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RESUMO

O acai, uma fruta da Amazonia, é valioso tanto do ponto de vista econdmico quanto
nutricional. Suas sementes, geralmente descartadas, podem ser transformadas em
bio-6leo por meio da pirdlise (Processo de degradacdo termoquimica de biomassa
residual), oferecendo uma alternativa sustentavel aos combustiveis fosseis. Este
estudo investiga como a temperatura e a molaridade com Hidréxido de Potassio
(KOH) e Acido cloridrico (HCI) que s&o reagentes de impregnacdo quimica no
processo, influenciam as atividades antimicrobiana, antioxidante e citotoxica do bio-
Oleo produzido. Foram realizados testes utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS) e ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana,
antioxidante e citotéxica em diferentes temperaturas (350, 400 e 450 °C) e
molaridades (0,5 M, 1,0 M e 2,0 M). Os compostos fendlicos foram os mais
abundantes no bio-6leo (55,70%), seguidos por hidrocarbonetos ciclicos e aromaticos
(11,89%) e hidrocarbonetos lineares (9,64%). Apesar da reducdo nos compostos
oxigenados, 0 bio-6leo manteve atividade bacteriostatica contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em varias faixas de temperatura, destacando-se a 350 °C. A
atividade antioxidante foi maior a 350 °C e em molaridades menores. Além disso,
concentracfes mais baixas de impregnacédo acida apresentaram efeito citotoxico em
altas temperaturas. Assim, o bio-6leo de sementes de acai gerados pelo processo de
pirélise demonstra potencial para atividades antioxidantes e antimicrobianas,

sugerindo viabilidade para testes adicionais em diluicdes com menor citotoxicidade.

Palavras-chave: Acai.Bio-6leo.Pirdlise



ABSTRACT

Acai, a fruit from the Amazon, is valuable both economically and nutritionally. Its seeds,
which are typically discarded, can be converted into bio-oil through pyrolysis (a process
of thermochemical degradation of residual biomass), offering a sustainable alternative
to fossil fuels. This study explores how temperature and molarity with Potassium
Hydroxide (KOH) and Hydrochloric Acid (HCI), which are chemical impregnation
reagents in the process, affect the antimicrobial, antioxidant, and cytotoxic activities of
the produced bio-oil. Tests were conducted using Gas Chromatography coupled with
Mass Spectrometry (GC-MS) and assays to evaluate antimicrobial, antioxidant, and
cytotoxic activities at different temperatures (350, 400, and 450 °C) and molarities (0.5
M, 1.0 M, and 2.0 M). Phenolic compounds were the most abundant in the bio-oll
(55.70%), followed by cyclic and aromatic hydrocarbons (11.89%) and linear
hydrocarbons (9.64%). Despite a reduction in oxygenated compounds, the bio-oil
retained bacteriostatic activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus
across various temperature ranges, with notable effectiveness at 350 °C. Antioxidant
activity was highest at 350 °C and at lower molarities. Furthermore, lower
concentrations of acidic impregnation exhibited cytotoxic effects at high temperatures.
Thus, bio-oil from acai seeds generated through pyrolysis shows potential for
antioxidant and antimicrobial activities, suggesting feasibility for further testing in

dilutions with lower cytotoxicity.

Keywords: Acai.Bio-oil.Pyrolysis
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1. INTRODUCAO

O acai (Euterpe oleracea) é uma fruta tipica da regido amazénica, valorizada por
suas propriedades nutricionais e seu papel na economia local. As sementes,
frequentemente descartadas apds a extracdo da polpa, sdo uma fonte subutilizada
gue pode ser aproveitada por meio da pirolise — um processo térmico que transforma
biomassa em bio-6leo, gas e carvao em auséncia de oxigénio. O bio-6leo obtido dessa
forma apresenta grande potencial como uma alternativa sustentavel a combustiveis
fosseis e pode ser utilizado em diversas aplicagdes industriais e energéticas. (Cedrim
et al., 2018; De Castro et al., 2019; Valois et al., 2023).

O bio-6leo, um subproduto da pirélise da biomassa, tem ganhado destaque nas
Ultimas décadas devido ao seu potencial como fonte renovavel de energia e de
compostos bioativos. Entre as diversas fontes de biomassa, as sementes do acai
(Euterpe oleracea Mart.) se mostram particularmente promissoras, ndo apenas pela
sua abundéancia na Amazo6nia, mas também pela rica composi¢cdo quimica que pode
ser extraida delas.( Bonomo et al., 2014; Menezes et al., 2008; Bernaud e Funchal,
2011; Cedrim et al., 2018; Yamaguchi et al., 2015; Tavares et al., 2020). O estudo das
propriedades do bio-6leo derivado dessas sementes abre novas perspectivas para
aplicacbes em diversas areas, especialmente na industria farmacéutica, alimenticia e
guimica. .(Valois et al., 2023; De Castro et al., 2019; Bufalino et al., 2018; Guerreiro
et al., 2022; Komaiko et al., 2016; Filho et al., 2023; Pozo et al., 2004; Rocha et al.,
2015).

A temperatura e a molaridade sdo parametros fundamentais que influenciam de
maneira significativa a composicéo e as propriedades do bio-6leo. A temperatura de
pirélise desempenha um papel crucial na degradacéo da biomassa e na formacéao de
compostos desejaveis. Por sua vez, a molaridade impacta a solubilidade e a
reatividade dos compostos extraidos. Compreender como esses fatores interagem é
essencial para otimizar a producdo e utilizagdo do bio-6leo, especialmente em
aplicacbes que demandam atividades biolégicas especificas. Essa compreensao
pode abrir novas oportunidades para o aproveitamento deste recurso em diversas
industrias. (Zang et al., 2007; De Castro et al., 2009; Valdez et al., 2023; Kumar et al.,
2010; Heo et al.,, 2010; Xu et al.,, 2010; Serréo et al.,, 2021; Sato et al., 2019;
Nascimento et al., 2020).
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As possiveis atividades antimicrobianas do bio-6leo e de outros produtos naturais
derivados da biomassa de acai s&o de grande relevancia, especialmente diante do
crescente problema da resisténcia microbiana aos antibidticos convencionais.
Estudos demonstram que compostos naturais podem oferecer uma alternativa eficaz
e menos prejudicial para o tratamento de infec¢cdes. Portanto, investigar como a
temperatura e a molaridade no processo pirolitico influenciam essas atividades
biolégicas é crucial para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos a partir
de fontes naturais, como o bio-6leo de acgai.( Silva et al., 2023; Kuskoski et al., 2002;
Alasalvar et al., 2005; filho & pereira, 2012; Rogez et al., 2012; Sato et al., 2021).

Além das propriedades antimicrobianas, as atividades citotoxicas do bio-6leo sao
igualmente relevantes. A avaliacdo da citotoxicidade é fundamental para assegurar a
seguranca dos compostos em potencial para uso terapéutico. A relacdo entre
temperatura, molaridade e toxicidade celular € um aspecto que merece maior
investigacdo, garantindo que os produtos derivados do bio-6leo sejam ndo apenas
eficazes, mas também seguros para o consumo.( Kuskoski et al., 2002; Alasalvar et
al., 2005). Outro ponto importante € a atividade antioxidante do bio-6leo, dada a
crescente atencdo aos compostos antioxidantes e seus efeitos benéficos a saude, é
essencial compreender como temperatura e molaridade influenciam essa atividade.
Compostos antioxidantes desempenham um papel significativo na prevengao de
doencas cronicas, e uma extracdo eficaz € crucial para maximizar os beneficios do
bio-6leo.( Barbosa et al., 2019;Valois et al., 2023; Valdez et al., 2023).

Partindo desses principios, este trabalho teve como intuito investigar
detalhadamente o efeito da temperatura e da molaridade na atividade antimicrobiana,
citotdxica e antioxidante do bio-6leo extraido das sementes de acai. Por meio de uma
analise abrangente, buscou-se contribuir para a compreensao das interacdes entre
esses parametros, fornecendo informacOes valiosas que podem auxiliar no

desenvolvimento de produtos inovadores e sustentaveis no campo farmacéutico.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana do bio-0leo da semente do acai (Euterpe

Oleracea, Mart.) , seu possivel potencial antioxidante e a sua citotoxicidade , sob efeito

de diferentes temperaturas e molaridades.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar analiticamente os componentes presentes no Bio-6leo da semente
de acai por meio do método de Cromatografia Gasosa acoplada

Espectrometria de Massas (CG-MS);

Analisar o potencial antioxidante do bio-6leo da semente do acai com
tratamento quimico com KOH e HCL em diferentes temperaturas ( 350, 400 e
450°C) e molaridades (0.5 M, 1.0 M e 2.0 M) por meio dos ensaios de radical
TEAC e DPPH;

Avaliar a atividade antimicrobiana do bio-6leo da semente do acai com
tratamento quimico com KOH e HCL e em diferentes temperaturas ( 350 , 400
e 450°C) e molaridades ( 0.5 M, 1.0 M e 2.0 M) frente as bactérias gram-
negativas (Escherichia coli - ATCC 25922) e gram-positivas (Staphylococcus
aureus- ATCC 29213) , pela técnica de microdiluicdo para identificacdo de
CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CBM (Concentracdo Bactericida

Minima).

Analisar a citotoxicidade do bio-0leo da semente do acai com tratamento
guimico com KOH e HCL em diferentes temperaturas ( 350, 400 e 450°C) e
molaridades (0.5 M, 1.0 M e 2.0 M) pelo método adaptado de exclusado de azul
de tripano e centrifugacao por densidade.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. O Acai (Euterpe oleracea, Mart.)

O acai (Euterpe oleracea Mart.), uma palmeira nativa da América Central e do Sul,
€ amplamente reconhecido como a palmeira mais produtiva da regido amazonica.
Este fruto exotico desempenha um papel crucial na dieta de varias comunidades no
Brasil, servindo como um alimento basico. Nos ultimos anos, o acai ganhou destaque
global como um superalimento funcional, notavel por seu alto valor nutricional e
propriedades terapéuticas. Ele € rico em antioxidantes e apresenta uma composi¢ao
fitoquimica diversificada, que inclui antocianinas, flavonoides e outros compostos
bioativos benéficos a saude (Valois et al., 2023; Valdez et al., 2023).Além de seu valor
nutricional, o acai é vital para a economia da regido amazonica. A producéo do acai é
um importante motor econémico, com diversas formas de comercializagdo, como
polpa pura, polpa com agucar, ou acompanhada de farinha de mandioca ou tapioca.
Essas variantes refletem a versatilidade do fruto e sua integracdo nas tradi¢cdes
alimentares locais (Bonomo et al., 2014; Menezes et al., 2008; Bernaud & Funchal,
2011; Cedrim et al., 2018; Valois et al., 2023).

O género Euterpe, ao qual o acai pertence, inclui aproximadamente 28 espécies
vegetais na bacia Amazbnica (Santana et al.,2020). Entre essas espécies, Euterpe
oleracea é a mais conhecida e cultivada comercialmente, enquanto Euterpe precatoria
e Euterpe edulis também tém importancia, embora menos destacada. A Euterpe
precatoria, caracterizada por seu unico estipe (caule) e frutos menores, € encontrada
predominantemente na Amazonia ocidental. Em contraste, Euterpe oleracea é mais
comum em regibes de terras baixas e florestas alagadas dos estados do Par3,
Maranhdo e Tocantins. As diferencas morfolégicas entre essas espécies influenciam
seu uso e valor comercial, com E. oleracea sendo preferida por suas caracteristicas
de crescimento e producdo em massa. A morfologia dos frutos dessas espécies pode
ser visualizada na Figura 1 (Rogez & Pompeu, 2009; Yamaguchi et al., 2015; Santana
et al., 2020; Valois et al., 2023).
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Figura 1. Um cacho de frutos de Euterpe oleracea (A) e uma sec¢do transversal de um fruto (B).
Palmeira de Euterpe Oleracea (C).

A

Fonte: Adaptado de Rogez & Pompeu (2009) e Xavier et al., (2021).

Atualmente, o Brasil se destaca como o principal produtor, consumidor e
exportador global de acai. O pais tem consolidado sua lideranca nesse mercado
promissor por meio de investimentos estratégicos, que incluem a expansao das areas
de cultivo e o aprimoramento da capacitacdo de profissionais no setor. Esse
desenvolvimento é crucial para garantir a sustentabilidade e a continuidade do
crescimento da industria do acai, que tem se expandido tanto nas grandes cidades
brasileiras quanto em mercados internacionais (Menezes et al., 2008; Cedrim et al.,
2018; Valois et al., 2023).

No Brasil, o acai € consumido de vérias maneiras, incluindo como bebida
energética devido ao seu perfil nutricional denso. Além disso, é oferecido em
diferentes formatos, como polpas congeladas, xaropes, cremes, pos e sorvetes. Essa
diversidade de produtos reflete a capacidade do acai de se adaptar a diferentes
preferéncias e necessidades nutricionais. No mercado internacional, o acai é
frequentemente posicionado como um produto exotico e saudavel, atraindo
consumidores que buscam experiéncias alimentares inovadoras e benéficas para a
saude. Paises como Japdo, China, Estados Unidos e diversas nacdes europeias tém

mostrado crescente interesse por esse fruto, evidenciado pela presenca de produtos
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derivados de acai em supermercados e lojas especializadas (Darnet et al., 2011,
Yamaguchi et al., 2015; Cedrim et al., 2018).

A versatilidade do acai ndo se limita ao seu uso culinario; ele também é valorizado
por suas propriedades funcionais. Estudos tém destacado seus beneficios para a
salude, como suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, o que contribui
para seu apelo no mercado global. A crescente demanda por alimentos naturais e
funcionais impulsiona a inovacéo e a diversificacdo dos produtos a base de acai,
reafirmando seu papel tanto no contexto local quanto internacional.(Rogez & Pompeu,
2009; Cedrim et al., 2018; Valois et al., 2023).

3.2. Composicao da semente do acai

A extracdo do acai gera residuos solidos, como carocos e fibras, que
frequentemente sdo descartados de forma inadequada. De acordo com a Lei Federal
n® 12.305/10, que estabelece a Politica Nacional de Residuos Sdlidos (PNRS), os
carocos de acai sdo classificados como residuos provenientes de atividades
comerciais. A legislacéo atribui a responsabilidade pela coleta e destinacdo desses
residuos aos proprios geradores, os batedores de acai, e ndo as empresas de coleta
de residuos urbanos. No entanto, na pratica, os caro¢os de acai sdo frequentemente
abandonados a céu aberto e sem tratamento adequado, o que pode levar a problemas
ambientais significativos, como o acumulo de residuos em ruas e terrenos baldios, a
formacéo de depdsitos clandestinos e até mesmo assoreamento e alagamentos em
areas urbanas. Além disso, o descarte inadequado contribui para as mudancas
climéaticas, pois a decomposicdo dos carogos emite gases de efeito estufa, como
metano (CH4) e dioxido de carbono (CO2) (Santos, Pasolini e Costa, 2023).

7

A reutilizagdo dos carogos de acai € crucial para mitigar esses impactos
ambientais. As fibras naturais, derivadas dos carocos, tém se mostrado uma
alternativa promissora em diversos setores, principalmente por sua origem renovavel
e suas vantagens sobre as fibras sintéticas. Elas oferecem a possibilidade de
reaproveitamento, reduzindo a geracao de residuos, e sdo biodegradaveis, além de
apresentarem excelentes propriedades, como alta resisténcia, rigidez aumentada e
menor custo de processamento. Esses atributos ndo apenas beneficiam o meio

ambiente, ao reduzir o desperdicio e a poluicdo, mas também proporcionam uma
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reducdo no desgaste de maquinarios devido a facilidade de manuseio (Santos,
Pasolini e Costa, 2023).

Estudos recentes destacam o potencial dos caroc¢os de acai para a producéo de
biocarvéo e acucares fermentaveis. O trabalho de Sato et al. (2019) demonstrou que
o0 biocarvao derivado do caroco de acai possui propriedades uteis, como alta
hidrofobicidade e baixa quantidade de cinzas, indicando boa eficiéncia energética e
uma alta propor¢cédo de matéria organica. Essa valorizacao dos residuos contribui para
a sustentabilidade, ao oferecer uma solucao para o tratamento de sélidos e reduzir a

guantidade de residuos enviados para aterros.

Além disso, Oliveira et al. (2020) investigaram o pré-tratamento dos carocos de
acai com uma solucdo de perdxido de hidrogénio para a producdo de acucares
fermentaveis e etanol. Seus resultados mostraram que, apds o pré-tratamento, os
carocos apresentaram uma alta taxa de conversao em glicose e etanol. Isso sublinha
a importancia do aproveitamento desses residuos para a producdo de
biocombustiveis, oferecendo uma alternativa sustentavel para a gestao de residuos e

contribuindo para a reducéo da dependéncia de combustiveis fosseis.

Portanto, a reutilizacdo dos carocos de acgai ndo apenas ajuda a minimizar os
impactos ambientais associados ao seu descarte inadequado, mas também promove
a sustentabilidade ao transformar residuos em recursos valiosos, como biocarvao e
bio-6leo, contribuindo assim para a preservacao ambiental e a redu¢do das mudancas

climéticas.
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3.3. Geracao e reutilizacdo de residuos do acai

O acai (Euterpe oleracea) passa por um processo que separa a polpa das
sementes. Durante esse processo, quando a polpa e a casca do acai sdo misturadas
com agua morna, forma-se um suco espesso e roxo. Este procedimento também gera
um residuo significativo, que consiste nas sementes do acai. Estas sementes sdo um
residuo valioso, contendo lignina e celulose, que possuem potencial para ser
transformado em energia e combustivel, tanto na forma sélida quanto liquida. A lignina
e a celulose sdo componentes essenciais da biomassa lignocelulésica, amplamente

estudada por suas aplicacdes na producéo de bioenergia.

Durante a safra de 2016-2017, o Brasil produziu entre 1.200 e 1.274 milhdes de
toneladas de frutos de acai, com o estado do Para liderando a produ¢éo com 94% do
total. Esse volume de producéo resulta em uma quantidade consideravel de residuos
sélidos, principalmente na forma de sementes e fibras ( De Castro et al., 2019; Valois
et al., 2023). A gestao eficiente desses residuos € crucial devido a grande quantidade

gerada, que pode impactar o0 meio ambiente se n&o for adequadamente tratada.

A geracdo de residuos, especificamente sementes cobertas com fibras, é
diretamente proporcional ao aumento da produgdo de acai. Considerando que 68%
de todo o acai produzido € descartado na forma de fibras e sementes, explorar novas
aplicacbes para esses residuos torna-se uma prioridade. Além dos beneficios
ecologicos, como a reducédo do impacto ambiental, ha uma necessidade urgente de
encontrar usos sustentaveis para esses residuos, que atualmente tém poucas

aplicac6es técnicas (Tavares, 2020; Valois et al., 2023).

Na regido amazo0nica, a agroindustria do acai € responsavel por 93% da producao
extrativista vegetal ndo madeireira do Brasil. Os estados do Para e do Amazonas sao
0s principais produtores, com o Para contribuindo com 50% e o Amazonas com 33,6%
da producéao nacional. Em 2017, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
estimou que cerca de 220 mil toneladas de acai foram produzidas. Apds a remocéao
da polpa para a producgéo de suco, aproximadamente 176 mil toneladas de residuos
foram descartadas, ja que 80% do fruto € composto de fibras e caroco. A figura 2
mostra como os residuos das sementes sdo descartados nas cidades como Belém do
Para. (De Sousa et al., 2010; Barbosa et al., 2019).
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O desafio de gerenciar e destinar esses residuos é consideravel, especialmente
diante do crescimento populacional e do aumento continuo na geracao de residuos.
Esse problema ndo s6 causa impactos sociais, como também apresenta Seérios
desafios ambientais. A biomassa lignino-celulésica, como a resultante das sementes
de acai, € uma categoria de residuo que merece atencéo devido ao seu alto volume
e caracteristicas fisico-quimicas.(Valois et al., 2023; Valdez et al., 2021). A valorizac&o
desses residuos pode contribuir para a producdo sustentavel de energia e reduzir a
pressao sobre os sistemas de gestdo de residuos (Rogez & Pompeu, 2009; Sato et
al., 2018; Barbosa et al., 2019; Tavares et al., 2020; Valois et al., 2023).

O acai, uma palmeira nativa da regido amazbnica do Brasil, cresce
abundantemente nas varzeas da Amazobnia, onde seu cultivo € uma importante
atividade econdmica. Seus frutos sao valiosos tanto para a agroindustria quanto para
as atividades extrativistas realizadas por comunidades rurais no estado do Para. Essa
importancia econdmica reforca a necessidade de uma gestéo eficiente dos residuos
gerados, aproveitando-os para promover praticas sustentaveis e inovadoras na
producao de bioenergia e outros produtos de valor agregado (Rogez & Pompeu, 2009;

Barbosa et al., 2019; Tavares et al., 2020; Valois et al., 2023).

Figura 2. Descarte inadequado de residuos de biomassa de frutos de acai em Belém do Para.

Fonte: Extraido de Sato et al., (2018).
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Neste cenario, a demanda por materiais sustentaveis tem aumentado
significativamente, impulsionada pela necessidade de incorporar matérias-primas
provenientes de fontes renovaveis. Essa tendéncia visa ndo apenas minimizar o
impacto ambiental, mas também reduzir os custos associados a producédo e ao
descarte de materiais. A utilizacdo de recursos renovaveis permite uma abordagem
mais ecologica e econbmica, promovendo a sustentabilidade e contribuindo para a
preservacao dos recursos naturais (Lahr & Junior, 2015; Barbosa et al., 2019; Valois
et al., 2023).

3.3.1. BIOMASSA LIGNOCELULOSICA DA SEMENTE DO ACAI

A biomassa, segundo a literatura, refere-se a toda matéria organica derivada,
direta ou indiretamente, do processo de fotossintese. Essa definicdo engloba uma
ampla gama de fontes, incluindo florestas, culturas agricolas, residuos agricolas e
rejeitos provenientes tanto de processos industriais quanto urbanos (Cidreira, 2019).
De acordo com a classificacdo comum, a biomassa pode ser dividida em quatro
categorias principais, baseadas em sua origem: biomassa da madeira, biomassa
herbacea, biomassa aquética e biomassa derivada de residuos animais e humanos.
Além disso, é possivel encontrar misturas de diferentes tipos de biomassa (Tursi,
2019; Cidreira, 2019).

Dentro desse espectro, a biomassa lignocelulosica se destaca devido a sua
composicao estrutural particular. Ela € caracterizada pela presenca predominante de
trés carboidratos poliméricos: celulose, hemicelulose e lignina. Esses componentes
Sao essenciais para a estrutura e funcionalidade das paredes celulares das plantas.
A celulose, como o principal componente estrutural, fornece rigidez e resisténcia a
biomassa, enquanto a hemicelulose e a lignina tém papéis complementares que
afetam a integridade estrutural e as propriedades mecanicas do material (Zhou et al.,
2011; Cidreira et al., 2019).

A celulose é uma molécula de polissacarideo linear composta por unidades
repetitivas de glicose, ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas. Essa estrutura linear
permite a formacdo de microfibras altamente organizadas e alinhadas, conferindo a
celulose uma alta resisténcia a tracdo e estabilidade estrutural. A quantidade de

celulose na biomassa € um fator determinante das propriedades mecéanicas do
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material. A resisténcia a tracdo e a rigidez da biomassa sédo diretamente proporcionais

ao conteudo de celulose presente (Khalil et al., 2014; Jensen et al., 2017).

A hemicelulose, por outro lado, é um polissacarideo ramificado e heterogéneo,
composto por varias unidades de monossacarideos diferentes, como xilose, arabinose
e manose. Diferente da celulose, a hemicelulose possui uma estrutura menos
ordenada e é soluvel em solugdes alcalinas. Ela forma uma rede que envolve as
microfibras de celulose, agindo como um compatibilizante natural que ajuda a manter
a integridade da estrutura da parede celular e facilita a interacdo entre celulose e
lignina (Cidreira et al., 2019; Jensen et al., 2017).

A lignina € um polimero amorfo e complexo, com caracteristicas tanto hidrofébicas
qguanto hidrofilicas, que proporciona uma série de funcdes cruciais para a biomassa.
Ela preenche os espacos entre as fibras de celulose e hemicelulose, formando uma
rede tridimensional que confere rigidez adicional e resisténcia ao ataque de
organismos patogénicos e a degradacdo quimica. A lignina também desempenha um
papel na retencdo de agua dentro das células vegetais, ajudando a manter a turgidez
das células e a resisténcia ao estresse ambiental (Majeed et al., 2013; Cidreira et al.,
2019; Jensen et al., 2017.

A estrutura tridimensional da matriz lignocelulésica varia amplamente
dependendo da origem da biomassa e das condi¢cdes ambientais em que a planta
cresce. A organizacgdo dos polimeros de celulose, hemicelulose e lignina pode resultar
em diferentes propriedades fisicas e quimicas, influenciando o comportamento da
biomassa durante processos industriais como a conversdo em bioenergia ou a
fabricacdo de materiais compostos. A Figura 3 ilustra a disposicdo desses
componentes na parede celular das plantas, destacando a complexidade e a
variabilidade da estrutura lignocelulésica.
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Figura 3. Estrutura da biomassa lignocelulésica

Fonte: Extraido de Jensen et al., 2017.

Diversos autores tém explorado a biomassa lignocelulésica com o objetivo de
aproveitar uma fonte renovavel e de baixo custo para produzir materiais de maior valor
agregado. Esse enfoque busca n&o apenas melhorar a qualidade de vida da
populacdo, mas também reduzir a geracdo de residuos nocivos ao meio ambiente.
Conforme discutido no topico 3.3, as sementes de acai, compostas
predominantemente por biomassa lignocelulésica, representam um residuo de
significativa relevancia. Elas oferecem potencial para a producéo de diversos produtos
industriais e farmacéuticos, aproveitando suas propriedades biolégicas para

desenvolver aplicacdes inovadoras e sustentaveis.(Cidreira et al., 2019).

3.4. Processos de conversao de biomassa

A conversdo da biomassa em combustiveis solidos, liquidos ou gasosos é
essencial para transformar recursos renovaveis em formas de energia utilizaveis. Esse
processo € crucial para diversificar as fontes de energia, reduzir a dependéncia de
combustiveis fosseis e oferecer solugdes sustentaveis para a gestao de residuos. A
biomassa pode ser convertida por meio de processos termoquimicos, bioquimicos e
mecanicos, cada um com suas caracteristicas e aplicacdes especificas.(Bridgwater et

al., 2012).
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Os processos termoquimicos envolvem a transformacédo da biomassa por meio
de reacdes quimicas induzidas pelo calor. A combustdo é um dos métodos mais
diretos e amplamente utilizados, onde a biomassa é queimada na presenca de
oxigénio para gerar calor. Esse calor pode ser usado para produzir eletricidade em
usinas termelétricas ou para aquecimento direto. A eficiéncia da combustdo é
influenciada por variaveis como a umidade da biomassa e a temperatura do processo.
A gaseificacdo, por sua vez, converte a biomassa em um gas de sintese, ou "syngas",
composto principalmente por monoxido de carbono (CO), hidrogénio (H,) e diéxido de
carbono (CO2).(Almeida et al., 2008; Bridgwater et al., 2012).

Esse processo ocorre a altas temperaturas em um ambiente de baixo oxigénio, e
0 syngas pode ser utilizado para gerar eletricidade, produzir calor ou como matéria-
prima para produtos quimicos e combustiveis liquidos. A pirdlise € a decomposi¢éo
térmica da biomassa na auséncia de oxigénio, resultando na formacdo de bio-0leo,
carvao vegetal e gases. O bio-6leo pode ser refinado e utilizado como combustivel
liquido, enquanto o carvédo vegetal pode ser empregado como agente redutor em
processos industriais. A pirdlise permite a conversdo da biomassa em produtos de
maior densidade energética. A liquefacdo, por sua vez, transforma a biomassa em
liquidos combustiveis por meio de temperaturas e pressées elevadas, frequentemente
na presenca de um catalisador. Esses liquidos, conhecidos como bio-6leos, podem
ser usados como substitutos do petréleo em processos industriais e como

combustiveis em motores de combustéo interna.(Bridgwater et al., 2012).

Os processos bioquimicos utilizam organismos vivos ou enzimas para converter
a biomassa em produtos de valor agregado, geralmente operando a temperaturas
mais baixas e com maior seletividade. A fermentacédo € um processo que transforma
acucares presentes na biomassa em etanol, um biocombustivel liquido, por meio da
acao de microrganismos como leveduras. A fermentagdo é amplamente utilizada na
producdo de biocombustiveis de primeira geracdo e pode ser realizada em sistemas
continuos ou em batelada. O etanol obtido pode ser usado como aditivo para gasolina
ou como combustivel puro em veiculos adaptados. A digestdo anaerdbica é um
processo biolégico que ocorre na auséncia de oxigénio e envolve a decomposicao da
matéria organica por microrganismos para produzir biogas, uma mistura de metano

(CH,) e diéxido de carbono (CO,). O biogas pode ser utilizado para gerar eletricidade
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e calor, enquanto a digestao restante pode ser utilizada como fertilizante.(Almeida et
al., 2008; Bridgwater et al., 2012).

Os processos mecanicos, por outro lado, ndo alteram o estado quimico da
biomassa, mas sdo essenciais para a preparacao e o tratamento fisico do material, 0
gue pode influenciar a eficiéncia dos processos subsequentes. A compactagao
transforma residuos de biomassa em pellets ou briquetes, aumentando a densidade
energética e facilitando o armazenamento e transporte. Esses produtos sao
frequentemente utilizados em sistemas de aquecimento residencial e em usinas de
biomassa. A moagem e a picagem reduzem o tamanho das particulas da biomassa,
facilitando a manipulacdo e melhorando a eficiéncia em processos de combustdo e
conversdo. A biomassa moida ou picada pode ser utilizada como combustivel em
caldeiras e fornos. A extragcdo mecanica de Oleos vegetais é realizada por métodos
como a prensa de filtro, onde a biomassa é prensada para extrair 6leos que podem

ser usados como biocombustiveis ou em produtos industriais.

Dos processos de conversdo apresentados na Figura 4, a pirélise € especialmente
adequada para a producgdo de bio-6leo nas industrias. A pirélise é um processo de
decomposicédo térmica que ocorre na auséncia de oxigénio e constitui a etapa inicial
dos processos de combustdo e gaseificacdo.(Bridgwater et al., 2012). Durante a
pirélise da biomassa, sao gerados trés produtos principais: gas, liquido e sdlido. O gas
€ composto por monéxido de carbono, diéxido de carbono e hidrocarbonetos leves. O
liquido, de coloracao escura, € conhecido como bio-6leo, enquanto o sélido resultante

€ o carvao vegetal.

A gualidade e o rendimento dos produtos obtidos na pirdlise sédo fortemente
influenciados pelas condicdes operacionais empregadas. Dependendo dessas
condi¢cdes, a pirdlise pode receber diferentes denominagbes. Na pirdlise lenta,
também chamada de carbonizacéo, utilizam-se baixas temperaturas e longos tempos
de residéncia, o que favorece a producdo de carvao vegetal. Em contraste,
temperaturas elevadas e longos tempos de residéncia promovem a formacgédo de
gases. Ja temperaturas moderadas e tempos de residéncia mais curtos resultam na
producéo predominante de liquidos, ou bio-0leos. A Tabela 1 apresenta exemplos dos
perfis de rendimento dos produtos em funcéo das diferentes condicbes de processo
de pirdlise (Bridgwater et al., 2012; Almeida et al., 2008).
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Figura 4. Processos de conversd@o de biomassa, produtos e aplicagcbes
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Tabela 1. Rendimentos tipicos obtidos para diversos tipos de pirélise

Liquido

Processo Condicdes operacionais Sélido Gas
(%p/p)  (%p/p) (%op/p)
Pirolise lenta ~ Temperatura baixa ~ 400°C 30 35 35
(Carbonizagdo) Tempo de residéncia - horas/dias
Pirdlise rapida  Temperatura moderada ~ 500°C 75 12 13
Tempo de residéncia dos vapores
baixo ~ Is
Pirdlise tipo Temperatura elevada ~ 800°C 5 10 85

Gaseificagdo

Tempo de residéncia dos vapores

longo

Fonte: Adaptado de Bridgwater et al, (2012)

A literatura indica que, durante a pir6lise, ocorrem reacfes quimicas primarias e

secundarias. As reacdes primarias afetam diretamente o substrato celulésico,

enquanto as

intermediarios, como vapores organicos e levoglucosan (Luengo et al., 2008; Mota et
al., 2015). Em processos com baixa taxa de aquecimento e longos tempos de
residéncia, as reacdes secundarias sdo mais prevalentes, ao contrario dos processos
de pirdlise rapida, onde altas taxas de aquecimento e tempos curtos de residéncia
favorecem menos as reacfes secundarias (Mota et al., 2015). As reacdes primarias

sdo cruciais para a producdo de liquidos, enquanto as secundarias contribuem para a
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formacdo de soélidos. Temperaturas mais baixas e longos tempos de residéncia do
vapor favorecem a producéo de carvao vegetal, temperaturas elevadas com longos
tempos de residéncia aumentam a conversao em gas, e temperaturas moderadas com
tempos curtos sdo ideais para a produgdo de liquidos (Bridgwater et al., 2012;
Peacocke et al., 2000).

No processo pirolitico, a primeira perda de massa ocorre devido a evaporagao da
umidade, que acontece até 150 °C. Em seguida, entre 170 e 370 °C, os volateis leves
séo liberados devido a decomposicao da celulose e hemicelulose. Finalmente, entre
400 e 700 °C, ocorre a decomposi¢cao da lignina, durante a qual os volateis mais
pesados séo liberados (loannidou et al., 2009; Peacocke et al., 2000; Bridgwater et
al.,, 2012; Mota et al., 2015). A Figura 5 ilustra o processo de decomposicao da

biomassa lignocelulosica em subprodutos da pirdlise.

Figura 5. Mecanismo e distribuicdo dos produtos no processo de pirdlise rapida.

CﬁzOH
G cn0
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'
HsC-C~C~OH
H

Gés porlodor de calor

Fonte: Extraido de Lora et al (2012)

3.5. Processo de pirdlise de frutos amazdnicos

Dentro da perspectiva de aproveitamento dos residuos do agai, a pirélise se
destaca como uma técnica eficaz para a producédo de bioprodutos a partir do fruto.
Este processo termoquimico transforma biomassa em energia e combustivel ao
submeter o material a altas temperaturas em um ambiente sem oxigénio. Durante a
pirdlise, sdo gerados subprodutos gasosos, como metano (CH4), diéxido de carbono
(CO2) e mondxido de carbono (CO), além de bio-Gleo liquido e biochar solido. A
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eficiéncia e as caracteristicas desses produtos séo influenciadas por diversos fatores,
incluindo a natureza da biomassa, o tipo de pirélise (como térmica, instantédnea ou a
vacuo), o tipo de reator (como tubo, leito fixo ou leito fluidizado), o modo de operacéo
(batelada, semicontinuo ou continuo) e os parametros do processo (temperatura, tipo
de catalisador, relacdo catalisador/biomassa, taxa de fluxo de géas, peso hora e
velocidade espacial) (Bufalino et al., 2018; De Castro et al., 2019; Guerreiro et al.,
2022; Valois et al., 2023).

A pirélise das sementes de acai (Euterpe oleracea, Mart.), que sdo ricas em
material lignocelulésico, oferece a possibilidade de produzir bio-6leos liquidos,
combustiveis gasosos e biochar sélido. Apesar de varios estudos anteriores terem
investigado a pir6lise de biomassa e as propriedades fisico-quimicas do bio-6leo,
ainda ndo ha uma analise sistematica sobre como a temperatura de pirélise afeta o
rendimento dos produtos e as propriedades fisico-quimicas (como densidade,
viscosidade cinematica, indice de acidez e indice de refracdo) das sementes de acai
(Das & Ganesh, 2003; Apaydin & Putun, 2004; Zhang et al., 2007; Tsai, Lee & Shang,
2007; Kumar, Panda & Singh, 2010; Heo et al., 2010; Sun et al., 2014; Sharma &
Sheth, 2015; Serréo et al., 2021; Valois et al., 2023).

Embora existam pesquisas sobre a pirolise de sementes residuais de acai, a
maioria focou na produgcdo de carvao ativado e bioadsorventes. Esses estudos
utilizaram sementes em seu estado natural ou aplicaram ativagdo quimica com NaOH,
KOH, H3PO4, HNOS3, ou ativagéo fisica com CO2. No entanto, faltam estudos que
analisem simultaneamente os efeitos da temperatura e da ativacdo alcalina sobre o
rendimento, a composi¢cao quimica, a acidez e a atividade antioxidante do bio-6leo,
bem como sobre a composicdo e acidez da fase aquosa (Valois et al., 2023).
Investigar essas variaveis, como a temperatura e a concentracédo de HCl e KOH para
o tratamento quimico, € crucial para compreender os mecanismos do processo e
projetar uma abordagem mais eficaz. Devido a complexidade e a variedade de
condi¢cdes possiveis, informacdes técnicas sobre diferentes matérias-primas, reatores
e condi¢cdes de pirdlise sdo essenciais para a otimizacdo do processo (Bufalino et al.,
2018; De Castro et al., 2019; Sato et al., 2019; Pessoa et al., 2019; Castro et al., 2021;
Nascimento et al., 2021; Valdez et al., 2023; Valois et al., 2023).
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Sob essa Otica, a producao de bio-Gleo a partir de sementes de acai por pirélise é
realizada de forma metddica, utilizando um reator de laboratorio tipo leito fixo. O
processo inicia-se com a coleta das sementes de acai de produtores locais. Em
seguida, as sementes passam por um processo de secagem, moagem e
peneiramento. A biomassa em po obtida € entdo sujeita a ativagdo quimica com HCI
e KOH, sendo posteriormente lavada com agua e seca novamente. Os experimentos
de pirdlise sdo conduzidos em um reator conectado a um condensador e a um funil
de separacao, sem a adicao de catalisador, para avaliar o efeito da ativagéo alcalina,
conforme ilustrado na Figura 6 (Valois et al., 2023).

Figura 6. . Esquema do fluxo do processo de producao de bio-6leo por pirdlise de sementes de Acai

a 350, 400 e 450 156°C, 1,0 atm., 2,0 M de KOH e HCL 450 °C, 1,0 atm., 0,5 M, 1,0 M e 2,0 M de
KOH, usando um reator de leito fixo em escala de laboratério.
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Fonte: Extraido de Valois et al., (2023)

3.5.1. EFEITO DA TEMPERATURA NO PROCESSO

Como mencionado anteriormente, a pirélise € um processo termoquimico que
envolve a decomposicdo térmica de materiais organicos na auséncia ou em
guantidades limitadas de oxigénio (Bridgwater et al., 2012). A temperatura é um fator

critico que afeta diretamente este processo, sendo essencial para determinar a taxa
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de decomposicdo dos materiais organicos. Em geral, quanto maior a temperatura,
mais rapida € a decomposicdo, resultando em uma maior producdo de produtos

piroliticos, como gases, liquidos e carvao (De Castro et al., 2019).

Além disso, a temperatura influencia a distribuicdo e a composicéo dos produtos
piroliticos. A temperaturas mais baixas, tende-se a formar mais carvéo solido (carvao
vegetal), enquanto temperaturas mais elevadas favorecem a producéo de gases e
liquidos piroliticos (Valois et al., 2023). A qualidade dos produtos piroliticos, incluindo
a composicdo dos gases e a pureza do carvao produzido, estad diretamente
relacionada a temperatura de pirélise. Portanto, o controle da temperatura é crucial

para otimizar a producdo de um produto especifico desejado (Valdez et al., 2021).

7

A eficiéncia energética do processo de pirdlise também é impactada pela
temperatura. Temperaturas mais altas podem exigir mais energia para aquecer o
material, mas podem resultar em uma producédo mais eficiente de energia a partir dos
produtos piroliticos (Bridgwater et al., 2012). Um controle preciso da temperatura é
essencial para garantir que as reagdes quimicas ocorram de maneira ideal e evitar
reacoes indesejadas, como a combustdo completa dos materiais, que ocorre na

presenca de oxigénio (Valois et al., 2023).

Em resumo, a temperatura desempenha um papel fundamental no processo de
pirdlise, influenciando a taxa e a qualidade dos produtos piroliticos, bem como a
eficiéncia geral do processo. Compreender e controlar cuidadosamente a temperatura
€ vital para maximizar os beneficios da pir6lise em diversas aplicacdes industriais,
como na producdo de biochar, reciclagem de residuos organicos e producdo de

biocombustiveis (De Castro et al., 2019).

No contexto da pirdlise de biomassa residual de sementes de acai realizada a
350, 400 e 450 °C, sob presséo de 1,0 atm e com ativacao das sementes com solucao
de KOH 2,0 M, estudos indicam que o rendimento de bio-6leo aumenta gradualmente
com a temperatura (Valois et al., 2023). Esses resultados corroboram observacdes
anteriores que demonstraram um aumento no rendimento de bio-6leo com o aumento
da temperatura em escala piloto (Serréo et al., 2021). Estudos similares também
relataram um aumento consistente no rendimento de bio-6leo na faixa de temperatura
entre 200 e 450 °C (Das & Ganesh, 2003; Asadullah et al., 2007; Ji Lu, 2007; Sukiran
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et al., 2009; Varma & Mondal, 2017). A Figura 7 ilustra o efeito da temperatura no

rendimento de bio-6leo obtido a partir dos residuos de sementes de acai.

Figura 7. Rendimento dos produtos da reacgdo (bio-6leo, H20, biocarvao, gas) por pirdlise das
sementes de acai (Euterpe oleracea, Mart) na faixa de temperatura de 350-450 °C.
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Fonte: Extraido de Valois et al.,( 2023).

A literatura mostra que a concentragdo de hidrocarbonetos saturados e
insaturados aciclicos, bem como de hidrocarbonetos heterociclicos, no bio-6leo
proveniente da pirélise de sementes de acai ativadas, aumenta com a elevacao da
temperatura do processo. Estudos demonstraram que, a temperaturas de 350, 400 e
450 °C, e sob pressao de 1,0 atm, a concentracdo de hidrocarbonetos no bio-6leo
aumenta, enquanto a de compostos oxigenados diminui com o aumento da
temperatura. Além disso, observou-se um aumento nas concentragdes de alcanos,
alquenos e compostos aromaticos com o incremento da temperatura de pirdlise.
Esses resultados indicam que temperaturas mais elevadas favorecem a formacéo de
hidrocarbonetos, como evidenciado na Figura 8 (Valois et al., 2023; Souza et al.,
2021).
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Figura 8. Concentracéo de hidrocarbonetos aciclicos saturados/insaturados (alcanos + alquenos) e
419 hidrocarbonetos heterociclicos (cicloalcanos + cicloalquenos + aromaticos) no bio-6leo obtido
por pirélise de sementes de Acai (Euterpe oleracea, Mart) na faixa de temperatura de 350-450 °C.

sy
=

1358
1213

—
[ ]
1

-
o
1

0 Alkanas + Alkenes

. Heterocyclic Hydrocarbons

2.0 M KOH, Agai seeds

Hydrocarbons [area.%]

[+

- (T)=-1082.58"exp{-TI63.23)+14.46,°'=1.00

0 C s+ e [TI=-2335.69%0p (-T°0.01424)+15.98,7=1.00
T 1 I I I
340 360 380 400 420 440 460
T[°C]

Fonte: Extraido de Valois et al.,( 2023).

Em relacdo aos compostos oxigenados formados durante a pirélise de biomassa
lignocelulésica, a literatura aponta que, com o aumento da temperatura de pirélise, ha
uma diminuigdo nas concentracdes de fenadis, ésteres e cetonas, conforme ilustrado
na Figura 9 (Sousa et al., 2021). Estudos demonstram que cresois, fendis e cetonas
tendem a diminuir com o incremento da temperatura de pir6lise devido a reacfes de
desoxigenacao, que convertem esses compostos em hidrocarbonetos, mondéxido de
carbono, dioxido de carbono e agua, através de processos como decarboxilacdo e
decarbilizacéo (Valois et al., 2023).

Embora o mecanismo exato dessas reacbes de desoxigenacdo nao seja
completamente compreendido, evidéncias sugerem que sua taxa aumenta com a
temperatura de reacdo. Por exemplo, o acido adipico, um &cido dicarboxilico, pode
ser convertido em ciclo-pentanona por essas reacbes. Em temperaturas mais
elevadas, também é possivel a formacéao significativa de ciclo-penteno (Bernar et al.,
2022; Ferreira et al., 2022).
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Figura 9. A concentracdo de oxigenados (fendis, cetonas e ésteres) no bio-6leo obtido pela pirdlise
de sementes de acai (Euterpe oleracea, Mart) variou na faixa de temperatura de 350-450 °C

60

50.077
50 4
45,121 44.33
Lo ]
a&: Phenals
g 40 . Ketones
E | ®cum
g i 2.0 M KOH, Agai seeds
-
]
c C, e T1=0.834412.68%xp(-TH07.35), = 1.00
“u’-,. —¢,,,.(TF=1.2+2.508E6"exp|-T/26.32).r" = 1.00
D20 Enen
6 .663 e T/=44.242.334E6 axp(-TI27.A 5),r° = 1.00
(.768
104 068
5.412 — &
1 1.824 1.287]
0 T T T T T
340 360 380 400 420 440 460

Fonte: Extraido de Valois et al.,( 2023).

3.5.2. EFEITO DA MOLARIDADE NO PROCESSO

A impregnacé&o quimica prévia da biomassa pode modificar de forma significativa
suas propriedades fisicas e quimicas, impactando diretamente o rendimento e a
gualidade dos produtos obtidos na pirdlise (De Castro et al., 2019). Esse tratamento
tem varias aplicacdes e beneficios. Primeiramente, a impregnacéo pode melhorar a
estabilidade térmica da biomassa, permitindo que suporte temperaturas mais
elevadas durante a pirélise sem sofrer degradacao significativa. Além disso, alguns
agentes de impregnacao funcionam como catalisadores ou promotores de reacao,
facilitando a quebra das liga¢cdes quimicas na biomassa e acelerando as reacdes de
pirdlise (Valdez et al., 2021). Isso ndo apenas aumenta a eficiéncia do processo, mas
também pode alterar a composi¢cao dos produtos finais, promovendo a formacao de
compostos desejaveis, como hidrocarbonetos leves no bio-6leo (Ledo et al., 2012; De
Castro et al., 2019).

Outro beneficio importante da impregnacéo quimica € a reducao da formacao de
subprodutos indesejaveis, como alcatrdo e gases ndo condensaveis, que podem
comprometer a qualidade do bio-6leo. Agentes de impregnacdo especificos podem
minimizar reacdes secundarias indesejaveis durante a pir6lise, favorecendo a
formacéao de produtos mais valiosos e reduzindo perdas de energia (Wang et al., 2015;
De Castro et al., 2019).
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Estudos indicam que a ativacdo quimica da biomassa pode aumentar o
rendimento de bio-6leo e promover a quebra de moléculas de cadeia longa em
moléculas menores de gas (Wang et al., 2015). Esse efeito € atribuido a presenca de
sais alcalinos e alcalino-terrosos, que atuam como catalisadores na quebra molecular.
A producédo de biocarvdo aumenta linearmente com a concentracdo da solucao de
impregnacao, enquanto a producao de gas cresce exponencialmente, indicando que
concentracdes mais elevadas favorecem a producédo de gas, como demonstrado na
Figura 10. (Valois et al., 2023).

Figura 10. Rendimento dos produtos da reacdo (bio-0leo, H20, biocarvéo, gés) por pirdlise de
sementes de Acai (Euterpe oleracea, Mart), a 450 °C, 1,0 atmosfera, ativadas com KOH 0,5 M, 1,0
M e 2,0 M, em escala laboratorial.
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Fonte: Extraido de Valois et al.,( 2023).

Os estudos indicam que os rendimentos de bio-6leo tendem a aumentar até atingir
um platé proximo a 1,0 M. Andlises fisico-quimicas mostram que a acidez do bio-6leo
€ significativamente reduzida ao utilizar concentracdes de 2,0 M ou superiores. I1sso
sugere que o mecanismo de pré-tratamento basico na pirélise da biomassa promove
uma desoxigenacao adicional do bio-6leo, com a retencdo dos compostos oxigenados

nas fases aquosa e de biocarvéo (De Castro et al., 2019).

Quanto ao impacto da molaridade na composi¢cdo quimica do bio-6leo, observa-
se que as concentracdes de hidrocarbonetos, incluindo alcanos, alcenos, aromaticos
e hidrocarbonetos ciclicos, aumentam com a molaridade. Por outro lado, as
concentracfes de compostos oxigenados, como alcoois, aminas, acidos carboxilicos,
fendis, cetonas, furanos e outros, diminuem conforme a molaridade aumenta. Estudos
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mostram que, na pirdlise de sementes de acai a 450 °C e 1,0 atmosfera, utilizando
solugcbes de NaOH com concentra¢gdes de 0,5 M, 1,0 M e 2,0 M, maiores molaridades
de NaOH favorecem a formacéo de hidrocarbonetos (De Castro et al., 2019; Valois et
al., 2023). A Figura 11 ilustra o efeito de diferentes molaridades da solu¢cdo de KOH
na concentracado de hidrocarbonetos e compostos oxigenados no bio-6leo produzido

pela pirélise de sementes de acai.

Figura 11. Concentrag8es de hidrocarbonetos e oxigenados em bio-6leo obtido por pirélise de acai
(Euterpe oleracea, Mart) a 450 °C, atmosfera 1,0 e usando diferentes concentracdes de KOH (0.5
M-2.0M) em escala laboratorial.
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Fonte: Extraido de Valois et al.,( 2023).

Segundo o estudo de Chen et al., (2020), o possivel caminho da rea¢do quimica
entre biomassa e aditivos alcalinos durante o processo de pirélise € mostrado na Fig.
12. Durante a pirolise da biomassa, a adicdo de aditivos alcalinos pode levar esses
aditivos a reagirem com espécies ativas contendo oxigénio presentes na biomassa.
Esse processo remove 0s grupos contendo oxigénio, liberando radicais livres de
pequenas moléculas e gerando grandes quantidades de vacancias. Os aditivos
também podem corroer os fragmentos de carbono para formar vacancias, o que &
acompanhado pela geracdo de prétons de hidrogénio. Subsequentemente, alguns
anions dos aditivos alcalinos ocupam rapidamente essas vacancias, formando novos
grupos contendo oxigénio no biochar, como —OH, -O-C=0 e -COOH. Além disso, os
aditivos alcalinos se convertem em estruturas mais estaveis, como K2C0O3, Na2CO3,

CaO e MgO. Esses processos fixam uma quantidade significativa de oxigénio no
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biochar, aumentando assim o rendimento do biochar e promovendo a formacéo de

uma estrutura porosa mais desenvolvida.(Chen et al., 2020).

Além disso, radicais livres como —COOH, -C=0, C-0O-C, -OH e prétons de
hidrogénio podem reagir com intermediarios da pirélise, como acido acético,
hidroxiacetona, levoglucosan e fendis metoxilicos. Isso resulta na formagéo de
grandes quantidades de fendis ndo-metoxilicos (como fenol, p-cresol, 4-etilfenol e 4-
vinilfenol) e compostos aromaticos (como benzeno, tolueno e xileno). A liberacdo de
CO2, CO, H2 e CH4 também ocorre durante esse processo, levando ao aumento do
rendimento de gases e a diminui¢cdo do rendimento de bio-6leo.(Chen et al., 2020)

Figura 12. Possivel caminho da reacdo quimica durante a pirélise da biomassa com aditivos
alcalinos.
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Fonte: Extraido de Chen et al.,( 2020).

3.6. Bio-6leos

Na literatura, h4 uma série de estudos que caracterizam o bio-6leo como uma
mistura complexa de agua e matéria organica. Os bio6leos contém uma ampla gama
de produtos quimicos orgéanicos, incluindo produtos bioquimicos valiosos, como o
levoglucosano (Kim et al., 2015; De Castro et al., 2019). Isso indica o potencial para a
extracdo e uso de diversos produtos quimicos dos bio-6leos como matérias-primas

renovaveis para uma ampla gama de industrias oquimicas. As quantidades dos varios
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componentes do bio-6leo dependem fortemente da composicédo da matéria-prima, do

meétodo de producéo e das condicdes de reacao (Kim et al., 2015).

O componente mais abundante no bio-0leo é a agua, que representa de 10% a
30% do peso. A agua resulta da umidade original da biomassa e das reacdes de
desidratacdo durante a pirélise. Sua presenca tem efeitos tanto positivos quanto
negativos sobre as propriedades do bio-6leo. Por um lado, a agua melhora a fluidez
do produto, diminuindo sua viscosidade. Por outro lado, reduz o poder calorifico,
aumenta o atraso na igni¢céo e, em alguns casos, diminui a taxa de combust&o. Devido
ao seu alto teor de &gua, o bio-6leo pode ser considerado uma microemulséo, onde a
fase continua é uma solucdo aquosa dos produtos da decomposicéo da holocelulose
(celulose e hemicelulose) que estabiliza a fase dispersa de lignina pirolisada por meio
de mecanismos como ligacdes de hidrogénio (Machado et al., 2013; Kim et al., 2015;
De Castro et al., 2019).

O bio-6leo apresenta instabilidade quimica devido a presenca de compostos
organicos reativos, que afetam diretamente a viscosidade, o poder calorifico e a
densidade. Supde-se que as ligacdes duplas presentes em muitos dos compostos do
bio-6leo sejam ativas na polimerizacao na presenca de oxigénio. Além disso, cetonas,
aldeidos e acidos orgéanicos podem reagir para formar éteres, acetais e hemiacetais,
0 que resulta em um aumento da massa molecular média, da viscosidade e do teor
de agua do bio-6leo. Assim, a qualidade do bio-6leo pode ser prejudicada pelo tempo
de armazenamento, levando a uma eventual separacdo de fases e degradacgao

guimica (De Castro et al., 2019).

Os Bio-06leos produzidos pela pirélise de biomassa lignocelulésica contém mais
de 400 compostos quimicos diferentes. Esses compostos podem ser classificados em
categorias primarias, como &cidos organicos, aldeidos, cetonas, furanos,
componentes a base de aglcar e compostos fendlicos. A diversidade e complexidade
dos biodleos tornam a andlise precisa de sua composicdo quimica uma tarefa
bastante complicada (Kim et al., 2015). A Figura 13 ilustra o aspecto fisico do bio-6leo

gerado pelo processo de pirélise de biomassa lignocelulésica.
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Figura 13. Bio-6leo extraido de biomassa lignocelulésica.

Fonte: Extraido de Scheibe et al., (2022).

A anadlise de bio-6leo geralmente emprega técnicas como cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), detector de ionizacdo de chama
acoplado a cromatografia gasosa (GC-FID), cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC), cromatografia de troca idnica e/ou espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN). Entre essas técnicas, as metodologias acopladas, como o GC-MS,
sdo particularmente eficazes para a andlise de misturas complexas. No entanto, a
andlise convencional de bio-6leos por GC-MS pode fornecer informagdes quimicas
limitadas devido ao grande numero de compostos presentes e a ocorréncia de
coeluicdes (Machado et al., 2013; Kim et al., 2015).

3.7. Atividades biolégicas de residuos de biomassa de acai
3.7.1. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS RESIDUOS DE BIOMASSA

O aumento da demanda por produtos naturais e funcionais tem estimulado o
interesse por ingredientes derivados de fontes vegetais que sao ricos em compostos
bioativos. Estes componentes tém o potencial de promover significativamente a satde
e 0 bem-estar humano. Entre esses ingredientes, o 6leo de acai (Euterpe oleracea) e
seus residuos tém emergido como candidatos promissores devido as suas
propriedades nutricionais e antioxidantes (Komaiko & McClements, 2016; Filho et al.,
2023).

O acai (Euterpe oleracea) é reconhecido como um alimento nutracéutico devido
as suas propriedades nutritivas e terapéuticas, tornando-se objeto frequente de estudo
devido ao seu valor nutritivo e sensorial, especialmente atribuido a sua acgéo
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antioxidante. Este fruto é rico em compostos antioxidantes como flavonoides,
antocianinas e compostos fendlicos, que desempenham um papel crucial na

prevencéo de doencas.( Santos et al., 2008; Menezes e Torres, 2008).

As antocianinas, em particular, sdo compostas hidrossollveis responsaveis pela
coloracdo vermelha escura caracteristica do acai. Além de sua funcao antioxidante,
as antocianinas possuem propriedades anticarcinogénicas, anti-inflamatérias e
antimicrobianas. Elas s@o conhecidas por prevenir a oxidacdo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), o que contribui para a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares e neurolégicas. (Santos et al., 2008; Menezes e Torres, 2008;
Velasque e Lobo, 2016).

A descoberta da significativa capacidade antioxidante na polpa do acai elevou seu
status para além de um simples alimento, sendo agora considerado um alimento
altamente funcional quando comparado a outros. Recentemente, estudos também tém
investigado a atividade antioxidante do caroco do fruto, embora a seguranca
toxicologica desta parte ainda necessite de confirmagdo por meio de mais

pesquisas.(Cedrim et al., 2018).

Na literatura especializada, ha um crescente interesse na avaliagdo da
capacidade antioxidante de bio-6leos obtidos por pirélise de biomassa proveniente de
diversos materiais, como madeira de bétula, casca de prata de café, pinho vermelho,
borra de café colombiana, tabaco, tomate, p6 de café, pinho vermelho japonés,
bagaco de uva e outros tipos de madeira. Contudo, até o0 momento, apenas alguns
estudos exploraram a influéncia da temperatura de pirdlise na atividade antioxidante
desses bio-0leos. Ainda mais escasso na literatura é o estudo simultaneo da influéncia
da temperatura e da ativacdo quimica (molaridade) na capacidade antioxidante
desses bio-6leos de pirdlise (Rogez e Pompeu, 2009; Patra et al., 2015;
Chandralekaram et al., 2016; Hossain et al., 2018; Del Pozo et al., 2020; Chen et al.,
2021; Valois et al., 2023).

De acordo com estudos recentes, o bio-6leo € conhecido por conter mais de 300
compostos com diferentes pesos moleculares (MWSs), principalmente produtos de
degradacdo de trés componentes principais da biomassa: polimeros de carboidratos
como celulose e hemicelulose. A lignina, que possui um alto teor de oxigénio variando

de 15% a 30% em peso, € caracterizada por alta acidez e baixa estabilidade a
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oxidacdo. Embora o bio-6leo seja primariamente utilizado como fonte de energia
alternativa, também se mostrou uma fonte valiosa de compostos antioxidantes,
aditivos alimentares e agentes aromatizantes.( (Mohan et al., 2006; Bedmutha, 2011,
Zilnik e Jazbinsek, 2012).

Devido ao fato de as ligninas serem polifendis, sua decomposi¢ao térmica durante
a pirolise gera compostos fendlicos, que tém potencial para serem empregados como
mondmeros e antioxidantes. Estudos detalhados de pirélise a vacuo tém identificado
a evolucao de fendis na faixa de temperatura entre 275° C e 350°C, com os fendis
subsequentemente convertidos em catecol por desmetilacdo de grupos dimetoxi a
temperaturas entre 350°C e 450°C. Os rendimentos totais de fendlicos obtidos por
métodos sequenciais e por pirélise em um Unico passo foram relatados como 4,43%
e 2,51% em peso, respectivamente, com base no material de alimentacdo anidro
(Elevasaran et al., 2010; Patra et al., 2015; Chandrasekaran et al., 2016).

No estudo conduzido por Patra et al (2015), a serragem de pinho vermelho
japonés foi utilizada como matéria-prima para a producdo de bio-6leo (SOB). Este
estudo investigou a composicdo quimica dos compostos volateis, a capacidade de
eliminacdo de radicais livres e os potenciais antioxidantes do SOB derivado dessa
serragem. Devido a complexidade dos diferentes tipos de antioxidantes e suas
reatividades variadas, um Unico ensaio antioxidante pode oferecer apenas uma visdo
limitada das propriedades antioxidantes presentes em uma amostra. Portanto,
diversos métodos in vitro foram aplicados neste estudo e em outros como de
Chandrasekaran et al., 2016 para avaliar o potencial antioxidante do bio-0leo,
revelando a presenca de varios compostos antioxidantes, conforme ilustrado na
Figura 14 (Ksouri et al., 2009; Patra et al., 2015; Chandrasekaran et al., 2016).
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Figura 14. Estrutura quimica dos compostos fenolicos encontrados no bio-6leo de bétula de madeira:
(a) syringol (b) guaiacol, (c) isoeuguenol, (d) homovanillic acid
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Fonte: Extraido de Chandrasekaran et al., 2016

O bio-6leo derivado do acai tem sido objeto de estudos na literatura devido as
propriedades fisico-quimicas do fruto e seus residuos, que demonstram um forte
poder antioxidante. Esses estudos indicam que o acai pode ser considerado um
alimento funcional devido aos seus compostos antioxidantes, que sdo capazes de
inibir ou reduzir os efeitos causados pelos radicais livres. Os residuos gerados pelo
processamento do acai, como as sementes e o bio-6leo, também tém sido explorados

por seu potencial antioxidante.( Silva & Rogez, 2013; Valois et al., 2023).

Antioxidantes sao substancias que atuam protegendo contra o estresse oxidativo,
0 qual é desencadeado pelos radicais livres e outros compostos oxidantes. Eles
desempenham um papel crucial na reducdo dos danos ao DNA e outras
macromoléculas, ajudando a mitigar os efeitos cumulativos que podem levar ao
desenvolvimento de doencas, ampliando as possibilidades de aplicacdo desses
subprodutos como fontes naturais de antioxidantes em diferentes setores, como

alimenticio, cosmético e farmacéutico.( Cedrim et al., 2018; Silva & Rogez, 2013 )

O acai se destaca como uma das frutas com maior potencial antioxidante devido
ao seu alto teor de polifendis. Além de suas propriedades antioxidantes, o acai
também apresenta caracteristicas anti-inflamatérias e farmacoldgicas que podem
contribuir para a prevencédo de doencas associadas ao estresse oxidativo causado

pelos radicais livres (Pozo-Insfran et al., 2004; Rocha et al., 2015; Cedrim et al., 2018).
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3.7.2. ACAO ANTIMICROBIANA E CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS DO
ACAI E SEUS RESIDUOS

A polpa do acai tem sido objeto de estudo devido ao seu alto valor nutritivo e suas
gualidades sensoriais distintas. Este fruto € conhecido por ser rico em antocianinas,
gue sao flavonoides responséaveis pela coloracao avermelhada caracteristica do acai.
As antocianinas ndo apenas conferem cor ao fruto, mas também possuem
propriedades farmacoldgicas e medicinais bem documentadas. Entre os beneficios
das antocianinas estdo suas atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria e
anticarcinogénica. Elas sdo reconhecidas por sua capacidade de proteger contra a
oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), contribuindo assim para a
prevencdo de doencas neuroldgicas e enfermidades cardiovasculares.(Filho e
Pereira, 2012; Rogez et al., 2012).

Além das antocianinas, o acai contém uma variedade de compostos bioativos
como outros flavonoides ndo antocianinas, aminoacidos, acidos graxos essenciais e
minerais. Esses compostos possuem importantes propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, que sdo fundamentais para a saude humana, ajudando a reduzir o
estresse oxidativo e a inflamacéo cronica, que estdo associados ao desenvolvimento
de diversas doencas. Assim, a pesquisa continua sobre os compostos bioativos
presentes no acai ndo apenas amplia nosso entendimento sobre suas propriedades
benéficas, mas também fortalece sua reputacdo como um alimento funcional e
nutricionalmente valioso (Kuskoski et al., 2002; Alasalvar et al., 2005; Filho e Pereira,
2012; Rogez et al., 2012)

Estudos tém explorado a acdo antimicrobiana de diversos produtos derivados do
acai, como o 0leo, a polpa e o mel produzido a partir do néctar das flores do acai,
especialmente na regido amazénica. Um exemplo é o estudo de Silva (2023), que
destacou que compostos derivados do mel de abelha, que poliniza o fruto do acai,
possuem atividade antimicrobiana contra bactérias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella sp.O mel derivado do acai, produzido
no Para, apresenta caracteristicas composicionais e fisico-quimicas distintas em

comparacao a outros méis obtidos de néctar floral silvestre de diferentes regides.
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Essas diferencas podem influenciar suas propriedades antimicrobianas e outros

potenciais beneficios para a saude.( Silva et al., 2023).

Essas descobertas ressaltam ndo apenas a diversidade e complexidade dos
compostos bioativos presentes no acai e em seus produtos derivados, mas também
seus potenciais aplicacfes na saude, especialmente no controle de microrganismos
patogénicos. Estudos adicionais sdo necessarios para explorar completamente o
potencial antimicrobiano desses produtos e entender melhor suas implicacfes para a

saude humana (Silva et al., 2023).

Além das propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos produtos derivados
do acai, como o0 mel e outros, os préprios frutos de acai sdo um interessante campo
de estudo devido a presenca de uma comunidade bacteriana diversificada. Estudos
recentes, como o de Sato et al. (2021) e Silva et al. (2023), tém revelado que os frutos
de acai pos-colheita abrigam uma alta diversidade de bactérias mesofilas totais. Os
filos bacterianos mais comumente encontrados incluem Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroidetes e Acidobacteria, com a identificacdo de

aproximadamente 200 géneros bacterianos.(Sato et al., 2021; Silva et al., 2023).

Algumas dessas bactérias sdo potenciais candidatas a probiéticos, o que significa
gue podem conferir beneficios a saude quando consumidas em quantidades
adequadas. Além disso, algumas cepas bacterianas presentes nos frutos de acai
mostraram potencial antagénico contra patdgenos, o que pode ser explorado para o
desenvolvimento de estratégias naturais de controle de doencas. Essas descobertas
ampliam ainda mais o potencial nutricional e funcional dos frutos de acai, destacando
nao apenas sua riqueza em compostos bioativos, mas também sua interacdo com
microrganismos que podem influenciar positivamente a saude humana. Mais
pesquisas sao necessarias para explorar o papel dessas bactérias na promocao da
saude através do consumo de agai e seus produtos derivados.( Rogez et al., 2012;
Sato et al., 2021).

Na literatura, ha uma vasta colecdo de estudos que investigaram a capacidade
antimicrobiana de 6leos essenciais frente a diferentes tipos de microrganismos. Um
exemplo é o estudo de Oliveira et al. (2022), que avaliou a atividade antimicrobiana
de diversos 6leos essenciais contra bactérias clinicamente relevantes. Da mesma

forma, Souza et al. (2020) analisaram a capacidade antimicrobiana do 6leo de alecrim
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contra varias cepas de Escherichia coli. Carvalho et al. (2021), por sua vez,
investigaram as atividades antimicrobiana e antioxidante do 6leo essencial de pau

rosa frente a cepas de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa.

Em um contexto similar, Rodrigues et al. (2020) avaliaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de capim santo contra cepas de E. coli e S. aureus.
Esses estudos destacam o potencial dos Oleos essenciais como agentes
antimicrobianos eficazes contra uma variedade de patogenos, e evidenciam a
importancia de investigacbes continuas para entender melhor suas aplicacdes

terapéuticas e suas possiveis interacdes com microrganismos especificos.

Em relacdo aos bio-6leos derivados de processos piroliticos de biomassa
lignocelulésica do acai, ha uma lacuna significativa na literatura quanto a avaliagdo
especifica de sua capacidade antimicrobiana. A maioria dos estudos disponiveis se
concentra em outros materiais lignocelulésicos, como 6leo de soja, borra de café e
serragem de eucalipto, como mencionado no estudo de Beker et al. (2014). Neste
estudo, os autores investigaram o potencial antimicrobiano de bio-6leos derivados
desses materiais, utilizando hidréxido de calcio (Ca(OH)2) e hidroxido de sédio
(NaOH) como compostos de impregnac¢ao quimica para uso em 0leo diesel e biodiesel
de soja, frente a diversas cepas de bactérias e fungos. Na tabela 2 é possivel observar
os resultados da atividade antimicrobiana referente ao trabalho de BEKER et al
(2014).

Tabela 2. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracao biocida minima (CBM) da mistura
(bio-6leo+B10) para os inéculos testados.

1 dia 2 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Cim CBM CiM CBEM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Paecilomyces variofii 2% >10% 2% 5% 3% 4% 4% 4% 4% 4%

Candida silvicola 2% 6% 2% 5% 2% 4% 4% 4% 4% 4%
Bacillus pumilus 1% >10% 1% >10% 1% 3,3% 1% 3.3% 1% 3,3%
Inéculo nao- 025% 05% 025% 05% 025% 05% 025% 05% 025% 0,5%

caracterizado

Fonte: Extraido de Beker et al (2014).

Outro estudo relevante foi conduzido por Mashiba et al. (2019), que analisou a
atividade antimicrobiana e antioxidante de fragdes de lignina pirolitica. Esta pesquisa
destaca a importancia de explorar ndo apenas os bio-6leos derivados da pirélise, mas

também outros subprodutos como a lignina, para compreender seu potencial
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antimicrobiano e antioxidante. No entanto, até o momento, ha uma caréncia de
estudos especificos que investiguem a capacidade antimicrobiana dos bio-0leos
derivados do acai, apontando para a necessidade de mais pesquisas nessa area para

preencher essa lacuna de conhecimento.

Nesse contexto, a avaliagdo da citotoxicidade € um aspecto crucial ao considerar
a aplicacdo de bio-6leos, especialmente devido a presenca de compostos fendlicos
gue possuem propriedades antioxidantes e nutricionais, mas também podem
apresentar efeitos adversos em concentracdes elevadas, incluindo a indugéo de morte
celular. No estudo realizado por Filho et al (2023), o 6leo de acai e o 6leo de castanha
do Brasil foram utilizados para desenvolver nanoemulsdes, e sua viabilidade e
citotoxicidade foram avaliadas em células C6 (glioma) e células gliais. Além disso, o
estudo investigou o potencial de hemolise em células sanguineas. Os resultados
indicaram que concentracdes elevadas dos 6leos resultaram em hemdlise, enquanto
concentracdes até 0,4% nado causaram hemdlise significativa, como pode ser visto na

figura 15.

Figura 15. Ensaio de hemdlise.
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Fonte: Extraido de Filho et al (2023)
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3.7.2.1. Mecanismos de acao dos 6leos e seus compostos

Os Oleos essenciais e seus compostos predominantes atuam sobre uma
variedade de alvos celulares, com énfase na membrana plasmatica. Em algumas
situacdes, esses 0leos podem causar alteracfes profundas na estrutura celular. A sua
caracteristica hidrofobica desempenha um papel crucial na destruicdo das
membranas celulares bacterianas, resultando em um aumento da permeabilidade

devido a dificuldade de separacédo do 6leo da membrana.

Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais sdo variados e incluem a
degradacédo da parede celular (Gill e Holley, 2006), danos a membrana citoplasmatica,
coagulacédo do citoplasma, incremento da permeabilidade celular e diminuicdo dos
niveis de ATP intracelular. Os compostos desses 6leos também podem afetar as
proteinas na membrana celular, as quais sdo frequentemente responsaveis pelo
transporte de moléculas essenciais para o interior da célula. Tais efeitos levam a
desestabilizacédo da bicamada lipidica das membranas celulares, comprometendo sua
estrutura, resultando na perda de componentes intracelulares importantes e na

inativacdo de mecanismos enzimaticos (Nazarro et al., 2013; Albano et al., 2016).

A interrupcdo do transporte de elétrons, a translocacdo de proteinas e a sintese
de componentes celulares séo alteracdes fisioldgicas que podem induzir a lise e morte
celular (Turina et al., 2006). A presenca de compostos antimicrobianos no ambiente
pode levar as bactérias a modificarem a sintese de acidos graxos e proteinas de
membrana para ajustar sua fluidez. Oleos essenciais, especialmente aqueles ricos em
fendis, tém a capacidade de penetrar na bicamada fosfolipidica das paredes celulares
bacterianas, ligando-se as proteinas e interferindo em suas fun¢cdes normais. Isso
demonstra que a membrana celular é o principal alvo desses 6leos.(Albano et al.,
2016).

O efeito dos Oleos essenciais ndo se restringe a superficie da célula; ele se
estende também ao citoplasma. Em concentra¢fes subletais de antimicrobianos, os
microrganismos tentam se adaptar aumentando a expresséao de proteinas de resposta
ao estresse para reparar proteinas danificadas (Burt et al., 2007). No entanto, em
concentracdes mais elevadas, essa resposta adaptativa nao € suficiente para prevenir

a morte celular, um fendmeno mais pronunciado em bactérias Gram-positivas. Em
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contraste, as paredes celulares das bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes
aos Oleos essenciais, tornando a penetracdo de moléculas hidrofébicas menos
eficiente (Albano et al., 2016). A Figura 16 ilustra os diferentes mecanismos de acao
dos Oleos essenciais e seus compostos, destacando possiveis pontos de interagdo
com a célula bacteriana.

Figura 16. Mecanismos e sitios de acdo dos 06leos essenciais e seus compostos nas células
bacterianas.
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Na revisdo de Gyawali e lbrahim (2014), os grupos hidroxilicos (-OH) em
compostos fendlicos sdo destacados por sua acdo inibidora. Esses grupos podem
interagir com a membrana celular bacteriana, desestabilizando-a e causando lise e
liberacdo de componentes celulares. Além disso, eles facilitam a troca de elétrons por
prétons, reduzindo o gradiente através da membrana e resultando no colapso da forca

préton-motriz, esgotamento do ATP e morte celular.
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Nesse contexto, foi observada a necessidade de desenvolvimento de pesquisas
visando o reaproveitamento dos residuos agroindustriais da cultura do acai. Uma
ampla avaliacao das atividades biolégicas do bio-6leo do caroco e da fibra do acai sao
importantes sob o ponto de vista técnico-cientifico, uma vez que quando séo
conhecidas todas as propriedades referentes a esses materiais, podem ser propostas
novas formas de reutilizacdo a fim de gerar maior valor agregado ao residuo, e assim
transforma-lo em matéria-prima para novos produtos industriais e farmacéuticos.
Logo, o objetivo deste trabalho foi a avaliagdo das atividades antimicrobiana,
antioxidante e citotoxica do bio-0leo da semente e da fibra do acai.
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1. Processo de producdo do bio-6leo

O processo de producdo do bio-6leo é feito por meio da pirdlise em escala
laboratorial, que é uma versdo miniaturizada em comparagdo com O Processo
industrial. Inicialmente, as sementes de acai (Euterpe oleracea Mart.) descartadas nas
ruas e calcadas sdo coletadas e armazenadas em sacos plasticos. Essas sementes
passam por pré-tratamentos fisicos e quimicos para separar a lignina da biomassa.
(Valois et al., 2023; Valdez et al., 2023).0 procedimento detalhado sera descrito a

sequir:

4.1.1. PRE-TRATAMENTO FiSICO DAS SEMENTES DE ACAi (EUTERPE
OLERACEA, MART.)

As sementes de acai (Euterpe oleracea Mart.) foram submetidas a um processo
de secagem controlada em uma estufa, que opera a uma temperatura constante de
105°C por um periodo de 24 horas. Esse procedimento visa garantir que as sementes
sejam desidratadas de maneira uniforme e eficaz. ApGs a secagem, as sementes
foram trituradas em um moinho de facas de laboratério, que reduz o material a um poé
mais fino e homogéneo. Na etapa seguinte, o pé obtido € peneirado utilizando um
conjunto de peneiras com malhas de diferentes tamanhos. Esse processo de
peneiramento tem o objetivo de remover o excesso de material fibroso e ajustar o
didametro das particulas para atender aos requisitos especificos da andlise
subsequente. A peneiragao ajuda a garantir que o material processado seja uniforme
e adequado para as etapas seguintes do experimento (Valois et al., 2023; De Castro
et al., 2019).0s procedimentos de secagem, moagem e peneiramento das sementes
de acai sao ilustrados na Figura 17, que demonstra claramente cada etapa do

processo.
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Figura 17. . Sementes de Acai apos o pré-tratamento fisico. (a).Semente obtida. (b). Sementes
secas.(c). Sementes moidas. (d). Sementes peneiradas.

Fonte: O autor (2024)

4.1.2. PRE-TRATAMENTO QUIMICO DE SEMENTES DE ACAI (EUTERPE
OLERACEA, MART.)

Seguindo o pré-tratamento fisico descrito na secéo 4.1.1, as sementes de acai
foram submetidas a um tratamento quimico com solucdes de KOH e HCl em
concentracbes de 0,5 M, 1,0 M e 2,0 M. O procedimento foi realizado da seguinte
forma: cerca de 60 g de farinha seca, moida e peneirada das sementes sdo misturadas
cuidadosamente com 120 mL das solucbes de KOH ou HCI nas concentracdes
mencionadas, na proporcdo de 1:2 (massa/volume), em um Becker de 250 mL. A
mistura foi mantida a temperatura ambiente e agitada por 30 minutos. Apos a
impregnacdao, a suspensao é filtrada usando papel filtro e lavada com 120 mL de agua
destilada. Em seguida, o material é deixado em repouso por 24 horas, conforme o
método descrito anteriormente (Valdez et al., 2023). Apds o repouso, 0 material é seco
a 100° C = 5°C por 24 horas. Finalmente, as sementes secas e impregnadas foram
moidas em um pildo de porcelana até obter um pé fino, conforme descrito por Valois
et al. (2023). A Figura 18 ilustra o processo de ativacao quimica dos pés finos das

sementes de acai utilizando uma solugédo de KOH 2,0 M.
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Figura 18. Sementes de Ag¢ai Impregnadas Umidas (a) Fase aquosa (b); (c) Secas

Fonte: O autor (2024)

4.1.3. APARATO EXPERIMENTAL

A importancia do aparato experimental no processo de pir6lise em nivel
laboratorial é fundamental para garantir a precisdo, controle e seguranca dos
experimentos. A Figura 10 mostra um diagrama de um pequeno reator de vidro
borossilicato usado em experimentos de laboratorio. O reator tem formato cilindrico,
com 3,3 cm de didametro e 22,8 cm de altura, e um volume de 195 mL. Ele é colocado
dentro de um forno cilindrico que possui um sistema de aquecimento ceramico de 800
W, com a temperatura controlada por um controlador digital.( Valois et al., 2023;
Valdez et al., 2021; De Castro et al., 2019).

A temperatura dentro do reator é medida por um termopar tipo K. Na saida do
reator, esté instalado um condensador Liebig, conectado através de uma juncdo em
forma de Y. Os liquidos condensados sao coletados em um frasco de vidro
borossilicato de 50 mL. Os gases que nao se condensam sao direcionados para um
sistema flare através de uma abertura em uma curva de 90°, localizada entre o
condensador Liebig e o funil de separacéo de vidro (Valois et al., 2023; Valdez et al.,
2021; De Castro et al., 2019).
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Figura 19. Esquema de pir6lise em escala laboratorial.
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Fonte: Extraido de Valois et al.,( 2023).

4.1.4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

As sementes de acai, previamente ativadas quimicamente, sdo pesadas em torno
de 40,0 g utilizando uma balanca semianalitica. Em seguida, essas sementes sao
colocadas no reator de vidro. Apés a instalacao do reator no sistema, este € conectado
ao condensador Liebig, que por sua vez € ligado ao funil de separacéo. O sistema de

refrigeracao € ativado, mantendo a temperatura da 4gua em 10°C.(Valois et al., 2023).

A seguir, configura-se a taxa de aquecimento desejada (10 °C/min) e a
temperatura alvo do reator (350, 400 ou 450 °C). Quando a temperatura desejada é
atingida, ela € mantida por 30 minutos. Durante esse periodo, a temperatura do reator
€ monitorada a cada 10 a 15 minutos. Apds o processo, 0 peso da fase liquida
(composta por bio-6leo e fase aquosa) e do biocarvdo € medido. O peso do gas é
determinado subtraindo o peso combinado do liquido e do biocarvéo do peso total da
matéria-prima. O bio-6leo é separado da fase aquosa por decantacdo no funil de
separacdo e, posteriormente, analisado quanto as suas propriedades fisicas e

quimicas, incluindo o valor &cido (Valois et al., 2023).
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4.2. Obtencao do bio-6leo

O biodleo extraido do residuo da semente do acai foi cedido pelo Laboratério de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (LAESA) da Universidade Federal do Pard. As
amostras fornecidas passaram por diferentes processos de temperatura de 350, 400
e 450 °C respectivamente. Bem como pré-tratamento fisico e pré-tratamento quimico
com Hidréxido de Potassio (KOH) e Acido cloridrico (HCI).

As amostras obtidas foram divididas em grupos de acordo com o produto gerado
no processo de pirélise e podem ser denominadas Agua de Lavagem, Produto Liquido

Organico (PLO) e Fragcdo Aquosa, como pode ser visto na figura 20.

Figura 20. Esquema da obtencéo das amostras

A) Agua de lavagem B) Fracdo Aquosa C) Produto Liguido
Organico (PLO)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A) Agua de lavagem: As amostras referentes a agua de lavagem correspondem
ao liquido residual obtido na filtragem no pré-tratamento quimico anterior ao
processo de pirdlise.

B) Fracdo aquosa: A fracdo aquosa é uma parte da fase liquida obtida do
processo de pirélise. Apds a obtencéo da fase liquida, essa porcao é filtrada e
a parte menos densa é caracterizada como fracdo aquosa.

C) Fracgdo organica: Essa fracdo corresponde ao bio-6leo propriamente dito. E
caracterizado como a parte mais densa na fase liquida da pirdlise por conter

muitos hidrocarbonetos em sua composicao.
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4.3. Preparo das amostras do bio-6leo

4.3.1. AGUA DE LAVAGEM

A agua de lavagem foi obtida em momento anterior ao processo de pirdlise, a
partir da adicdo de agua destilada apds a impregnac¢do acida ou béasica da biomassa
de acai, a qual foi submetida a filtragem. Enté@o, ap0s a coleta da 4gua de lavagem, a
amostra foi preparada em diluicdes com agua destilada nas proporcdes de 1:5 (200uL
de amostra em 800uL de agua destilada); 1:10 (100uL:900puL); 1:20 (50uL:950uL);
1:40 (25pL: 975pL) e 1:80 (12,5uL :987,5pL).

4.3.2. FRACAO AQUOSA

Considerando o carater polar, as amostras foram diluidas utilizando apenas agua
destilada, nas proporcbes de 1:5 até 1:80. O preparo das diluicdes das fracdes
aquosas foi realizado a partir da diluicdo de 1:5, onde foi adicionado 200uL da amostra
em um microtubo de 1,5 mL e, posteriormente, foi completado com 800 uL de agua
destilada. Dessa forma, para preparar as diluicdes 1:10; 1:20; 1:40 e 1:80, foram
adicionadas 100 pL; 50 pL; 25 pL e 12,5 pyL de amostra em cada microtubo,
respectivamente, e completou-se o volume de 1000 pL com a adicdo de agua

destilada.
4.3.3. FRACAO ORGANICA (PLO)

As amostras da Fracgéo organica foram classificadas de acordo com impregnacgao
e temperatura. Devido ao carater apolar da amostra (Figura 21.A), foi realizada a
diluicdo das amostras (1:20 até 1:640) de acordo com metodologia prépria, onde foi
adicionado em um microtubo de 1,5 mL, 800 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%
em PBS 1X e 200uL de amostra para a preparacéao da primeira diluicdo seguido de
agitacdo em vortex (Figura 21.B,C,D e E). A partir da primeira diluicdo (Figura 21. F)
foram realizadas as demais diluicbes de 1:40,1:80,1:160,1:320 e 1:640 para

realizacdo dos testes de viabilidade, antioxidante e antimicrobiano.
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Figura 21. Etapas da diluicdo da fracdo orgéanica

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.4. Identificacdo dos componentes por Cromatografia Gasosa (CG-MS)

A identificagdo dos componentes presentes nas amostras oleosas dos
experimentos realizados em escala piloto foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplada Espectrometria de Massa (CG-MS). Este método de analise consiste na
volatilizacdo da amostra e no seu transporte por meio de um gas de arraste (fase
movel) através de uma coluna cromatogréfica onde ocorre a separacdo. As analises
cromatograficas foram realizadas no sistema de cromatografia para a separacdo e
identificacdo dos compostos quimicos presentes nos bio-6leos produzidos em escala
semi piloto e piloto. A andlise dos componentes presentes foi realizada no
equipamento Agilent Technologies — Modelo CG-7890B acoplado a Espectrometro de
Massas modelo MS5977A, coluna capilar de silica fundida SLBTM-5ms (30m X
0,25mm x 0,2).( De Castro et al., 2019).

4.5.Avaliacédo do potencial antioxidante do bio-6leo

4.5.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO O METODO DE
ELIMINACAO DE RADICAIS ABTS++ (TEAC).
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Determinou-se a atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico], de acordo com a metodologia sugerida por Re et al.
(1999). O radical ABTSe+ foi preparado pela reagéo de 5,0 mL de uma solucdo de
3840 yg mL?* de ABTS com 88 uL da solugéo de persulfato de potassio de 37.840
ug mL?1, a mistura foi deixada em um ambiente escuro por 16 horas. Apés formacéo
radical, a mistura foi diluida em etanol até a absorcéo de 0,7+0,01 a 734 nm.

Tomando-se as concentracdes do OE (5 a 150 ug mL?) preparou-se a mistura de
reacdo com o cétion radical ABTS. Em um ambiente escuro, retirou-se uma aliquota
de 30 uL de cada concentracdo do OE e transferiu-se para tubos de ensaio contendo
3,0 mL do cation radical ABTS e posteriormente homogeneizou-se em um agitador
de tubos e apOs 6 minutos, realizou-se a absor¢cdo da mistura de reacdo em
espectrofotometro de 734 nm.A captura do radical livre foi expressa como um
percentual de inibicdo (%) da acéo radical ABTS de acordo com a Equagéo 1, onde

AbsSABTS representa a absorcdo da solucao radical ABTS e ABSAM representa a

absorgdo de a amostra.(Carvalho et al., 2021; Re et al., 1999).

ABS,
% Inibhition ABTS = ABTS

——— — ABS. 100
ABSABTS Samplex

Figura 22. Esquema da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical ABTS*+ (TEAC)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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4.5.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO
SEQUESTRO DO RADICAL DPPH-

A atividade antioxidante total foi analisada através da capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra em sequestrar o radical estavel DPPHe(2,2-
difenil-1- picril-hidrazina), de acordo com Brand-Wiliams et al (1995). A
guantificacdo da Atividade Antioxidante foi expressa como média + desvio-
padrdo em pMTrolox.g-1 extrato (capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox).

Com o intuito de determinar a capacidade antioxidante pelo método DPPH
do OE. O radical foi preparado pela dissolucéo de 3,94 mg de DPPHe(2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl) em 100 mL de etanol. A partir das concentracdes dos
OE's (5 a 150 ug mL-1) foi preparada a mistura de reacdo com o cation radical
ABTS. 50 pyL de EO foi misturado a 950 uL de etanol, 2 mL de solucéo radical
DPPH, e completado até 4 mL com etanol, e novamente homogeneizado. A
mistura foi deixada para reagir no escuro por 30 minutos e a absor¢ao da mistura
de reacéo foi realizada em espectrofotdmetro de 517 nm.

A captura do radical livre foi expressa como um percentual de inibi¢cao (%l)
da acao radical DPPH de acordo com a Equacao 2 adaptada de Babili et al.
(2011), onde AbsDPPH representa a absor¢cédo da solucéo radical DPPH e

ABSDPPH representa a absorcdo da amostra.

ABSpppu

% Inibhition DPPH =
ABSpppu

— ABSsampieX 100
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Figura 23. Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH«
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.6. Avaliacao da atividade antimicrobiana do bio-6leo

A ressuspensdo do Indculo foi realizada 24 horas antes da semeadura em Agar
Mueller Hinton (AMH), meio nao seletivo, com poucas interferéncias, a semeadura
sera colocada em estufa a 36° C. ApOs esse periodo, em tubo esterilizado, foram
inoculadas de 3 a 5 colbnias de bactérias em 5 ml de caldo Mueller Hinton, CMH,
previamente esterilizado, e em seguida levadas ao espectro até obter concentracao
de 1.108 unidades formadoras de colbénias, UFC. , apds atingir esta concentracao foi
diluido com CMH até concentracdo de 5,105 UFC/ml. As amostras foram diluidas com
dimetilsulféxido, DMSO, 10% e CMH, nas concentra¢des de 1000 pg, 500 ug, 250 ug,
125 ug e 62,5 pg. Apos a diluicdo do indculo e da amostra, foram inoculados 100 pg
de cada na placa de 96 poc¢os, assim como o controle positivo e negativo, esta placa
serd incubada em estufa por 24 horas. ApoOs este periodo, a concentracao inibitoria
minima, MIC, foi verificada com base na turbidez ou com reagente redox. A
concentracdo bactericida minima, CBM, foi realizada retirando-se 10 pl dos pocgos

escolhidos e semeados em placas de AMH por exaustdo, colocadas em estufa por 24
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horas a 36° C, ap0s esse periodo foi contada a UFC para determinacdo da

concentracéo bactericida minima, CBM. (CLSI M0O7 112edicao).

Figura 24. Esquema da atividade antimicrobiana
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.7. Ensaio de viabilidade celular

4.7.1. COMITE DE ETICA

Para avaliar a viabilidade celular, foi coletado sangue venoso humano de
voluntarios saudaveis que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité Institucional de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos do setor de ciéncias da saude da UFPA (CEP-ICS/UFPA),
sob n° 3544380 e CAAE 12776619.0.0000.0018.
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4.7.2. OBTENGCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMC)

As amostras de sangue (5 mL de sangue venoso) foram coletadas com acido
etilendiaminotetracético (EDTA) (New Prov) a 5% (Figura 25.1), posteriormente
adicionado 5 mL de solucdo salina 0,9% e homogeneizado (Figura 25.2),
posteriormente transferido outro tubo contendo 3mL de Histopaque®-1077 (SIGMA-
ALDRICH®) (Figura 26.3). Em seguida o tubo foi centrifugado 15 minutos a 1500
RPM, separando a camada leucocitaria mononuclear (Figura 25.4) . Posteriormente a
camada leucocitaria foi coletada e lavada com RPMI 1640 (Figura 25.5) e centrifugada
para obter o pellet de células. As células foram ressuspendidas em 1mL de RPMI-
1640 suplementado (1% de penicilina/estreptomicina e 10% de Soro Bovino Fetal)
para a contagem de células viaveis, através da coloracdo com Azul de Trypan 0,4%
(Figura 25.6).

Figura 25. Delineamento experimental da obtencédo de PBMC.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.7.3. METODO DE EXCLUSAO DO CORANTE AZUL DE TRIPAN E AVALIACAO
DA MORFOLOGIA CELULAR

Para o ensaio de viabilidade celular, 2x10° células foram incubadas com as
fracBes em diferentes diluicbes por 30 min em estufa de CO2 5% a 37°C e, entdo, em
um microtubo, uma aliquota de 50uL foram coradas com Azul de Tripan a 0,4% na
proporgéo 1:1 e avaliado em hemocitdbmetro para contagem celular. Células coradas
foram consideradas ndo-viaveis e as transllcidas viaveis (Figura 25.A). Para calcular
a porcentagem de células viaveis foi utilizada a formula: namero de células

viaveis/numero total de células contadas x 100. Para avaliar a morfologia celular, apos
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o tempo de incubacdo uma aliquota de 60puL foi citocentrifugado e posteriormente

corada com corante panético (Newprov) (Figura 25.B).

Figura 26. Avaliagdo da viabilidade celular por Azul de Trypan. (A) Células viaveis e nao viavel (B)
Mondcito vidvel na amostra (100x).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicdo quimica do bio-6leo por Cromatografia Gasosa (CG-MS)

A Cromatografia gasosa € definida como um método fisico-quimico de separagéo,
em que a amostra é vaporizada e, em seguida, injetada no interior de uma coluna,
entrando em contato com duas fases: movel e estacionaria. Diversas variaveis
guimicas e fisicas influenciam na qualidade da separacéo, a qual é determinada pela
resolucéo da eluicéo (Sousa et al., 2015).Apds a realizacdo das pirdlises, os bio-6leos
derivados da biomassa da semente do acai foram analisados pela técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) para a
caracterizacao e identificacdo dos principais constituintes presentes nos produtos
obtidos.

As substancias identificadas na CG-MS estdo contidas na tabela 3, é possivel
destacar os compostos fendlicos como sendo majoritarios na composicéo do bio-6leo
(55.70%), seguido por hidrocarbonetos ciclicos e arométicos (11.89%) e
hidrocarbonetos lineares (9.64%). Estas informacfes estdo de acordo com as
encontradas na literatura destacada por Sousa et al., (2015) onde os compostos
encontrados majoritariamente nos bio-6leos pirolisados de sementes de acerola em
550°C e em 650°C em ordem decrescente foram: &cido 9-octadecenoico, &cido
palmitico, &cido linoleico, fenol e p cresol.

Estudos semelhantes registrados na literatura como de Gois et al., (2021), que
afirma que a composicao das fracdes aquosas de pirélise apresentou uma mistura de
compostos onde estdo presentes cetonas, acidos, fendis, nitrogenados, alcoois,
compostos com fungBes mistas. Todas as fragdes aquosas possuem o0s fendis como
sendo a classe de compostos majoritarios nas amostras. O percentual de area variou
de 25% (vagem de feijdo) em até quase 70% (semente de uva) dentre as outras
classes de compostos. As fracbes aquosas de casca de pinhdo, semente de goiaba e
semente de uva apresentaram 0s maiores percentuais dentre as demais, acima de
50%. Este fato se deve ao maior teor de lignina em relagdo ao conteudo de
holocelulose presente na biomassa o que pode ser observado no bio-6leo do acai.

De acordo com a literatura no trabalho de Silva et al., (2019), onde Acidos de

cadeia longa, como o palmitico, oleico e linoleico também foram identificados neste
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trabalho, sendo derivados provavelmente do cragueamento térmico do 6leo contido
no residuo de acerola. Assim como compostos fendlicos sendo a maioria dos
encontrados. Isso deve-se ao aumento da temperatura de pirélise, onde reacbes
secundarias de degradacdo térmica sdo favorecidas, facilitando a quebra destes
compostos em substancias de menor massa molecular.

Este fator pode ser visto por meio do trabalho de Costa et al.,( 2016) onde relatou
gue os bio-6leos sao constituidos principalmente por compostos oxigenados, sendo
eles pertencentes as classes dos fendis, cetonas, aldeidos e éteres. Em todas as
biomassas verificou-se a presenca majoritaria de compostos fendlicos, seguidos de
cetbnicos e minoritariamente compostos das outras classes.

Em relacéo a composicao do bio-0leo do acai , a lignina é formada por uma rede
complexa de unidades fenilpropandides formadas através da polimerizacdo oxidativa
de &lcoois cumarilico, coniferilico e sinapil. Durante a pirdlise, a despolimerizacao das
cadeias reticuladas ocorre nas ligacdes carbono-carbono e aril-éter. Foi demonstrado
gue a presenca de ions K e Na tem um impacto claro em produtos derivados de
lignina, aumentando o rendimento de fendis no trabalho de Mahadevan et al. (2016).
A quantidade de bio-6leo produzido aumentou com a ativagdo quimica, bem como a

concentracdo de compostos fendlicos.
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Tabela 3. Composicdo quimica do bio-6leo obtido através da pirdlise de sementes do acai a 450°C

Chemical compound Bio-oil (Area %)
Linear hydrocarbons 9.64
Undecane 1.12
Tridecane 2.48
Pentadecane 2.29
Dodecane,5,8-diethyl 1.63
6-tridecene 212
Cyclic and aromatic hydrocarbons 11.89
Cyclohexene,6-(2-butenylidene)- 1,5,5-trimethyl 1.85
Naphthalene 4.40
Naphthalene,1-methyl 2.39
1H-Indene,1-ethylidene 3.25
Carboxylic acids 8.53
Dodecanoicacid 4.31
Tetradecanoicacid 4.22
Esters 4.07
Undecanoicacid,10-methyl-,methylester 1.10
Methyltetradecanoate 2.97
Ketones 3.53
2-Pentanone,4-hydroxy-4-methyl 1.88
2-Cyclopenten-1-one,2,3-dimethyl 1.65
Phenolic compounds 55.70
Phenol 15.93
Methylphenol 20.53
Dimethylphenol 10.09
Methoxyphenol 4.58
Ethylmethoxyphenol 4.57
Furans 5.75
Benzofuran,2-methyl 1.88
Furan,2-(2furanylmethyl)-5-methyl 2.09
Benzofuran,4,7-dimethyl 1.78
Aldehydes 0.91
Cinnamaldehyde,3-methyl- 0.91
Total 100

Fonte: O autor (2024)

A Tabela 4 exibe a composicédo quimica em area.% do cromatograma GC-MS de
ambas as fases liquidas (fases aquosa e organica do bio-6leo) formadas pela pirélise
do acai ativado com KOH 2,0 M de sementes a 450-C. Conforme proposto por
Mahadevan et al. (2016), e outros autores, ndo foi identificado levoglucosano no bio-
0leo ou na fase aquosa obtida da pirélise ativada por KOH. Notavelmente, 0 nUmero
de acidos carboxilicos no bio-6leo foi reduzido de 8,53 para 0,97%, e de acordo com
0 proposto por esses autores, 0os acidos carboxilicos como acidos acéticos deveriam

aumentar na fracdo liquida(Yang et al., 2006; Patwardhan et al., 2010; Mahadevan et
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al., 2016). Chen et al., 2021, ndo conseguiram identificar a presenca de acido acético
e sugeriram que a neutralizacdo acido-base do aditivo alcalino era a causa. Houve
aumento na presenca de compostos cetonicos de 3,53 para 7,07%, e Mahadevan et
al. 2016, observaram que a concentracdo de acido acético pode ser afetada pelas
reacoes de cetonizacdo de acidos carboxilicos em cetonas. As cetonas podem ser
posteriormente desoxigenadas em hidrocarbonetos através da descarboxilacédo
cetbnica, gerando os hidrocarbonetos presentes no bio-6leo (Simakova et al., 2016).
A concentragdo de compostos fendlicos diminuiu de 55 para 43%, contrariando o
proposto por estes autores, onde a formagdo de compostos fendlicos é favorecida
pela presenca de ions alcalinos. O nimero de hidrocarbonetos foi maior para a pirélise
ativada por KOH e sugere que alguns compostos fendlicos reagiram ainda mais e
formaram hidrocarbonetos. E importante notar que a identificagdo de compostos
através de GC-MS é uma tarefa dificil e ainda mais quando estdo envolvidas

moléculas ou matrizes complexas, como no caso do bio-6leo organico.

Tabela 4. Composicao quimica do bio-6leo e da fase aquosa obtida através da pirélise do
acai ativado quimicamente com solucdao de KOH 2,0M a 450-C.

Chemical compound Bio-oil (Area %)  Aqueous
Phase(Area.%)
Alcohols 10.43 26.61
2,3,4,5,6-Pentamethylbenzyl 1.74 -
2-Furanmethanol 1.58 8.94
Benzenemethanol a-ethyl-4- 1.80 -
methoxy Cyclohexanol
5-methyl-2-(1-methylethyl)-, 3.80 -
(1a,20,5B)
2,4-Dimethyl-2-oxazoline-4 - 17.67
methanol
1-Hexadecanol,2-methyl 1.51 -
Linear Hydrocarbons 12.13 3.39
Decane 1.23 -
Undecane 1.59 -
Tridecane 2.60 -
Tetradecane 2.33 -
7-Tetradecane 2.86 3.39
Nonadecane 1.52 -

Fonte: O autor (2024)
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Tabela 4. Continuacéo

Chemical compound Bio-oil (Area %)  Aqueous
Phase(Area.%)
Cyclic and aromatic 13.59 -
hydrocarbons
Bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5- 3.13 -
triene
Ethylbenzene 2.21 -
Toluene 1.95 -
1,2,4,4 1.30 -
Tetramethylcyclopentene
1,3-Cyclopentadiene, 5-(1- 0.89 -
methylpropylidene
Cyclohexane 3.25 -
Cyclohexane, 1,2,4- 0.86 -
tris(methylene)
Nitrogenated compounds 4.38 13.05
4-(2,5-Dihydro-3 2.44 -
methoxyphenyl)butylamine
Tricyclo[3.1.0.0(2,4)]hex-3- 1.94 -
ene 3-carbonitrile
N-Tert.-butyl-N-(2 - 6.05
propenyl)amine
2-Propen-1-amine, N,N- - 3.62
bis(1-methylethyl) Aziridine
, 2-(1,1-dimethylethyl)-1- - 3.38
ethyl 3-methyl-,trans-

Carboxylic acids 0.97 9.23
Butanoicacid,4-hydroxy 0.97 -
Butanedioic acid,methylene - 2.49
Butanoicacid,4-hydroxy - 6.74

Esters 1.29 3.32
Acetic acid,7-hydroxy
1,3,4,5,6,7-hexahydro-2H 1.29 -
naphthalen-4a-ylmethyl
ester
Carbamicacid,phenyl ester - 3.32
Ketones 7.07 44.38
2-Cyclopenten-1-one, 2,3- 1.86 -
dimethyl
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Tabela 4. Continuacgéo

Chemical compound

Bio-oil (Area %)

Aqueous
Phase(Area.%)

2-Cyclopenten-1-one, 2-
methyl
4-(3,7,7-Trimethyl-2
oxabicyclo[3.2.0]hept-3-en-1
yhbut-3-en-2-one
Spiro[2.3]hexan-5-one, 4,4-
diethyl
2-Pentanone, 4-amino-4-
methyl
2-Propanone, (1
methylethylidene)hydrazone
4-Piperidinone, 2,2,6,6-
tetramethy
Phenolic compounds
Phenol
Methyl phenol
Dimethyl phenol
Trimethyl phenol
Ethyl methyl phenol
Dimethoxy phenol
Ethyl phenol
Ethyl methoxy phenol
Non identified fraction
Total

0.90

3.02

1.29

42.98
5.73
5.60
9.74
8.26
4.84
2.90

4.316
2.94
5.81

100

32.54

2.29

9.55

Fonte: O autor (2024)

5.1.1. EFEITO DA TEMPERATURA NA COMPOSICAO QUIMICA DOS PRODUTOS

A Tabela 5 apresenta a composicao quimica e a acidez da fase aquosa gerada a
partir da pirélise das sementes de acai. Determinou-se 0s componentes quimicos e a
acidez da fase aquosa usando a analise GC-MS. Os quadros suplementares S4-S6
fornecem informacdes detalhadas sobre as fungbes quimicas, soma das areas de

pico, numeros de CAS e tempos de retencdo de todas as moléculas identificadas.
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Tabela 5. Composicao quimica da fase aquosa obtida por pirélise de sementes de acai (Euterpe)
Oleracea, Mart), identificada por CG-MS

2.0M KOH
Chemical Composition Ci (area.%)
350°C 400°C 450°C
Alcohols 2.34 20.74 26.62
Carboxylic Acids 4.05 15.02 9.23
Ketones 52.81 44.38 19.69
Oxygenates 40.80 19.86 44.46
n
z Ci 100.00 100.00 100.00
i
Acidity (mg KOH/g) 118.9 26.8 17.9

Fonte: O autor (2024)

Estudos semelhantes relatados na literatura identificaram os principais compostos
oxigenados na fase aquosa como alcoois, acidos carboxilicos e cetonas, com 0s
compostos oxigenados restantes, como fendis, aldeidos e aminas, agrupados na
categoria de oxigenados. Zhang et al.(2005), encontraram acidos carboxilicos,
cetonas, fendis e furanos na fase aquosa produzida pela pirdlise da serragem,
enquanto Torri e Fabbri, (2014), identificaram acidos carboxilicos, aldeidos, fenais,
furanos, acucares e compostos N na fase aquosa produzida pela pirdlise do caule do
milho. Da mesma forma, Zhou et al (2019), relataram a presenca de 485 &cidos
carboxilicos, aldeidos, fendis, cetonas, furanos, furfurais, aclcares e aminas na 486
fase aquosa produzida pela pirélise da palha de milho.

A contribuicdo dos élcoois para a acidez da fase aquosa é geralmente
considerada pequena ou insignificante devido a sua natureza &cida fraca. No entanto,
os atomos de a-hidrogénio das cetonas exibem propriedades acidas, que contribuem
para a acidez geral da fase aquosa. Além disso, sabe-se que 0s acidos carboxilicos
com comprimentos de cadeia de carbono baixos tém um impacto significativo na
acidez da fase aquosa. A medida que a concentracéo de cetonas diminui, espera-se

gue a acidez da fase aquosa também diminua.

5.2. Avaliagcdo do potencial antioxidante do bio-6leo
5.2.1. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO BIO-OLEO
USANDO O METODO TEAC
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A figura 27 mostra a capacidade antioxidante total (TEAC) da fase aquosa obtida
via pirélise de sementes de acai + fibra, ativada quimicamente com solu¢des de acido
cloridrico (HCI) 2M a temperaturas de 350, 400 e 450°C em escala laboratorial. Os
experimentos demonstram que a capacidade antioxidante total medida pelo método
TEAC diminui conforme a diluicdo aumenta, seguindo um padrdo de decaimento
exponencial de primeira ordem. Observou-se também que, a partir de uma diluicédo de
1:40, a capacidade antioxidante total em equivalente de trolox diminui
consideravelmente, indicando que, para essa relacdo de diluicdo, a capacidade

antioxidante praticamente se mantém constante.

Figura 27. Capacidade antioxidante total (TEAC) da fase aquosa obtida via pirélise de sementes
de acai + fibra, ativada quimicamente com soluc¢des de &cido cloridrico (HCI) 2M a temperaturas de
350, 400 e 450°C em escala laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)

A degradacao termoquimica da biomassa geralmente ocorre em temperaturas
mais elevadas, o que resulta na degradacdo de uma maior quantidade de compostos
presentes no bio-6leo, incluindo os compostos fendlicos. Por outro lado, temperaturas
mais baixas ndo apenas favorecem a formacdo desses compostos, mas tambéem
ajudam a preserva-los no bio-6leo (Zhang et al., 2007).

O bio-6leo é predominantemente composto por diversos compostos quimicos,
tornando-se um produto de alta relevancia nos setores alimenticio, cosmeético e
farmacéutico. Entre os componentes essenciais encontrados no bio-6leo, destacam-
se 0s compostos fendlicos, que sédo de grande interesse devido as suas propriedades
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antioxidantes. Esses compostos tém potencial aplicacdo como antioxidantes naturais,
nutracéuticos e conservantes, desempenhando um papel crucial na protecéo contra
radicais livres e no combate ao estresse oxidativo. Isso contribui para retardar ou
prevenir a oxidagcdo de substancias como DNA, proteinas e lipidios, essencial para
prolongar a vida util de produtos alimenticios, evitando a rancificacao e preservando
a qualidade e frescor dos alimentos (Del Pozo et al., 2020; Patra et al., 2015; Espindola
et al., 2019; Albuquerque et al., 2021).

Além de suas fun¢des antioxidantes, os compostos fendlicos tém sido associados
a diversos beneficios a saude, como propriedades anti-inflamatdrias,
anticancerigenas e cardioprotetoras. Esses beneficios adicionais fazem com que
esses compostos sejam altamente valorizados ndo apenas na nutricdo basica, mas
também como componentes essenciais em dietas saudaveis e terapias médicas (;
Espindola et al., 2019; Albuquerque et al., 2021; Valois et al., 2023).Portanto, a
temperatura durante o processo de pirdlise € um parametro crucial que determina
tanto a quantidade quanto a qualidade dos compostos presentes no bio-6leo.
Compreender o impacto da temperatura permite otimizar a produ¢cdo de compostos
como os fendlicos, bem como hidrocarbonetos, garantindo que o bio-6leo atenda aos
requisitos especificos de diversas industrias, desde biocombustiveis até produtos
guimicos de alto valor agregado nos setores de alimentos, cosméticos e

farmacéuticos.(Del Pozo et al; 2020; Patra et al., 2015).

Tabela 6. Capacidade antioxidante dos bio-6leos obtidos pela pirdlise de sementes de acai
(Euterpe oleracea, Mart) pelo método de TEAC.

TEAC (uLM/L) HCL (2.0 M)
Dilution 350°C 400 °C 450°C
1:10 2.34 2.32 2.31
1:20 2.25 2.23 2.08
1:40 1.22 1.19 1.15
1:80 0.96 0.94 0.90
1:160 0.93 0.90 0.87
Fonte: O autor (2024)
(lago Castro da Silva) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag.

59



A Figura 28 apresenta a capacidade antioxidante total (TEAC) da fase organica
do bio-6leo obtido pela pirdlise de sementes de acai e fibra, quimicamente ativada
com solugcdes de Hidroxido de Potassio (KOH) 2M a temperaturas de 350 e 400 °C
em escala laboratorial. Os resultados mostram que a capacidade antioxidante total,
medida pelo método TEAC, diminui com o aumento da diluicdo, seguindo um padrao
de decaimento exponencial de primeira ordem e apresenta um coeficiente de
determinacdo(R?) de 0.99 para 350°C e 0.98 para 400°C. Além disso, foi observado
gue, a partir da diluicdo de 1:80, a capacidade antioxidante total em termos de
equivalente de Trolox diminui de forma significativa, sugerindo que, para essa dilui¢ao,
a capacidade antioxidante se estabiliza.

Figura 28. Capacidade antioxidante total (TEAC) da fase organica (Bio-6leo) obtida via pirélise de

sementes de acai + fibra, ativada quimicamente com solu¢es de Hidroxido de potassio (KOH) 2M
a temperaturas de 350 e 400°C em escala laboratorial.
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Tabela 7. Capacidade antioxidante dos bio-6leos obtidos pela pirdlise de sementes de acai
(Euterpe oleracea, Mart) pelo método de TEAC.

TEAC (LM/L) KOH2.0 M

Dilution 350°C 400°C
1:10 2.372 2.372
1:20 2.342 2.28
1:40 2.285 2.226
1:80 2.022 1.375
1:160 1.584 1.019
1:320 1.18 0.239

Fonte: O autor (2024)
(lago Castro da Silva) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag.

60



5.2.2. EFEITO DA CONCENTRACAO MOLAR NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
BIO-OLEO USANDO O METODO TEAC.

A Tabela 8 apresenta a capacidade antioxidante dos bio-6leos produzidos pela
pirélise de sementes de acai (Euterpe Oleracea, Mart), utilizando diferentes
concentracbes de KOH (0,5-2,0 M), a uma temperatura de 450°C e pressao
atmosférica, em escala laboratorial. Os dados estdo representados graficamente na
Figura 30. Os resultados experimentais claramente demonstram que os bio-6leos
obtidos a partir da pirélise com solu¢des de KOH de 0,5 e 1,0 M a 450°C exibiram
maior atividade antioxidante em comparacdo com aqueles produzidos com solucao
de KOH 2,0 M.

Esses achados sugerem que a elevada atividade antioxidante do bio-0leo
proveniente dos residuos de sementes de acai, observada em concentracdes
menores de KOH (0,5 e 1,0 M) apresenta um modelo de crescimento exponencial de
primeira ordem e esta associada ao aumento na formacéo de compostos oxigenados
nessas condicdes, particularmente compostos fendlicos, conforme ilustrado na Figura
29.

Figura 29. Capacidade antioxidante total (TEAC) da fase aquosa obtida via pirdlise de sementes
de acai + fibra, ativada quimicamente com solu¢des de Hidroxido de potassio (KOH) 450°C a
molaridades de 0.5 M, 1.0 M e 2.0 M em escala laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)
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Tabela 8. Capacidade antioxidante de bio-6leos obtidos por pirdlise de sementes de Acai (Euterpe
oleracea, Mart), com diferentes molaridades (solucdo de KOH de 0,5-2,0 M), a 450° C

TEAC (uLM/L) 450°C
KOH
Dilution 0.5 M 1.0M 2.0M
1:20 2.45 2.45 2.28
1:40 2.45 2.45 2.03
1:80 2.39 2.39 1.19
1:160 2.36 2.36 1.12
1:320 1.60 1.59 0.56
1: 640 0.97 0.97 0.47

Fonte: O autor (2024)

Os resultados apresentados destacam padrdoes interessantes nas
concentracbes de compostos quimicos obtidos a partir da pirélise das sementes de
Acai, especialmente sob diferentes condicbes de molaridade de KOH. A partir do
exposto, pode-se discutir varias observacdes como as de concentracbes de
hidrocarbonetos, incluindo alcanos, alquenos, aromaticos e hidrocarbonetos ciclicos,
aumentam conforme a molaridade de KOH aumenta. Além disso, essas
concentracbes seguem um modelo de crescimento exponencial de primeira ordem.
Esse fendbmeno sugere que a presenca de KOH em concentracbes mais elevadas
favorece a formacao de hidrocarbonetos durante o processo de pir6lise das sementes
de Acai.(Valdez et al., 2023; Valois et al., 2023).

Por outro lado, as concentracdes de compostos oxigenados, como &lcoois,
aminas, &cidos carboxilicos, fendis, cetonas, furanos e outros, diminuem a medida
gue a molaridade de KOH aumenta. Esse padrdo segue um modelo de decaimento
exponencial de primeira ordem. Isso sugere que a presenca de KOH em maiores
concentracdes inibe a formacao desses compostos durante a pirélise. Os resultados
obtidos neste estudo sdo consistentes com descobertas anteriores, especificamente
com o estudo de De Castro et al (2019), que também investigou a pirélise das
sementes de Acai em condi¢cdes semelhantes. Isso fortalece a validade dos resultados
atuais e sugere que a molaridade do KOH desempenha um papel crucial na

composicao dos produtos da pirélise.(De Castro et al., 2019; Valois et al., 2023).
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A Tabela 9 mostra a capacidade antioxidante dos bio-6leos obtidos por pirélise de
sementes de acai (Euterpe Oleracea, Mart) utilizando diferentes concentracdes de
KOH (0,5 e 1,0 M) a uma temperatura de 450°C e pressao atmosférica, em condicdes
laboratoriais. Esses dados sé&o ilustrados na Figura 30. Os resultados experimentais
indicam que a atividade antioxidante dos bio-6leos se reduz com o aumento da
diluicdo, seguindo um padrdo de decaimento exponencial de primeira ordem.
Observou-se que, com a impregnacdo de KOH a 0,5 M, a capacidade antioxidante
total, medida em equivalente de Trolox, diminui significativamente a partir da diluicao
de 1:80, sugerindo que a atividade antioxidante se estabiliza a partir desse ponto. Em
contraste, com KOH a 1,0 M, a atividade antioxidante caiu de maneira significativa a

partir da diluicdo de 1:40.

Figura 30. Capacidade antioxidante total (TEAC) da fase organica (Bio-6leo) obtida via pirélise de
sementes de acai + fibra, ativada quimicamente com solu¢des de Hidréxido de potassio (KOH) 0.5
Me 1.0 M atemperatura de 450°C em escala laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)

Tabela 9. Capacidade antioxidante dos bio-6leos obtidos pela pirdlise de sementes de acai
(Euterpe oleracea, Mart) pelo método de TEAC.

TEAC (uLM/L) KOH 450°C
Dilution 05M 1.0M
1:10 2.357 2.292
1:20 2.272 2.28
1:40 2.203 2.252
1:80 2.163 1.513
1:160 1.664 0.885
1:320 0.56 0.57
Fonte: O autor (2024)
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5.2.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO BIO-OLEO
USANDO O METODO DE DPPH-

A figura 32 ilustra a capacidade antioxidante (DPPH+) da fase aquosa obtida por
pirdlise de sementes de acai e fibra, ativadas quimicamente com solu¢cbes de
Hidréxido de Potassio (KOH) a 2,0 M, em temperaturas de 350°C e 450°C em escala
laboratorial. Os experimentos revelam que a capacidade antioxidante total, medida
pelo método DPPHe, aumenta a medida que a captura do radical DPPH+ na amostra
aumenta, diminuindo sua concentracdo, seguindo um padrdo de decaimento
exponencial de primeira ordem.

Além disso, observou-se que a temperatura de 400°C favoreceu uma maior
captura do radical DPPHe, conforme mostrado na figura 31. Nessa temperatura, a
concentracdo do radical na solugdo diminui com o aumento da capacidade
antioxidante na diluicdo de 1:10. Embora a capacidade antioxidante tenha aumentado,
sua variacdo em relacao a temperatura de 350°C foi minima, indicando que, para essa

relagdo de diluicdo, a capacidade antioxidante se mantém praticamente constante.

Com base na tabela 10, nota-se um aumento na atividade antioxidante a medida
gue a captura de radicais aumenta. A temperatura de 350°C manteve constante a
capacidade antioxidante nas menores diluicbes (amostras mais concentradas),
especificamente nas proporcées de 1:10 e 1:20. Em contraste, a temperatura de
400°C mostrou uma maior captura de radicais apenas na diluicdo de 1:10, indicando
gue amostras mais concentradas apresentaram uma atividade antioxidante mais
elevada nessa faixa de temperatura. Estes resultados sao consistentes com estudos
anteriores de De Castro et al.(2019) e Valois et al (2023), que demonstram que o

aumento da temperatura favorece a diminuicdo de compostos fendlicos.
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Figura 31. Capacidade antioxidante pelo método de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH+) da fase
aquosa obtida via pirélise de sementes de agai + fibra, ativada quimicamente com solugfes de
Hidroxido de potassio (KOH) 2.0 M a Temperaturas de 350°C e 400°C em escala laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)

Tabela 10. Capacidade antioxidante da fase aquosa de bio-6leos obtidos por pirélise de sementes
de Acai (Euterpe oleracea, Mart), com diferentes temperaturas, (350°C e 400°) ativada
quimicamente com KOH 2.0 M em escala laboratorial.

DPPH (uM/L) KOH 2.0 M
Dilution 350°C 400°C
1:10 1.287 0.717
1:20 1.366 1.376
1:40 1.679 2.033
1:80 3.136 2.482
1:160 3.069 2.626

Fonte: O autor (2024)

Este trabalho esta alinhado com os testes realizados por Freitas et al. (2021),
gue conduziram um estudo in vitro sobre a atividade antioxidante da castanha do Par4,
avaliando a captura do radical livre DPPH. Os resultados mostraram um decaimento
na atividade antioxidante conforme a reducdo das concentracdes das amostras. O
Oleo apresentou uma captura de 71,03%, enquanto a emulséo registrou 67,54%. Em
contraste, o BHT consumiu praticamente todo o DPPH, evidenciando sua eficacia

como um potente antioxidante.
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Resultados semelhantes foram observados no estudo de Oliveira et al. (2018),
gue analisou a atividade antioxidante dos 6leos essenciais de diferentes genaotipos de
além de seus compostos majoritarios. Os Oleos demonstraram capacidade
antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH. Os 6leos essenciais de
*C. grewioides*, CGR112 e CGR104, apresentaram atividade moderada, com 23,66%
e 18,65%, respectivamente. O 6leo essencial CGR106, por outro lado, apresentou a
maior atividade de eliminacdo do radical, alcancando 67,91%, seguido pelo 6leo
essencial CGR126 com 61,98%. Observou-se também que o composto majoritario
eugenol, um monoterpeno fendlico, demonstrou maior atividade em comparacao aos

outros compostos testados.

A figura 32 apresenta a capacidade antioxidante (DPPH¢) da fragdo organica do
bio-6leo obtido pela pirdlise de sementes de acai e fibra, ativadas quimicamente com
solucdes de Hidréxido de Potassio (KOH) a 2,0 M, em temperaturas de 350°C e 450°C
em escala laboratorial. Os experimentos indicam que a capacidade antioxidante total,
medida pelo método DPPHe, aumenta a medida que a captura do radical DPPH-
aumenta e consequentemente sua concentracdo na amostra diminui, seguindo um
padrdo de decaimento exponencial de primeira ordem. Além disso, a temperatura
desempenha um papel crucial na atividade antioxidante; observou-se que a
capacidade antioxidante é maior a 350°C, onde a captura de radicais foi
significativamente mais eficiente, resultando em uma reducéo expressiva dos radicais

nessa faixa térmica.

Com base na Tabela 11, houve um aumento da atividade antioxidante a medida
gue a captura de radicais livres aumentou, resultando na diminuicdo do composto nas
amostras. Esse padrdao foi consistente em concentragdes mais elevadas,
especialmente nas amostras menos diluidas tratadas a 350°C. A captura de radicais
e 0 aumento na capacidade antioxidante foram mais significativos na temperatura de
350°C em comparacdo com 400°C. Esses resultados destacam uma atividade
antioxidante significativa em todas as diluicdes das amostras da fragcdo aquosa, com

énfase nas amostras menos diluidas a temperatura de 350°C.
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Figura 32. Capacidade antioxidante pelo método de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH+) da fracao
orgéanica do bio-6leo obtido via pirdlise de sementes de agai + fibra, ativada quimicamente com
solugcdes de Hidroxido de potassio (KOH) 2.0 M a Temperaturas de 350°C e 400°C em escala
laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)

Tabela 11. Capacidade antioxidante da fracdo organica de bio-6leos obtidos por pirdlise de
sementes de Acai (Euterpe oleracea, Mart), com diferentes temperaturas, (350°C e 400°) ativada
quimicamente com KOH 2.0 M em escala laboratorial.

DPPH (uM/L) KOH (2.0 M)

Dilution 350°C 400°C
1:20 2.145 1.805
1:40 1.701 2.271
1:80 1.748 2.675
1:160 2.170 3.248
1:320 2.864 3.315
1:640 2.886 3.121

Fonte: O autor (2024)

A pirdlise € um processo complexo que envolve a degradacdo térmica da
biomassa. As condicGes de reacédo, especialmente a temperatura, sdo fundamentais
para definir a composicado quimica do bio-0leo (Valdez et al., 2023). Durante esse
processo, diferentes temperaturas geram reacfes intermediarias que levam a
formacao de diversos compostos quimicos no bio-6leo, além de resultarem em fases

gasosas e sllidas com caracteristicas especificas (Serrédo et al., 2021).
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Os resultados das metodologias TEAC e DPPH evidenciam uma significativa
atividade antioxidante do bio-0leo (fracdo organica) em diversas molaridades, tanto
para KOH quanto para HCl a 450 °C, nas diluicdes de 1:80 a 1:160. Essa atividade
antioxidante pode ser atribuida a alta concentracdo de compostos oxigenados,

especialmente fendlicos, presentes a essa temperatura.

Recentemente, Valdez et al. (2023) mostraram que temperaturas elevadas (450
°C) durante a pirélise de sementes de acai ativadas com solucdo de KOH 2,0 M néo
favorecem a producdo de compostos oxigenados no bio-Gleo, resultando em uma
predominéancia de hidrocarbonetos. Em contraste, temperaturas mais baixas (350 °C)
promovem a formacédo de compostos oxigenados, especialmente fendélicos, no bio-
Oleo dessas sementes. Esses compostos fendlicos estdo fortemente relacionados a
alta atividade antioxidante, conforme indicado na literatura (Caleja et al., 2017,
Espindola et al., 2019; Albuquerque et al., 2021).

De modo geral, a degradacdo termoquimica da biomassa indica que altas
temperaturas levam a perda de compostos valiosos no bio-6leo, como os fendlicos.
Em contrapartida, temperaturas mais baixas ndo apenas promovem a formacao, mas
também ajudam a preservar esses compostos (Valdez et al., 2023). Assim, o bio-6leo
se destaca como um produto rico em substancias quimicas importantes, sendo

especialmente relevante para as industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Os compostos fendlicos desempenham um papel fundamental no bio-6leo e tém
gerado grande interesse devido ao seu potencial como fontes naturais de
antioxidantes, nutracéuticos e conservantes na industria alimenticia (Patra et al.,
2015). Com propriedades antioxidantes significativas, esses compostos ajudam a
neutralizar radicais livres e a diminuir o estresse oxidativo, inibindo a oxidacao de
DNA, proteinas e lipidios (Espindola et al., 2019). Além disso, apresentam diversos
beneficios a saude, incluindo propriedades anti-inflamatorias, anticancerigenas e

cardioprotetoras (Caleja et al., 2017).

A temperatura na qual a pirélise acontece é um fator fundamental que afeta
diretamente tanto a quantidade quanto a qualidade do bio-6leo gerado. Entender
como a temperatura influencia esse processo € crucial para otimizar a producao de

compostos como fendis e hidrocarbonetos. Isso garante que o bio-6leo atenda a
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padrées especificos para seu uso em industrias, seja como biocombustivel ou em

produtos quimicos de elevado valor.

5.2.4. EFEITO DA CONCENTRACAO MOLAR NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
BIO-OLEO USANDO O METODO DPPH.

A Tabela 12 apresenta os resultados da capacidade antioxidante da fracéo
aguosa dos bio-6leos obtidos pela pirolise das sementes de acai (Euterpe oleracea
Mart), utilizando diferentes concentragdes de KOH variando de 0,5 a 2,0 M. O
experimento foi realizado a uma temperatura de 450 °C e sob pressao atmosférica,
em um ambiente de laboratério. Os dados obtidos séo ilustrados graficamente na
Figura 33. Os resultados demonstram uma capacidade antioxidante significativa para
todas as concentracbes de KOH testadas seguindo um modelo de decaimento
exponencial de primeira ordem. Notavelmente, a concentragéo de 2,0 M destacou-se
entre as amostras mais diluidas, apresentando uma notavel capacidade de captura
de radicais livres, resultando em uma inibicdo extremamente alta nas diluicbes de 1:10
e 1:20.

Tabela 12. Capacidade antioxidante da fracdo aquosa de bio-6leos obtidos por pirélise de sementes
de Acai (Euterpe oleracea, Mart), ativada quimicamente com KOH 2.0 M com diferentes
molaridades (0.5 M- 2.0 M) a 450°C em escala laboratorial.

DPPH (uM/L)  KOH(450°C)

Dilution o.5M 1.0mM 20M
1:10 0.206 0.256 0.714
1:20 0.199 0.278 1.111
1:40 0.365 0.362 1.694
1:80 0.402 0.583 2.618
1:160 0.893 1.185 2.598

Fonte: O autor (2024)
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Figura 33. Capacidade antioxidante pelo método de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH+) da fracdo
aquosa do bio-6leo obtido via pirdlise de sementes de acai + fibra, ativada quimicamente com solu¢des
de Hidréxido de potassio (KOH) em diferentes molaridades(0.5 M- 2.0 M) a temperatura de 450°C em
escala laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)

Como j& descrito anteriormente, os resultados demonstram uma relagdo clara
entre a concentracdo de hidrocarbonetos e a molaridade de KOH. Essa relagao
evidencia que o aumento da molaridade resulta em maiores concentracdes de
alcanos, alguenos, compostos aromaticos e hidrocarbonetos ciclicos. Essa tendéncia
pode ser atribuida ao papel do KOH como agente desidratante e desidrogenante, que
favorece a formacgdo de hidrocarbonetos a partir de precursores organicos,
promovendo reacdes de desidratacéo e eliminacédo.(Valois et al., 2023; Valdez et al.,
2023; De Castro et al., 2019).

Por outro lado, a diminuicdo das concentracfes de compostos oxigenados, como
alcoois, aminas e acidos carboxilicos, sugere que o KOH promove reacdes que levam
a remocao desses grupos funcionais. Isso pode ocorrer por meio de reacdes de
saponificacdo, nas quais a presenca de KOH favorece a conversdo de compostos
oxigenados em produtos menos polares, como hidrocarbonetos, ou até mesmo sua
degradacéo.(Valdez et al., 2023).
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Os dados sobre a fracdo organica do bio-6leo mostram resultados semelhantes
aos estudos previamente citados. Como ilustrado na Figura 34, a capacidade
antioxidante dos bio-6leos, produzidos pela pirélise de sementes de acai (Euterpe
oleracea Mart), foi analisada utilizando diferentes concentragdes de KOH (0,5M e 1,0
M) a uma temperatura de 450 °C e pressado atmosférica, em escala laboratorial. Os
resultados apresentados na Tabela 13 evidenciam que os bio-0leos obtidos com as
solucdes de KOH nas concentracfes de 0,5 M e 1,0 M a 450 °C demonstraram maior
atividade antioxidante nas diluicbes de 1:10 e 1:20, com destaque para a

concentracéo de 1.0M. Observou-se um decaimento exponencial de primeira ordem,
Figura 34. Capacidade antioxidante pelo método de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH+) da fragdo
organica do bio-6leo obtido via pirélise de sementes de acai + fibra, ativada quimicamente com
solucBes de Hidroxido de potassio (KOH) em diferentes molaridades(0.5 M- 2.0 M) a temperatura de
450°C em escala laboratorial.
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Fonte: O autor (2024)

Tabela 13. Capacidade antioxidante da fragdo aquosa de bio-6leos obtidos por pir6lise de
sementes de Acai (Euterpe oleracea, Mart), ativada quimicamente com KOH 2.0 M com diferentes
molaridades (0.5 M- 2.0 M) a 450°C em escala laboratorial.

DPPH (uM/L) 2.0 M KOH
Dilution 0.5M 1.0M
1:20 0.672 0.712
1:40 1.475 1.495
1:80 1.277 2.244
1:160 2.053 2.869
1:320 2.913 3.035
1:640 2.722 3.518
(lago Castro da Silva) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag.
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5.3. Avaliacédo da atividade antimicrobiana do bio-6leo

Nos ultimos anos temos assistido ao emergir de espécies bacterianas com
elevado grau de resisténcia a terapéutica convencional. Destacam-se Staphylococcus

aureus e Escherichia coli (Fair e Tor, 2014; Monteiro et al., 2015).

5.3.1. ATIVIDADE FRENTE A Escherichia coli

Os estudos da literatura tém indicado uma preocupagdo crescente com a
resisténcia aos antibidticos entre as bactérias, especialmente em relacdo a
Escherichia coli, uma das principais causadoras de infeccOes bacterianas em
humanos, especialmente as infec¢cbes por bactérias Gram-negativas. Atualmente,
destacam-se as estirpes que possuem Extended Spectrum B-lactamases (ESBLS), o
que as torna resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo. Além disso, essas
bactérias tém demonstrado resisténcia a fluoroquinolonas e gentamicina (Monteiro et
al., 2015).Diante desse cenério preocupante, foi avaliada a importancia da possivel
atividade antimicrobiana do bio-0leo de sementes de acai contra essa bactéria.

Com base nas informacdes sobre a cepa Escherichia coli - ATCC 25922, foram
examinadas as diversas diluicdes do bio-6leo quanto a sua atividade antimicrobiana.
Os resultados das concentraces minimas inibitéria (CIM) e bactericida (CBM) em
relacdo as amostras de agua de lavagem prévia ao processo de pirdlise séo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 . Concentragdes minimas inibitérias e bactericidas de 4gua de lavagem da pirdlise das
sementes de acgai impregnadas com KOH frente a cepa Escherichia coli.

Nature Pretreatment Temperature Code MIC Value MBC Value
dilution dilution
factor factor
Washing water KOH (0.5M) WIT L1 >1:10 >1:10
Washing water KOH (1.0M) WIT L2 1:40 1:40
Washing water KOH (2.0M) WIT L3 1:40 1:40

Fonte: O autor (2024)
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Observa-se na Tabela 14 que, nas amostras de agua de lavagem (L1, L2 e L3), a
menor concentracdo com efeito bacteriostatico para impregnacdo com KOH a 0,5 M
estd dentro de uma faixa de diluicdo superior a 1:10. Este padrédo difere para
molaridades mais elevadas (1,0 M e 2,0 M), onde foram observadas diluicbes para
MIC e MBC de 1:40 para ambas. Esses resultados indicam que o efeito bacteriostéatico
das amostras de lavagem sobre a cepa de Escherichia coli aumenta com o aumento
da molaridade utilizada no pré-tratamento quimico da biomassa lignocelulésica das
sementes de acai. A consisténcia desses efeitos sugere que mesmo em

concentragcfes mais diluidas, esses grupos mantiveram a capacidade bacteriostatica.

Esses resultados estdo em conformidade com os estudos de Valois et al. (2023)
e Valdez et al. (2021), os quais indicam que as concentracdes de hidrocarbonetos,
como alcanos, alcenos, aromaticos e hidrocarbonetos ciclicos, aumentam com a
molaridade seguindo um modelo exponencial de crescimento de primeira ordem. Em
contrapartida, os compostos oxigenados, como alcoois, aminas, acidos carboxilicos,
fendis, cetonas, furanos e outros, diminuem com a molaridade e aumento da diluicao
das amostras, conforme um modelo exponencial de decaimento de primeira ordem.
Similarmente, o estudo de De Castro et al. (2019), que investigou a pirélise de
sementes de acai a 450°C e 1,0 atmosfera, ativadas com solu¢cdes de NaOH a 0,5 M,
1,0 M e 2,0 M em escala piloto, observou que molaridades mais elevadas de NaOH
favoreceram a formacdo de hidrocarbonetos em detrimento dos compostos

oxigenados.

A explicacdo para esses resultados encontra respaldo na literatura, como
evidenciado pelo estudo de Beker et al. (2014), que investigou a atividade
antimicrobiana de antioxidantes comerciais, como o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e a
terc-butil hidroquinona (TBHQ), além de um bio-6leo experimental em meio de cultura.
Nesse estudo, o bio-6leo demonstrou atividade antimicrobiana na faixa de
concentracdo de 0,25% a 4%, sendo que os menores valores de molaridade com

impregnagao de NaOH mostraram resultados mais significativos.

A temperatura ndo € uma variavel considerada no processo das amostras de agua
de lavagem, uma vez que estas sao coletadas durante o pré-tratamento quimico dos
residuos de biomassa lignocelulésica. Portanto, essa variavel é excluida da andlise
desses resultados.
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A tabela 15 apresenta as diversas diluicdes de bio-6leo da semente de acai (fase
aguosa) avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana contra Escherichia coli,
exibindo os resultados de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM).

Tabela 15. Concentragdes minimas inibitérias e bactericidas da fracdo aquosa do bio-6leo da
pirélise das sementes de acai impregnadas com KOH e HCL frente a cepa Escherichia coli .

Nature Pretreatment Temperature Code MIC Value MBC Value
dilution dilution
factor factor
ASEGOUS KOH (0.5M) 450°C HM1 >1:10 >1:10
ase
Agl;eous KOH (1.0M) 450°C HM2 1:20 1:20
ase
Agﬁeous KOH(2.0M) 450°C HC3 1;40 1:40
ase
Aqueous HCL (0.5M) 450°C HM1 1:40 1:40
Phase
Aglﬁeous HCL (1.0M) 450°C HM2 1:40 1:40
ase
Aqueous HCL (2.0M) 450°C HC3 >1:40 >1:40
Phase

Fonte: O autor (2024)

Pode-se observar na analise das amostras da fracdo aquosa do bio-06leo,
impregnadas com KOH a 450°C, que a menor concentracdo com efeito bacteriostéatico
na impregnacao com KOH a 0,5 M esta dentro de uma faixa de diluicdo de 1:40. Esses
resultados variam para molaridades mais altas (1,0 M e 2,0 M), onde foram
observadas diluicdes para MIC e MBC de 1:20 e 1:10, respectivamente. Esses dados
indicam que o efeito bacteriostatico da fracdo aquosa do bio-6leo sobre a cepa de
Escherichia coli diminui a medida que aumenta a molaridade utilizada no preé-
tratamento quimico da biomassa lignocelulésica das sementes de acai. No entanto,
mesmo com a reducdo dos compostos oxigenados, especialmente os fendlicos, nas
amostras, 0s grupos mantiveram a capacidade bacteriostatica devido ao aumento da
molaridade a 450°C (Valois et al., 2023).

Estes resultados estdo alinhados com a temperatura de 450°C, conforme
demonstrado nos estudos de Valois et al., 2023, e Valdez et al., 2021, que indicam
gue a concentracdo de compostos oxigenados no bio-6leo, como fendis, ésteres e

cetonas, diminui com o aumento da temperatura de pirélise. Esse comportamento

(lago Castro da Silva) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag.
74



segue um padrédo de decaimento exponencial suave, o que contribui para a reducao
do efeito bacteriostatico do bio-0leo da semente de acai em altas temperaturas.
Portanto, amostras mais diluidas n&o apresentam efeito bacteriostatico significativo,
uma vez que possuem um menor nimero de compostos fendlicos responsaveis por

essa atividade.

Os resultados da atividade antimicrobiana dos bio-6leos de acai sao
fundamentados pelos estudos de Beker et al., 2014; Mourant et al., 2005; Mazela,
2006; e Kim et al., 2012, que destacam a eficacia dos compostos fenélicos derivados
da lignina como agentes antimicrobianos. Em vérias investigagdes, o bio-6leo tem sido
avaliado como um preservativo alternativo para madeira devido a sua capacidade de

inibir o crescimento de micro-organismos deterioradores.

Trabalhos como os de Lay & Roy, 2004, e Xu et al., 2013, afirmam que 0s grupos
hidroxila (-OH) dos compostos fendlicos séo responsaveis por sua acao inibitoria, pois
podem interagir com a membrana celular e causar danos estruturais, resultando no
extravasamento de componentes intracelulares. Esses grupos ativos sao capazes de
deslocar elétrons na membrana, atuando como trocadores de elétrons e reduzindo o
gradiente de prétons através dela. Esse processo leva ao colapso da forca préton-
motriz, diminuindo a produgéo de ATP e, eventualmente, levando a morte celular. Da
mesma forma, Farag et al., 1989, observaram que os grupos hidroxila podem ligar-se
facilmente aos sitios ativos de enzimas, alterando o metabolismo celular dos micro-
organismos. Esses modos de acdo destacam a importancia dos compostos fendlicos
e seus grupos hidroxila na atividade antimicrobiana, oferecendo uma explicacdo para

os resultados observados nos bio-6leos da semente de acai.

A Tabela 16 apresenta as diversas diluicbes do bio-6leo da semente de acai
(frac@o orgénica) avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli, exibindo os resultados de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragédo
Bactericida Minima (CBM).
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Tabela 16. Concentragdes minimas inibitérias e bactericidas da fracdo organica do bio-6leo da
pirélise das sementes de acai impregnadas com KOH frente a cepa Escherichia coli .

Nature Pretreatment Temperature Code MIC Value MBC Value
dilution factor dilution

factor

?Drr?anic KOH (0.5M) 450°C PM1 1:40 1:40

ase

Organic KOH (1.0M) 450°C PM2 1:80 1:80

Phase

%ﬁanic KOH (2.0M) 350°C PT1 >1:40 >1:40
ase

Organic KOH (2.0M) 400°C PT2 1:80 1:80

Phase

Fonte: O autor (2024)

Os resultados das amostras de fracdo organica do bio-6leo, submetidas a
impregnacao com KOH em diferentes condi¢cdes de temperatura (350°C, 400°C e
450°C) e molaridades (0.5 M, 1.0 M e 2.0 M), revelaram que a concentracdo com
efeito bacteriostatico na impregnacdo com KOH a 0.5 M esta dentro de uma faixa de
diluicdo de 1:80. No entanto, para molaridades mais elevadas (1.0 M e 2.0 M), os
resultados mostraram valores de diluic&do diferentes para MIC (Concentragao Inibitoria
Minima) e MBC (Concentracdo Bactericida Minima), sendo 1:40 e 1:80,

respectivamente.

Esses achados indicam que o efeito bacteriostatico da fracdo organica do bio-
6leo, assim como da fracdo aquosa, em relacao a cepa de Escherichia coli, aumenta
conforme maior é a molaridade utilizada no pré-tratamento quimico da biomassa
lignoceluldsica das sementes de acgai. Surpreendentemente, os resultados mostraram
eficacia satisfatéria mesmo em concentra¢des mais diluidas, mantendo a capacidade
bacteriostatica mesmo com a reducdo de compostos oxigenados, especialmente
fendlicos, nas amostras, devido ao aumento da molaridade e temperatura durante o
processo de pirdlise da biomassa lignoceluldsica (Valois et al., 2023; Valdez et al.,
2021).

Vérios estudos, como o de Chapman et al., 2003, e Beker et al., 2014, destacam
gue as diferencas nos revestimentos celulares de diferentes micro-organismos podem
influenciar nos valores encontrados de CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CBM

(Concentracao Bactericida Minima). Os compostos fendlicos, conhecidos por

(lago Castro da Silva) Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag.
76



desestabilizarem a membrana citoplasmatica dos micro-organismos, sao encontrados
em maior quantidade em amostras menos diluidas. Isso esta em linha com o presente
estudo, que indica que o bio-6leo apresenta valores de CIM mais baixos em amostras

menos diluidas.

De maneira similar, no estudo de Rodrigues et al. (2020), o 6leo essencial extraido
da folha de capim-santo também apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli.
No entanto, a inibicdo ocorreu apenas nas trés maiores concentracdes das amostras
testadas. Esse resultado pode ser correlacionado com achados anteriores, indicando
gue as amostras menos diluidas (maiores concentracdes) tendem a apresentar
atividade antimicrobiana dentro de uma faixa satisfatéria de diluicdo. E notavel que,
conforme mencionado no presente estudo, concentraces mais diluidas (amostras
menos concentradas) podem nao alcancar uma Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
satisfatoria. Isso € atribuido a redu¢édo dos compostos fendélicos e outros componentes
bioativos em ambientes diluidos, afetando a eficacia antimicrobiana dos Oleos

essenciais.

No estudo de Contrucci et al. (2019), foi realizada uma avaliagdo da atividade
antibacteriana de diferentes 6leos essenciais e améndoas contra a bactéria E. coli. Os
resultados mostraram que todos o0s Oleos essenciais testados apresentaram
bioatividade em concentragcfes superiores a CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) e
CBM (Concentracdo Bactericida Minima), enquanto foram ineficazes em

concentracoes inferiores a essas.

Esses achados sao consistentes com o estudo de Monteiro et al. (2015), que
também investigou a atividade antimicrobiana de diversos 6leos essenciais contra a
cepa de E. coli. Neste estudo, observou-se que os 6leos essenciais foram capazes de
induzir suscetibilidade significativa & acdo antimicrobiana, com valores de CMI
(Concentracdo Minima Inibitoria) de 8,0 puL/ml. Esses resultados destacam que a
efichcia dos Oleos essenciais contra E. coli estd diretamente relacionada a
concentracdo utilizada. Concentracdes adequadas sao necessarias para alcancar
efeitos antimicrobianos eficazes, enquanto concentragdes mais baixas podem néo ser

suficientes para inibir o crescimento bacteriano.

A Figura 35 mostra os resultados das concentra¢gdes bactericidas minimas (CBM)

das amostras de 4gua de lavagem de acai, fragdo aquosa e fragédo orgéanica do bio-
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0leo em relacdo a cepa Escherichia coli. Observa-se na imagem que ndo houve

crescimento bacteriano nas faixas estabelecidas nos resultados deste estudo.

Figura 35. Concentracao bactericida minima (CBM): a) correspondente a agua de lavagem; b)
Fracdo aquosa; c) Fracdo organica; frente a cepa de Escherichia coli.
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Fonte: O autor (2024)

5.3.2. ATIVIDADE FRENTE A Staphylococcus aureus

Encontra-se na literatura estudos que evidenciam que as bactérias Gram —
positivas constituem uma grande ameaca para 0 Homem com o aparecimento de
estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e mais tarde a
vancomicina (VRSA). Esta bactéria faz parte da flora comensal do Homem, mas pode
causar severos problemas como infecbes na pele e pneumonias. Face ao
aparecimento dos MRSA, os glicopeptideos vancomicina e teicoplanina foram
selecionados como alternativa terapéutica. No entanto comecam a surgir resisténcias
também a estes antibioticos (Monteiro et al., 2015; Fair e Tor, 2014; Dj Den Heijer, et
al., 2013).Sendo de extrema importancia, procurar novos compostos antimicrobianos

para sanar esse problema de saude publica.

Diante disso, o presente trabalho avaliou a capacidade antimicrobiana do bio-6leo
de semente de acai com diferentes temperaturas e molaridades frente a cepa de
Staphylococcus aureus- ATCC 29213. As diferentes diluicbes de bio-6leo foram
avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana e os resultados de concentracao
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inibitoria e biocida minima (CIM/CBM) com relacdo as amostras de agua de lavagem

anterior ao processo de pirélise das sementes do acai encontram-se na tabela 17.

Tabela 17. Concentra¢g6es minimas inibitorias e bactericidas de 4gua de lavagem da pir6lise das
sementes de agai impregnadas com KOH frente a cepa Staphylococcus aureus.

Nature Pretreatment Temperature Code MIC Value MBC Value
dilution factor dilution

factor

Washing water KOH (0.5M) WIT L1 1:5 1:20
Washing water KOH (1.0M) WIT L2 >1:10 1:40
Washing water KOH(2.0M) WIT L3 >1:10 1:40

Fonte: O autor (2024)

Com base nos resultados obtidos descritos na tabela 17 pode-se constatar que
tanto a concentragdo minima inibitéria e a concentracdo bactericida minima para
impregnacdo com KOH a 0.5 M esta dentro de uma faixa de diluicdo para valores de
1:5 e 1:20 respectivamente, resultados que diferem para molaridades maiores (1.0 M
e 2.0 M), onde apresentaram valores de diluicdo para MIC e MBC de >1:10 e 1:40
respectivamente. Como discutido anteriormente na seccao 5.3.1 atemperatura é uma
variavel ausente, pois as amostras correspondentes a agua de lavagem nao passaram
pelo processo de pirélise a altas temperaturas. Estes resultados permitem afirmar que
o presente estudo da atividade antimicrobiana das amostras de lavagem para a cepa
de Staphylococcus aureus, apresenta valores baixos de CIM o que indica alta
atividade antimicrobiana com diluicbes maiores que 1:5 (Amostras mais

concentradas) de acordo com a diminuicdo de molaridade de tratamento com KOH.

Esses resultados sédo coerentes com os trabalhos de De Castro et al (2019) ,Valois
et al.,(2023) e Beker et al.,(2014), onde fizeram estudos do bio-6leo de residuos de
biomassa lignocelulésica pirolisada a diferentes temperaturas e molaridades e
observaram que maiores molaridades de impregnacdo quimica da solu¢cdo de NaOH
e KOH favoreceram a formacdo de hidrocarbonetos em detrimento de compostos
oxigenados. Esses estudos tém relacdo direta com o trabalho de Cataluna et al.,
(2013) onde constatou que os compostos fendlicos que fazem parte dos compostos
oxigenados causam acao inibitoria a diferentes microrganismos, uma vez que esses

grupos podem interagir com a membrana celular e romper as estruturas dela
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causando o extravasamento de componentes intracelulares. Além de possuirem

atividades antivirais, antissépticas e antimicrobianas.

Os valores da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos produtos de diferentes diluicdes de bio-6leo de semente de acgai
(Fase aquosa) testados sobre a cepa de S. aureus estao apresentados, na tabela 18.

Tabela 18. Concentrac6es minimas inibitérias e bactericidas da fracdo aquosa do bio-6leo da
pirélise das sementes de acai impregnadas com KOH frente a cepa de Staphylococcus aureus.

Nature Pretreatment Temperature Code MIC Value MBC Value
dilution factor dilution
factor
Agﬁeous KOH (2.0M) 350°C C.N/A 1:40 1:40
ase
Ag::eous KOH (2.0M) 400°C CB >1:40 >1:40
ase
Aqueous KOH(2.0M) 450°C C.A >1:40 >1:40
Phase

Fonte: O autor (2024)

Com base nos dados da tabela 18, € possivel observar na impregnacao com KOH
com valores de molaridade constante equivalente a 2.0M e temperaturas variaveis
(350°C, 400°C e 450°C) que tanto a concentracdo minima inibitéria como a
concentragcdo bactericida estdo dentro de uma faixa de diluicdo de 1:4. As
molaridades nédo afetaram os resultados das amostras de fracdo aquosa em
decorréncia de serem constantes e equivalentes a 2.0M. Sendo a temperatura a

variavel determinante na concentracdo de compostos presentes nas amostras.

Esses resultados apontam que a atividade antimicrobiana da fragdo aquosa do
bio-6leo para a cepa de Staphylococcus aureus diminui quanto maior for a
temperatura utilizada no pré-tratamento quimico da biomassa lignocelulosica das
sementes de acai. O que pode ser justificado por uma diminuicdo de compostos
oxigenados especificamente os fendlicos nas amostras, causado pelo aumento da
temperatura no processo pirolitico e consequentemente diminuicdo de inibicdo de
crescimento bacteriano. Estes dados estdo de acordo com os estudos de Rocha et
al.,, (2021) e De Sousa et al., (2021) onde as concentracdes de cresois, fendis, e

cetonas diminuem com o aumento da temperatura de pirélise devido as reacfes de
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desoxigenacao convertendo fenadis, ésteres e cetonas em hidrocarbonetos, monoxido

de carbono, dioxido de carbono e agua (descarboxilacédo e descarbonilacao).

Os resultados referentes das amostras de fracao organica do bio-6leo podem ser
vistos na tabela 19. Os dados de impregnacado com HCL a diferentes temperaturas (
400°C e 450°C) e molaridades constantes equivalentes a 2.0 M. A molaridade nao
alterou os resultados, pois é constante para as amostras. O fator determinante a a
variavel temperatura, onde nas amostras a 450°C os valores de CIM e CBM foram
apresentados em diluicbes maiores, ou seja, em amostras menos concentradas.
Como foi discutido anteriormente, 0 aumento da temperatura ocasiona a diminuicao
de compostos oxigenados e consequentemente diminuicAo na capacidade
antimicrobiana das amostras. Dados que sao coerentes com os trabalhos de
Sienkicwicz et al (2014) e Yap et al., (2014) onde afirmam que os Oleos devem ser
utilizados em formas diluidas, especialmente quando aplicados diretamente a pele,
sendo tdo eficazes quanto os agentes antibacterianos quimicos. Além disso, é
importante que 0s micro-organismos nao adquiram resisténcia aos 6leos essenciais
OU aos seus componentes.

Tabela 19. Concentracdes minimas inibitérias e bactericidas da fragdo organica do bio-6leo da
pirélise das sementes de acai impregnadas com KOH frente a cepa Staphylococcus aureus .

Nature Pretreatment Temperature Code MIC Value ~ MBC Value
dilution dilution
factor factor
Organic Phase HCL (2.0M) 400°C PLO/B 1:5 1:40
Organic Phase HCL(2.0M) 450°C PLO/A >1:5 >1:40

Fonte: O autor (2024)

Esses dados sdo compativeis com o estudo de Rodrigues et al., (2020) onde O
oleo essencial extraido da folha de capim-santo apresentou atividade antimicrobiana
frente a S. aureus , sendo que foi possivel identificar uma maior eficacia do OE quando
testado frente ao S. aureus, uma vez que houve formacédo de halo com diametro
significativo em todas as concentragbes e o disco embebido com o dleo na
concentracdo 100% apresentaram halo de tamanho superior ao do antimicrobiano
industrializado. Assim como o trabalho de Silva et al., (2014) onde seu estudo sobre
a atividade antimicrobiana do OE de Cymbopogon citratus, permitiu afirmar que o OE
do capim-santo possui atividade antimicrobiana frente a S. aureus.
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O estudo de Saviuc et al.,, (2016) afirma que o0s mecanismos de acdo dos
compostos naturais sobre as bactérias estdo relacionados a desintegracdo da
membrana citoplasmética, desestabilizacao da forca motora do préton (PMF), fluxo de
elétrons, transporte ativo e coagulacdo do conteddo celular. Nem todos os
mecanismos de acdo incidem em alvos especificos, e alguns sitios podem ser

afetados em funcéo de outros mecanismos ainda nao determinados.

Conforme discutido e apresentado no estudo de Freire et al., (2014) os valores
de CIM e CBM verificados demonstraram que os produtos naturais avaliados
apresentam propriedades biolégicas ativas frente a inibicdo S. mutans e S. aureus.
Esses dados corroboram também com o trabalho de Costa et al (2009) em que
avaliaram a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de Ocimum basilicum, o qual
mostrou-se ativo sobre cepas bacterianas incluindo S. aureus até a concentracéo de

2%. Verificou-se atividade bactericida e bacteriostatica do 6leo.

No estudo de Ferenz et al (2014), S. aureus foi sensivel a todos os o6leos
essenciais trabalhados na pesquisa, sendo que a menor concentracdo em que houve
formacao de halos inibitorios foi 12,5%, do éleo essencial de Cymbopogon flexuosus.
Esse estudo permitiu concluir que os 6leos essenciais apresentaram atividade
biolégica contra S. aureus, em especial o 6leo de C. flexuosus, demonstrando ser

antimicrobiano potencial contra essa bactéria.

Na literatura, o estudo de Mashiba et al.,(2019), é coerente com os resultados do
presente trabalho. A pesquisa avaliou a atividade antioxidante e antimicrobiana das
fracOes da lignina pirolitica. A acdo antimicrobiana das amostras apontou resultados
similares que foram capazes de inibir o crescimento tanto da E. coli quanto da S.
aureus. A lignina pirolitica indica ter propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
sendo um material promissor para uso em embalagens inteligentes e produtos

farmacéuticos.

A figura 36 mostra os resultados das concentracdes bactericidas minimas (CBM)
das amostras de agua de lavagem de acai, fracdo aquosa e fracdo organica do bio-
6leo em relagdo a cepa Staphylococcus aureus. Na imagem, observa-se que nao

houve crescimento bacteriano nas areas determinadas pelos resultados deste estudo.
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Figura 36. Concentracdo bactericida minima (CBM): a) correspondente a agua de lavagem; b)
Fracé@o aquosa; c¢) Fracéo organica; frente a cepa de Staphylococcus aureus
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Fonte: O autor (2024)

5.4. Ensaio de viabilidade celular

Os residuos dos carogcos de acai e tucuma sao ricos em lignina, celulose e
hemicelulose, substancias valiosas para processos de transformacao térmica visando
a producéao de bio-6leo através da pirdlise. Além disso, esses residuos sao fontes de
compostos bioativos. O bio-0leo resultante desses processos inclui uma mistura de
compostos oxigenados e fendlicos, conforme discutido por Souza et al. (2021). Esses
compostos possuem diversas propriedades biolégicas, como antioxidantes (Deus et
al., 2019), atividade antimicrobiana (Arbos et al., 2013) e capacidade de modular o

sistema imunoldgico (Santos, 2021).

No inicio do processo, investigou-se a viabilidade celular da fracdo aguosa da
pirdlise impregnada com &cido cloridrico 2,0M em diferentes temperaturas: 350°C
(HT1), 400°C (HT2) e 450°C (HC3). Aumentar a temperatura de pirélise reduziu a
viabilidade celular em diluicdes 1:160 (HT1, 97,5+0,7%; HT2, 56,5+12,0%; HCS3,
8,5+0,7%), mas melhorou significativamente em diluicdes 1:320 (HT1, 98+0%; HT2,
96,5£2,1%; HC3, 71,5£9,2%). Estudos anteriores mostram que a acidez da fracao
aquosa impregnada aumenta com a temperatura de pirélise devido a presenca de

acidos carboxilicos e fenois (Valdez et al., 2023).
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HT1-T 350°C

Em concentracdes mais baixas de impregnacao acida (0,5M-HM1; 1,0M-HM2) e
a uma temperatura de pirélise de 450°C, foi observado um efeito citotoxico nas
diluicdes testadas, resultando em uma reducéo tanto no nimero quanto na aparéncia
das células viaveis, em comparacdo com a concentracao de 2,0M de HCI na mesma
temperatura (Figura 37.D e E). Este achado sugere gue tanto a temperatura quanto a
concentracdo de acido cloridrico influenciam significativamente os componentes

presentes nas fracdes aquosas obtidas da pirélise do acai.

A avaliagcdo da qualidade dos 6leos frequentemente considera o indice de acidez,
que reflete a quantidade de base necesséria para neutralizar os 4cidos graxos livres
presentes (Pereira et al., 2021). Esse indice pode aumentar devido a hidrélise dos
triacilglicerdis, um processo que pode ser acelerado pelo calor e pela exposicdo a luz
(Castro et al., 2021). Altos niveis de acidos graxos livres, e consequentemente um
elevado indice de acidez, tém potencial para comprometer as propriedades bioldgicas
do composto final (Pereira et al., 2021).

Dentro desse contexto, a impregnacdo quimica contribui para a formacdo de
oxigenados, enquanto o aumento da temperatura € responsavel pela formacéo de
acidos graxos livres, que podem aumentar a citotoxicidade da amostra devido a

formagao de compostos toxicos e ao aumento do indice de acidez.

Figura 37. Viabilidade celular em percentagem de PBMC apds incubacdo com as fragcdes
aquosas impregnadas com HCl ou ndo em diferentes temperaturas e dilui¢des. (a) Fracdo aquosa
impregnada com 2,0M de HCI sob 350°C (b) Fracdo aquosa impregnada com 2,0M de HCI sob 400°C
(C)Fracéo aquosa impregnada com 2,0M de HCI sob 450°C (d)Frac&o aquosa impregnada com 0,50M
de HCl sob 450°C (e)Fracéo aquosa impregnada com 1,0M de HCI sob 450°C (f) Nimero de células/mL
nas fracdes aquosas HT1, HT2 e HC3. *p < 0.05 ** p< 0.01 *** p< 0.00001
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Os resultados da solugcdo aquosa nao tratada a 450°C (Figura 39.A)
demonstraram um menor impacto na viabilidade celular em comparagdo com as
amostras HM1 e HM2 diluidas a 1:320 (63+2,8%), conforme discutido anteriormente.

Contudo, ainda foi observada uma reducao na sobrevivéncia das células.

A fracdo organica nao tratada (SP3) a 450°C apresentou menor toxicidade celular
nas diluicbes de 1:80 (72,51+3,5%) e 1:160 (68+14,1%) (Figura 38.B). No entanto,
houve uma diminuicdo na viabilidade celular em comparacdo com a amostra HT1,
evidenciando que a temperatura exerce influéncia sobre os compostos extraidos
durante a pirdlise, como discutido anteriormente.
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Os achados observados decorrem da composicdo dos subprodutos da pirdlise
guando nédo sao submetidos a tratamentos acidos ou basicos. Nessas circunstancias,
os liquidos resultantes da pirélise podem conter principalmente hidrocarbonetos, como
apontado por Souza et al. (2021).

Figura 38. Viabilidade celular em percentagem de PBMC apés incubagéo com a fragéo organica nao
impregnada, obtida via pirélise a 450°C.
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Fonte: O autor (2024)

Estudos revelam que os mecanismos de decomposicdo dos componentes da
biomassa de acai variam conforme a temperatura de pirdlise: a hemicelulose se
decompde entre 220 e 315 °C, a celulose entre 315 e 400 °C, e a lignina entre 300 e
550 °C (Santos, 2022). Portanto, pode-se deduzir que o bio-6leo produzido a 450 °C
sem tratamento consiste principalmente em componentes derivados da lignina,
enquanto amostras pirolisadas a temperaturas inferiores a 400 °C contém uma
proporc¢ao significativa de compostos resultantes da decomposicao da hemicelulose e
celulose durante o processo.

Além disso, de acordo com o estudo de De Castro et al (2019), a hemicelulose e
a lignina tém uma alta capacidade de se solubilizar em meios acidos, 0 que torna o
pré-tratamento quimico um fator significativamente influente na composi¢cao quimica
dos produtos do processamento pirolitico dessa biomassa. Durante o pré-tratamento,
a solubilizagdo da hemicelulose e da lignina resulta na diminuicdo da formacéo de
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alguns acidos organicos durante a pirdlise do material, reduzindo assim a quantidade

de compostos oxigenados no bio-6leo (De Castro et al., 2019).

Na literatura, alguns hidrocarbonetos sédo descritos como prejudiciais a saude,
pois podem ser facilmente absorvidos pelas células devido a composicao majoritaria
das membranas biolégicas ser lipidica, aumentando o risco de interagdo com o DNA,
0 que pode causar danos ou até mesmo a destruicdo das células (Silva et al.,
2013).Nesse sentido, pode-se deduzir que a solucdo acida mais concentrada (2M)
facilitou a remocao de certos compostos da estrutura da biomassa, os quais poderiam
ser decompostos durante a pirélise e, consequentemente, aumentar o efeito citotoxico

da amostra, como observado nas amostras sem tratamento.
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6. CONCLUSOES

A pesquisa revelou que tanto a fracdo aquosa quanto o bio-0leo apresentaram
atividade significativa contra as cepas testadas, especialmente na diluicdo 1:40,
indicando a eficacia dos compostos fendlicos e oxigenados presentes, mesmo em
concentragcbes baixas. A fragdo organica do acai demonstrou elevada atividade
antioxidante devido ao seu alto teor de compostos fendlicos, independentemente da
diluicdo. Concentragcdes menores de HCI a 450°C mostraram causar citotoxicidade,
afetando a quantidade e morfologia celular, evidenciando que temperatura e acidez
influenciam negativamente as fragfes aquosas da pirdlise do acai. Apesar disso, 0
acai apresentou um potencial promissor para testes futuros de atividade antioxidante

e antimicrobiana em diluicbes com menor citotoxicidade.
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