 20% do seu total (HANCHAI et al. 2021).

Esse grande volume de &gua, além de ndo ser util
para a sua bioatividade, ainda acarreta em
inconvenientes para sua utilizagdo como, dificuldade
de armazenamento e instabilidade. Assim, faz-se
necessario estabelecer um método eficiente que
diminua o excedente de agua do produto sem
interferir negativamente em sua  agédo
antimicrobiana.

Testes microbiolégicos como determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e das
concentragcBes bactericida e fungicida minimas
(CBM e CFM) séo importantes formas de avaliar a
acdo antimicrobiana de produtos (CLSI, 2012;
GAMA et al., 2023). A microscopia eletronica de

Recebido em 15/01/2024; Aceito para publicacdo em 22/05/2024

1 Universidade Federal do Rio Grande do Norte
*e-mail: gilsander.pgama@gmail.com



56

varredura (MEV) também é uma
ferramenta de investigagdo,

importante
pois possibilita o

registro de imagens dos  microrganismos
(BELHAOUARI et al., 2020). Isso permite
avaliacbes morfologicas, antes e depois de

tratamentos.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficiéncia
do método de concentracdo por evaporagdo do EP de
E. urograndis, a influéncia desse processo em sua
atividade antimicrobiana e a sua viabilidade por um
periodo de avaliacdo de seis meses.

MATERIAIS E METODOS
Preparacdo do extrato pirolenhoso concentrado
(EPC)

A preparacdo do EP se deu conforme Gama et al.
(2023), utilizando amostras de madeira de
Eucalyptus urograndis — clone 1144. Posteriormente,
o EP foi concentrado (EPC) por evaporacdo em
estufa de circulagdo forgada de ar (Sterilifer - SX
cr/80) a 60 °C por aproximadamente 28 horas,
objetivando redugdo de 90% de seu volume. Foram
feitas 10 repeticdes.

Testes antimicrobianos: CIM, CBM, CFM

Para a CIM foram realizadas avalia¢Ges in vitro
pelo método de microdiluicio em caldo, com
microplacas de 96 pocos. Diluicdes do EPC foram
feitas frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Candida albicans - ATCC 10231, partindo-se de
15 até 0.937% (15, 7.5, 3.75, 1.875 e 0.937% de
EPC). Para a CBM e CFM utilizou-se a semeadura
em placas de Petri e posterior observagdo da menor
concentracdo capaz de causar inativacdo total da
formagdo de colOnias de microrganismos. Os
procedimentos metodolégicos se deram conforme
Gama et al. (2023) e Clinical And Laboratory
Standards Institute - CLSI (2012).

Anélises de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

Para a preparacdo dos inoculos e o

processamento das amostras para leitura, utilizou-se

como base a metodologia empregada por Gama
et al. (2023). Os inoculos foram centrifugados a
3000 rpm por 10 min para formacdo dos péletes
microbianos. Posteriormente, as amostras passaram
pelo processo de fixacdo, pos-fixacdo, secagem e,
entdo, foram cobertas com ouro 9 nm e observadas
em microscopio eletrénico de varredura a um ritmo
de tensédo acelerada de 30 KV.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Testes antimicrobianos (CIM, CBM e CFM)

Os resultados obtidos demonstram que o
processo de concentracdo do EPC ndo interferiu
negativamente na sua acdo antimicrobiana (Tabela
1). Além disso, os dados indicam que esse produto
permaneceu com atividade antimicrobiana ativa,
mesmo apos seis meses de armazenamento (Tabela
1). Ao analisar o estudo de Gama et al. (2023),
constatou-se que o processo de concentragdo do EPC
potencializou sua acdo antimicrobiana, exigindo
valores menores do que os do produto néo
concentrado para resultar em inibicdo. Nesse estudo,
os valores de CIM revelaram que foram necessarios
6.25 e 12.5% de EP (da mesma espécie aqui
investigada) para inibir S. aureus e C. albicans,
respectivamente. Em contrapartida, na presente
pesquisa os valores foram de 1.87 e 3.75% para 0s
mesmos microrganismos, respectivamente. A acao
antimicrobiana que esse produto desempenhou
indica que, mesmo ap0s O processamento para

concentracdo, importantes compostos
antimicrobianos, como acidos organicos e
compostos  fendlicos, permaneceram em sua

constituigdo (PIMENTA et al., 2018). Quanto a sua
potencializacdo, produtos  organicos, quando
processados, podem sofrer modificacdes quimicas
de modo que alguns constituintes podem aumentar,
diminuir, surgir e, até mesmo, desaparecer (WEN et
al. 2012). Essa possivel mudanga quimica pode
explicar sua maior eficiéncia antimicrobiana.

Tabela 1. CIM, CBM e CFM para 0s microrganismos expostos a agdo do extrato pirolenhoso concentrado (EPC) de E. urograndis
apos a concentragdo (1° més) e depois de seis meses de armazenamento (6° més).

Concentracgdo de EPC (%)

Microrganismos 1° més 6° més
CIM CBM CIM CBM
Staphylococcus aureus 1.87 3.75 1.87 3.75
Candida albicans* 3.75 7.50 3.75 3.75

Onde: EPC — extrato pirolenhoso concentrado; CIM — concentragdo inibitéria minima; CBM — concentragdo bactericida minima;
CFM - concentracdo fungicida minima; * — em lugar de CBM deve-se usar CFM.
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Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises de MEV demonstram diferencas
significativas na estrutura morfologica das células
microbianas testadas (Figura 1).

Figura 1 - Micrografias obtidas antes e depois da exposi¢do de Staphylococcus aureus e Candida albicans ao extrato pirolenhoso
concentrado (EPC) de Eucalyptus urograndis. (A) — S. aureus com ampliacéo de 40.000 e 60.000 x; (B) — C. albicans com ampliacéo
de 12.000 e 10.000 x. Figuras representadas por: 1 - microrganismos antes da exposi¢do ao EPC; 2 - ap0s exposicdo de 24 h ao EPC.

Foram utilizados dois grupos de células: o
controle (ndo submetido ao tratamento) e o tratado
com EPC, objetivando estabelecer comparacGes
entre o padrdo morfoldgico celular antes e depois da
exposicdo ao antimicrobiano avaliado. As células
microbianas sem (Al) (A2) (B1) (B2) tratamento
sdo esféricas, lisas e turgidas (Figura 1: Al e B1).
Apos a exposicdo ao EPC, as mesmas se tornaram
deformadas, enrugadas, irregulares e com aparentes
perfuragdes (Figura 1: A2 e B2). Como mencionado,
0 EPC ¢é rico em &cidos organicos e em compostos
fenolicos (PIMENTA et al., 2018; GAMA et al.,
2023). Logo, a sua acdo antimicrobiana e a
degradacdo celular observada nas imagens é
atribuida a ac&o desses compostos, visto que eles sdo
importantes agentes antimicrobianos (PEH et al.,
2020; ALSHUNIABER et al. 2021).

Pesquisas revelam que o modo de agdo dessas
substancias esta relacionado com a destruicdo da
membrana e da parede celular. Compostos fenolicos
podem afinar a espessura da parede celular e
dispersar ribossomos (ALSHUNIABER et al.,
2021). Além disso, causam perda da integridade da
membrana, seu descolamento e vazamento do
citoplasma (ALBANO et al.,, 2016). Ja A4cidos
organicos, nao dissociados, podem penetrar a célula
microbiana, se dissociarem e causar a ruptura
celular, devido a acidificacdo do seu pH (WANG et
al., 2014).

CONCLUSOES

Conclui-se que o processo de concentracdo do
EP, por evaporacdo, € eficiente para a reducdo da
agua do produto e ndo interfere negativamente em
sua acdo antimicrobiana. Essa agdo foi
potencializada ap6s a concentracdo do produto,
quando comparado ao EP ndo submetido a
concentracdo. O EPC permaneceu viavel pelos seis
meses de avaliagdo. Estudos posteriores séo

necessarios para definir com maior precisdo as
modificagbes que podem ter acontecido no produto
apos a submisséo a concentragéo.
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