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PYROLIGNEOUS ACIDS OF COCONUT SHELL, BLACK WATTLE AND EUCALYPTUS: PHYSICAL-CHEMICAL
CHARACTERIZATION AND [N VITRO EVALUATION AS POTENTIAL UREASE INHIBITORS. The increase in food production
to meet the demand of the world’s growing population is largely conditioned by the efficiency of agricultural fertilizers. The
development of relatively low-cost urease inhibitors and more environmentally friendly ones is a challenge for agriculture, especially
because urea is the most used nitrogen fertilizer globally. The pyroligneous acid (PA), a by-product of wood charcoal production,
stimulates plant growth, increases crop productivity, improves microbial metabolism, and induces plant tolerance to (a)biotic stresses.
This work investigated the in vitro urease inhibitory potential of tree PAs of distinct plant biomass origin and production process.
Coconut (Cocus nucifera) shell PA showed the highest urease inhibitory activity, followed by black wattle (Acacia mearnsii) PA and
eucalyptus (Eucalyptus urograndis, a hybrid of Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla). The same sequence was observed for
the content of phenols and humic substances (humic acids + fulvic acids). This fact probably justifies the greater inhibitory activity,
since both humic substances and some phenols normally present in PA, such as hydroquinone, have already been reported in the
literature as urease inhibitors. The results are promising in terms of urease inhibition by PA samples, especially due to its low cost,

biodegradability, non-toxicity, high solubility in water, and beneficial effects on plant development.
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INTRODUCAO

A expectativa de crescimento da populacdo mundial para
8,5 bilhdes de pessoas até 2030, apresenta-se como um desafio para
o setor agricola, uma vez que se projeta uma necessidade de expansao
da producdo de alimentos em 35%, para o mesmo periodo.! Nesse
contexto, o Brasil terd um papel de protagonista, como um dos
principais paises produtores e exportadores deste setor. Estima-se
que 87% do crescimento esperado para a produg@o agricola global
venha de melhorias no rendimento e eficicia da capacidade produtiva
de alimentos.? Dessa forma, a busca por estratégias que aumentem
o rendimento e a rentabilidade do produtor, ao passo que também
fortalecam a sustentabilidade do meio rural, sdo primordiais para que
alcancemos as metas estabelecidas.

Dentre os insumos agricolas de grande impacto na produtividade
encontram-se os fertilizantes. No Brasil, o uso desses produtos
para adubag@o aumentou em 87%, entre 2000 e 2015, contribuindo
para o significativo crescimento da producdo de grdos de 150%,
experimentado no mesmo periodo.' Entretanto, a produc@o nacional
de fertilizantes € historicamente muito inferior a demanda interna.
Estima-se que, em 2020, mais de 80% desses insumos utilizados no
Brasil foram importados,® o que vem, ao longo dos anos, reforgando
a dependéncia das importagdes. Um fator agravante estd associado
ao ndo aproveitamento integral dos fertilizantes aplicados, decorrente
de perdas por lixiviacdo, volatilizacdo, entre outras.

Os fertilizantes nitrogenados sdo os mais consumidos no mundo,
sendo que mais de 50% desta classe € aplicada sob a forma de ureia.
Ao ser aplicada ao solo, a ureia sofre hidrélise, resultando na formagao
de dois gases (amonia e didxido de carbono) e 4gua. Na presenca da
enzima urease, essa reagio € cerca de 10'* vezes mais rapida.* Por isso,
grande parte do nitrogénio aplicado ndo ¢ efetivamente aproveitada
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pela planta, sendo perdida, principalmente, pela volatilizacdo da
amonia. Uma forma de evitar essas perdas € por meio da inibi¢do da
enzima urease. Outros métodos incluem, por exemplo, a associacdo da
aplicagdo da ureia com periodos de chuva ou irrigagio, promovendo o
movimento da ureia para camadas mais profundas do solo. Entretanto,
ndo sdo tdo efetivos. Uma alternativa possivel serd apresentada nesse
trabalho, envolvendo um coproduto da atividade de carvoejamento,
denominado extrato pirolenhoso (EP).

O Brasil € o maior produtor de carvao vegetal do mundo e,
consequentemente, o pais com maior potencial para produgdo de
EP. Diversos estudos sobre a utilizacdo do EP na agricultura relatam
efeitos benéficos no crescimento vegetal,’ na produtividade,® na
inducdo de resisténcia,”® no enraizamento,’ no desenvolvimento
da microbiota benéfica do solo,” na repeléncia de insetos,'*!! na
germinagdo das sementes'>!® e na compostagem.'* A coleta do EP
nas carvoarias envolve a condensacdo da fumaca liberada na pirdlise
da madeira, contribuindo com a redugdo de emissdes e garantindo
melhorias tanto ambientais quanto sociais.

O EP de eucalipto produzido em fornos de alvenaria € o tipo de EP
de maior oferta no Brasil. O eucalipto corresponde a 76,9% de toda
a drea estimada de florestas plantadas no pais (dados de 2021)'% e os
fornos de alvenaria sdo os mais utilizados para produ¢do de carviao
vegetal.!® Nesses fornos a carbonizacio (pirdlise lenta) dura em média
trés a quatro dias. A acdcia negra ¢ uma outra espécie de madeira
dura com cultivo comercial, utilizada na producio de carvao vegetal,
principalmente, no sul do Brasil, embora em escala muito inferior ao
eucalipto. O carvao de acdcia negra € destinado, em sua maioria, ao
consumo residencial em churrasqueiras. De acordo com a Embrapa,
estima-se que a casca de coco corresponda a cerca de 70% de todo
lixo gerado nas praias brasileiras.'”” Um dos destinos para esse residuo
¢ a producido de carvdo vegetal para briquete e carvio ativado. Em
geral, a carbonizagdo da casca de coco se d4 em fornos metalicos,
de forma mais rapida (30 h), em relacdo aos fornos de alvenaria.
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A ampla utilizacdo do EP na agricultura, em especial como
inibidor da urease, pode contribuir consideravelmente para o
desenvolvimento da producdo agricola brasileira, promovendo um
maior aproveitamento dos fertilizantes nitrogenados, um melhor
desenvolvimento das culturas e maiores produtividades, fatores
essenciais para alimentar a crescente populagio de forma sustentavel.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho € caracterizar e avaliar
in vitro o potencial inibidor da urease de trés extratos pirolenhosos
produzidos a partir de diferentes biomassas e processos. Trata-se
de um estudo inovador, pois até o presente momento, ndo se tem
conhecimento de trabalhos nos quais tenha sido avaliado o efeito
inibitério da urease in vitro dos extratos pirolenhosos de eucalipto
(Eucalyptus urograndis), acicia negra (Acacia mearnsii) e casca de
coco (Cocus nucifera).

PARTE EXPERIMENTAL

Foram analisadas trés amostras comerciais de 1 L de extrato
pirolenhoso (EP) fornecidas pela empresa EPB Extrato Pirolenhoso
do Brasil. As amostras se diferenciam pela biomassa (casca de coco,
acdcia negra e eucalipto) e pelo tipo de forno utilizado no processo
produtivo (forno metdlico ou de alvenaria) (Tabela 1). O extrato
pirolenhoso foi obtido pela condensagdo de uma fragcdo dos gases
gerados na carbonizacio dessas biomassas, entre as temperaturas de
80 e 150 °C, conforme orienta¢des técnicas da Embrapa.'®

Tabela 1. Identificacdo das amostras de extrato pirolenhoso (EP) analisa-
das

Tecnologia de

Biomassa <
Producao

Identificagdo

EPEU Eucalipto (Eucalyptus urograndis) ~ Forno de alvenaria

EPAN Acdcia Negra (Acacia mearnsii) Forno de alvenaria

EPCC Casca de Coco (Cocus nucifera)  Forno piloto metdlico

Determinacio de macro e micronutrientes

Os macronutrientes nitrogénio, potdssio, fésforo, cédlcio,
magnésio e enxofre, os micronutrientes cobre, ferro, manganés,
molibdénio, zinco, sédio e boro, bem como aluminio e cobalto
presentes nas amostras de EP foram determinados conforme o Manual
de Métodos Analiticos Oficiais para Fertilizante e Corretivos, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.”” O fésforo
total foi determinado conforme o método gravimétrico do Quimociac,
que consiste na solubilizacido do fésforo da amostra por extraciio
fortemente 4cida e posterior precipitagdo do fon ortofosfato como
fosfomolibdato de quinolina, o qual € filtrado, secado e pesado. O
nitrogénio foi determinado conforme o macrométodo da Liga de
Raney que se fundamenta na mineralizagdo do nitrogénio organico
(amonificagdo), seguida da destilacdo alcalina da amdnia que €
direcionada para uma solugdo de dcido bdrico. O borato de amdnio
formado € titulado com solucdo 4cida padronizada. As quantidades
de calcio, magnésio, aluminio, cobalto, cobre, ferro, manganés,
molibdénio e zinco foram determinadas usando um espectrofotometro
de absor¢do atomica (Agilent mod. 55B), com abertura de amostra
por digestdo dcida, enquanto as quantidades de potdssio e s6dio foram
determinadas por método espectrométrico por emissdo. O enxofre
foi determinado pelo método gravimétrico do sulfato de bario, que se
baseia na oxidag@o de todas as formas de enxofre a sulfato de enxofre
por peréxido de hidrogénio em meio alcalino seguida da precipitagio
como sulfato de bério. O boro foi determinado conforme o método
espectrofotométrico da Azometina-H a 420 nm. Nesse método o dcido
bdrico age como catalisador, acelerando a reacdio de condensagio
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do acido 4-amino-5-hidroxi-2,7-naftalenodissulfonico com aldeido
salicilico para formar azometina-H (colora¢do amarela).

Determinacio de carbono organico

A quantidade de carbono organico (C,,,) dos extratos pirolenhosos
(EPs) foi determinada pelo método de oxidagdo com o dicromato
de potdssio, conforme Manual de Métodos de Andlise de Solo
da Embrapa,” por via dmida. Neste método, a determinacdo do
C, ocorre indiretamente em fungdo da reagdo do carbono com o
dicromato de potdssio, na presencga de dcido sulftrico concentrado e
de uma fonte externa de calor, que sdo usados como catalisadores da
reagdo. O dicromato remanescente € quantificado por titulacdo com

solucdo de sulfato ferroso amoniacal padronizada.
pH, condutividade elétrica, densidade e indice de refracgio

A medicao do potencial hidrogenionico (concentragdo de fons H*)
das amostras foi realizada utilizando um potencidmetro com eletrodo
combinado de vidro (pHmetro Digimed mod. DM-22) aferido e
calibrado com solugdes-padrao de pH 4,00 e pH 7,00. A condutividade
elétrica foi medida com o auxilio de um condutivimetro digital (Tecnal
mod. Tec-4MP), que foi ajustado a temperatura da amostra e aferido
com solucdo de KCI 0,01 mol L' (condutividade de 1,4 mS cm™).
Para a determinagdo da densidade das amostras (massa especifica)
foi utilizado um picndmetro Gay-Lussac com capilar de 25 mL de
capacidade. Inicialmente, verificou-se o volume do picndometro. O
picndmetro, limpo, seco e previamente pesado foi imerso em banho
de dgua termostatizado a 20 = 0,5 °C por 20 min. Apds esse periodo,
o picnometro foi seco com papel absorvente e pesado. O mesmo
procedimento foi repetido substituindo a 4gua pela amostra. Por fim, o
volume foi calculado dividindo a diferenca entre a massa do picnometro
com a dgua destilada e a massa do picndmetro vazio, em gramas, pela
densidade da dgua a 20 °C. A densidade da amostra foi calculada
dividindo a diferenca entre a massa do picndmetro com a amostra e a
massa do picndmetro vazio, em gramas, pelo volume calculado. Foram
determinados também os indices de refracao (grau BRIX)*! dos EPs,
utilizando o refratometro da marca Hanna mod. HI96801.

Determinacio de dcidos himicos e fiilvicos

As quantidades de 4cidos hiimicos (AH) e filvicos (AF) foram
determinadas conforme método volumétrico do dicromato de potassio
descrito no Manual de Métodos Analiticos Oficiais para Fertilizante e
Corretivos, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento."
O método consiste na extracio do extrato hiimico total (EHT) com
solu¢do alcalina, separacdo das fracdes AH e AF pela diferenga de
solubilidade em meio dcido (pH 1; AFs soltiveis e AHs insoldveis) e
quantifica¢do das fragdes pela determinagdo da quantidade de carbono
organico total por oxida¢do com o dicromato de potdssio.

As amostras foram submetidas a extrac@o alcalina com pirofosfato
de sddio 0,1 mol L' em NaOH 0,1 mol L*! para obtengéo do extrato
hidmico total (EHT). Cada sistema foi agitado manualmente, seguido
de manutencido da mistura em repouso por 24 h. A mistura foi
centrifugada por 15 min, o sobrenadante recolhido e reservado, e foi
adicionada novamente a solu¢@o extratora até o desprendimento e
suspensdo do precipitado. A mistura foi deixada em repouso por 1 h
e centrifugada novamente por 15 min. O sobrenadante foi recolhido
e combinado com o sobrenadante obtido anteriormente, compondo a
solucdo de extrato himico total (EHT). Posteriormente, foi realizado
o fracionamento do EHT em AH e AF. O pH do EHT foi ajustado
a pH 1,0 seguido de decantagdo por 18 h e filtragdo em filtro de
membrana de 0,45 pm sob véicuo. O filtrado foi recolhido e o volume
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ajustado para 100 mL com dgua, compondo a fragdo de AF. Ao
precipitado resultante foi adicionado NaOH 0,1 mol L™ até a lavagem
completa do filtro. Para compor a fracdo de AH, o solubilizado foi
recolhido em baldo e volume ajustado com dgua para 100 mL. Por
fim, o carbono orgénico total das fracdes AH e AF foi quantificado
por oxidagdo com o dicromato de potdssio.

Quantificacao de aminoacido por HPLC

Para quantificacdo dos aminodcidos, as andlises foram realizadas
conforme protocolo descrito por White et al.?? Inicialmente foi
realizada a hidrélise proteica da amostra com adi¢do de uma solucgao
de HC1 6 mol L' em fenol 1%, a 106 °C por 24 h. Posteriormente,
o hidrolisado foi submetido a derivatizagdo pré-coluna com
fenilisotiocianato formando os derivados de feniltiocarbamil-
aminodcidos. Em seguida, foi realizada a separagdo e quantificacio
dos produtos a 254 nm por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detector de UV para quantificagdo de acido aspartico,
acido glutamico, serina, glicina, histidina, taurina, arginina, treonina,
alanina, prolina, tirosina, valina, metionina, cistina, isoleucina,
leucina, fenilalanina, lisina e hidroxiprolina.

Quantificaciio de hidrocarbonetos poliaromaticos - HPAs

Para quantificacdo dos hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs)
as amostras foram preparadas conforme Método da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos U.S. EPA 3510C:1996
PAH/SVOC por extracdo liquido-liquido em funil de separacio e,
posteriormente, foram analisadas em cromatégrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (GC/MS), conforme U.S. EPA 8270 D:2007.
Foram quantificados os HPAs benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzolg,h,i]perileno,
criseno, dibenzo[a,h]antraceno, e indeno[1,2,3-cd]pireno sugeridos
pela Embrapa na Circular 177% para o controle de qualidade do EP.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Para a identificagdo dos principais compostos presentes no EP foi
utilizada a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS) e a metodologia descrita por Banel e Zygmunt.>*
Para tal, foi feita uma extracdo dos compostos organicos soliveis
com éter metil-ferc-butilico (MTBE). Anteriormente a extragdo com
MTBE, foi adicionado 1 g de cloreto de sédio (NaCl) em amostras
de 4 mL visando diminuir a solubilidade dos compostos orgdnicos
em 4gua e assim aumentar a extragdo dos mesmos. A extracdo foi
realizada duas vezes com 2 mL de MTBE por 10 min em vértex,
seguida de centrifugacdo (2 min/4000 rpm). As fases organicas
provenientes das duas extragdes foram coletadas com o auxilio de
uma seringa e combinadas. Foi adicionado sulfato de sédio anidro
para remogao da dgua residual e posteriormente, a amostra foi seca
em N, e, entdo, ressuspendida em 300 uL. de MTBE e submetida a
andlise cromatogréfica.

A separacdo cromatografica foi conduzida em coluna analitica
NA-WAX (30 m x 0,25 mm, 0,25 um), de acordo com o seguinte
programa de temperatura: 2 min sob temperatura constante de 60 °C,
seguido de aumento de 5 °C min’!, e posterior estabilizacdo em 220 °C
por 16 min. O injetor operou no modo split na razdo de separacio
1:10 (mantendo a temperatura do injetor constante em 250 °C).
Foi utilizado hélio como gés de arraste, sob fluxo de 0,7 mL min’!
na coluna. A aquisi¢do dos espectros foi obtida no intervalo de
40-400 m/z. A identificacdo dos componentes do extrato foi feita de
acordo com comparagdes entre os espectros das substincias e a base
de dados das bibliotecas NIST e Wiley.
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Determinacio da quantidade total de fendis

O teor total de compostos fendlicos foi determinado pelo
ensaio de Folin-Ciocalteau de acordo com o procedimento descrito
por Rover e Brown.”® O método € baseado na reducdo quimica do
reagente de Folin-Ciocalteu (mistura de acidos fosfotiingstico e
fosfomolibdico) pela oxidag¢do dos compostos fendlicos, produzindo
oxido de tungsténio e 6xido de molibdénio de cor azul que absorvem
no comprimento de onda de 760 nm.

Foram adicionados 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteau
em 10 pL de amostra, seguida da adi¢do de 150 puL de solucdo de
carbonato de sédio 10% m/v. A mistura foi agitada durante 10 s
e deixada a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds 2 h, a
absorbancia foi determinada a 765 nm usando espectrofotdmetro
UV-Vis. O dcido gdlico foi usado para construir a curva analitica.
As solugdes padrao de calibracio do dcido gilico foram produzidas
dissolvendo 0,5 g de dcido gdlico em 10 mL de metanol e depois
avolumadas para 100 mL com &dgua (5 g L' final). Padroes com
concentracdes de 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg L' foram
criados diluindo 10, 20, 40, 80, 120, 160, 200 uL em dgua até 1 mL,
respectivamente.

Efeito do extrato pirolenhoso sobre a atividade da urease in vitro

A atividade de urease in vitro foi determinada utilizando o método
do indofenol.”* O método consiste na quantificagio do fon amdnio
gerado a partir da hidrélise da ureia, catalisada ou nio pela urease.
Os fons amonio reagem com fenol e hipoclorito de sédio (NaClO), na
presenca do catalisador nitroprussiato de sddio, para formar o indofenol
que tem coloragdo azul. A intensidade da cor formada € proporcional
a concentra¢do de amoOnia na amostra testada e a determinagdo €
realizada por leitura espectrofotométrica.

As amostras de EP nas concentragdes finais de 0,2, 0,4 ou 0,6%,
bem como o controle negativo (4gua) e controle positivo (4cido
aceto-hidroxamico, conhecido inibidor da urease) foram incubados
na presenca de tamp@o fosfato 20 mmol L' e ureia na concentragiao
final de 10 mmol L', na presencga ou auséncia de urease tipo III de
Canavalia ensiformis, em microplacas de 96 pogos. As placas foram
incubadas por 10 min a 600 rpm e 25 °C, em agitador de placa
(Biosan Plate Thermo Shaker PST-60HL-4). Apds a incubagdo,
foram adicionadas a “solu¢do A” (fenol 1% m/v e nitroprussiato
de sédio - SNP 0,005% m/v) e a “solu¢do B” (NaOH 0,5% m/v e
NaOCl10,1% m/v), na auséncia de luz, uma vez que o nitroprussiato é
fotossensivel. Por fim, as placas foram novamente incubadas a 37 °C
por 15 min a 600 rpm para realizagdo de leitura espectrofotométrica
a 630 nm. A quantidade de indofenol formado € proporcional a
concentra¢do de amonio no meio e inversamente proporcional a
inibicdo enzimatica.

No presente ensaio foi utilizada a urease purificada da
Canavalia ensiformis (Jack bean). Como o EP consiste em uma
mistura de centenas de compostos niao € possivel calcular sua
concentragdo em micromolar, sendo assim as dosagens foram
calculadas em relagcdo ao volume da mistura de ureia, urease, dgua
e tampao (Tabela 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a caracterizacdo fisico-quimica das
amostras de EP estudadas no presente trabalho sdo apresentados
na Tabela 3. O pH das amostras variou em torno de 3,0 a 3.8,
em concordincia com outros trabalhos da literatura.””-*® Segundo
Theapparat Y. et al.,”” o pH dos EPs varia de 2 a 4 devido a
presenca de dcidos organicos, como dcido acético, dcido férmico
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Tabela 2. Quantidades dos compostos utilizadas em cada pogo de reacdo
da microplaca

Compostos/Enzima Quantidade utilizada
EP diluido 2%, 4% ou 6% 10 uL

Base (tampdo, EDTA, dgua) 75 uL
Urease 2,5 U mL"! 5puL

Ureia 100 mmol L' 10 uL

Total 100 L

Tabela 3. Caracterizag@o fisico-quimica das amostras de extrato pirolenhoso
(EP)

Parametros EPEU* EPCC* EPAN*
indice de refragdo (Brix) 3,4 10,0 6,0
Densidade (g cm™) 1,01 1,01 1,01
pH 3.8 3,1 38
Eirrcl)gchlth]lX;dade elétrica 1 17 14
ndice salino 0,99 1,64 1,35
Carbono organico (%) 3,47 7,8 5,43
Nitrogénio (%) 0,27 0,37 0,33
Relagdo C/N 13,0 21,0 16,0
Foésforo (%) 0 0 0,03
Potdssio (mg L) 0 0 0
Calcio (mg L) 0 0 0
Magnésio (mg L) <0,0013 <0,0013 <0,0013
Enxofre (%) 0 0 0,01
Sédio (mg L) 2,87 8,84 12,6
Boro (%) 0,04 0,11 0
Cobre (mg L") 0 0 0
Ferro (mg L") 0,23 71,79 0,24
Manganés (mg L) <0,0013 <0,0013 <0,0013
Zinco (mg L") 16,19 0 218,88
Aluminio (mg L) 43,69 0 124,55
Cobalto (mg L) 22,62 < 0,0004 < 0,0004
Molibdénio (mg L) 28,78 0 0
Acido himico (%) 0,95 1,84 14
Acido filvico (%) 1,54 2,47 2,68
Glicina (%) 0,02 <0,01 <0,01
Histidina (%) 0,08 <0,01 < 0,01
Zjﬁ(c)if) totais (% eq. deido 5 454 0,01 0,961 0,003 0,73 % 0,03

*EPEU: extrato pirolenhoso de eucalipto produzido em forno de alvenaria.
*EPCC: extrato pirolenhoso de casca de coco produzido em forno metdlico.
*EPAN: extrato pirolenhoso de acdcia negra produzido em forno de alvenaria.

e 4cido propidnico. Ademais, a quantidade desses compostos, e
consequentemente o valor de pH, oscilam em funcdo da biomassa,
do tipo de forno, da temperatura de carbonizagdo, entre outros
fatores.?” Os critérios para julgar a qualidade dos EPs foram
sugeridos por Wada (1997)* como sendo pH em torno de 3,
densidade em torno de 1,010-1,050 g mL"!, coloracéo amarelo pélido
ou marrom avermelhado, odor de defumado, aparéncia visualmente
transparente sem matéria suspensa e o teor de alcatrio dissolvido
ndo ser superior a 3%. Observa-se que as quantidades de macro (N,
P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn),
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quando presentes, sdo pequenas e apresentam grande variabilidade
entre as amostras de EP.

As concentragdes de macronutrientes em plantas variam de 30
a 60.000 mmol kg!' de massa seca, enquanto as de micronutrientes
variam de 0,001 a 3 mmol kg de massa seca.** O molibdénio,
encontrado apenas na amostra de eucalipto (EPEU), é um dos
micronutrientes requerido em mais baixa quantidade pelas plantas
(0,1 ppm de matéria seca)’ e estd relacionado com o metabolismo
do nitrogénio.*® Este micronutriente estd presente na enzima nitrato
redutase que catalisa a reducdo do nitrato a nitrito, primeiro passo
do processo de assimilacdo do nitrogénio do nitrato em aminodcidos
e também ¢ encontrado na nitrogenase bacteriana, responsavel pela
fixacdo bioldgica do N, pelos microrganismos.* O zinco apresentou-
se em maior quantidade na amostra de acdcia negra (EPAN), embora
também tenha sido encontrado na amostra de eucalipto (EPEU).
Junto ao boro, o zinco € o micronutriente que mais frequentemente
estd associado a deficiéncia de nutrientes em culturas de solos das
regides tropicais®? e sua concentragdo nas plantas € em torno 20 ppm
de matéria seca.’! O zinco € componente e ativador de vérias enzimas,
incluindo desidrogenases (alcodlica, glutdmica e ldtica), sintetases,
carboxilases, isomerases.’> Além disso, existem evidéncias que
indicam a participagdo do zinco na sintese do triptofano, precursor
dos horménios da classe das auxinas.’**? O ferro foi encontrado em
quantidades relativamente altas na amostra de casca de coco em
relagdo as demais. O ferro € parte do grupo prostético de proteinas
que participam das etapas fotoquimica e bioquimica da fotossintese,
da fixa¢@o do nitrogénio e da respirac@o celular.* Sua concentragdo
média nas plantas é em torno de 100 ppm de matéria seca.’!

O Brix € uma escala numérica utilizada para solucdes de sacarose,
na qual um teor de Brix igual a 10 equivale a, aproximadamente,
10 gramas de sacarose em 100 mL de solugdo. Segundo Oasmaa e
Kuoppala,*' quando se aplica o método Brix a andlise da fase aquosa
dos liquidos de pirdlise, determina-se a quantidade total de actcares
(aldoses e cetoses) juntamente com a fracdo de hidroxi-aldeidos e
hidroxi-cetonas, cujas estruturas quimicas sdo semelhantes. Ainda,
de acordo Oasmaa e Kuoppala,?' grande parte desses carboidratos é
insolivel em éster em geral e ndo € eluida nas andlises de GC-MS.
As amostras apresentaram diferentes valores de Brix, sendo o EPEU
com a menor concentragdo (3,4 gem 100 mL) e o EPCC com a mais
alta concentragio, equivalente a 10 g em 100 mL, o que pode ser
devido tanto a biomassa utilizada, quanto ao processo de producio
empregado.

Determinacio de aminoacidos

Neste trabalho os seguintes aminodcidos foram analisados
nas trés amostras de extrato pirolenhoso (EPEU, EPCC e EPAN):
acido aspartico, dcido glutdmico, serina, glicina, histidina, taurina,
arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina, metionina,
cistina, isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina e hidroxiprolina.
Entretanto, apenas a amostra de extrato pirolenhoso de eucalipto
(EPEU) apresentou teores de glicina e histidina quantificdveis
pela metodologia utilizada. Os demais aminodcidos avaliados
apresentaram teores abaixo do limite de quantificagdo do método
que foi de 0,01%. A glicina, encontrada nas amostras de EPEU, tem
sido destacada como um importante aminodcido para agricultura
capaz de promover maior absorcdo e translocac@o de nutrientes pelas
plantas, devido a sua capacidade quelante.*3* A histidina é um dos
aminodcidos que desempenha um papel fundamental no crescimento
e desenvolvimento das plantas.®

Embora os aminodcidos sejam uma fonte importante de nitrogénio
(N) para algumas culturas, baixas concentracdes, como as encontradas
nas amostras de EP, apresentam funcdo bioestimulante, tento em vista
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que as quantidades s3o muito pequenas para que os efeitos benéficos
sejam atribuidos ao aumento da disponibilidade de N. Schiavon ef al.*®
demonstraram os efeitos bioestimulantes dos aminodcidos derivados
de um hidrolisado de proteinas de alfafa. O hidrolisado apresentava
um teor de nitrogénio total pelo método Kjeldahl igual a 2,28% e um
contetido total de aminodcidos livres igual a 1,9%. Aplicado a taxas
de 0,01 e 0,1 mg L', o hidrolisado resultou em maior crescimento da
planta e acimulo de agticar nas folhas. Adicionalmente, a atividade
de uma série de enzimas envolvidas no metabolismo do carbono (C)
(malato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e citrato sintase)
e na reducdo e assimilacio de N (nitrato redutase, nitrito redutase,
glutamina sintetase, glutamato sintase, aspartato aminotransferase)
foi significativamente induzida pelo fornecimento do hidrolisado as
plantas. Tendo em vista que as quantidades normalmente aplicadas
do EP na agricultura estdo em torno de 1 a 10 mL L' de calda
agricola, os teores de aminodcidos estariam em concentracdes
aproximadas ao hidrolisado avaliado por Schiavon ef al.* como
bioestimulante. A presenca dos aminodcidos glicina (envolvido na
quelac@o de minerais, melhorando a absor¢do destes)*** e histidina
(com importante envolvimento na fotossintese)*’ podem contribuir
com o efeito bioestimulante do EPEU.

Determinacio de acidos himicos e filvicos

Todas as amostras de extrato pirolenhoso (EPEU, EPCC e EPAN)
apresentaram maiores teores de dcidos fulvicos (AF) em relagdo aos
dcidos himicos (AH). Os AF possuem menor ocorréncia de unidades
aromdticas e apresentam maiores teores de oxigénio e menores
teores de carbono em relagdo aos AH.*® A amostra EPEU foi a que
apresentou menores quantidades de AH e AF. As quantidades de AF
nas amostras EPCC e EPAN foram semelhantes entre si (coeficiente
de variagdo médio da andlise < 15%).

Tradicionalmente, as substancias himicas, que desempenham um
papel importante na fertilidade e porosidade do solo, sdo produzidas a
partir de residuos orgéanicos frescos apds processos de decomposicao
prolongados no solo. Embora muito benéfico, o efeito da utilizagio
dos residuos organicos frescos como, por exemplo, estercos e
residuos de colheitas, € lento. Além do longo periodo requerido, outra
desvantagem estd relacionada as elevadas quantidades necessdrias
(50 a 200 t ha'). Adicionalmente, alguns dos residuos, como os de
origem animal, podem ainda ser fontes de poluentes e microrganismos
prejudiciais.®

Stankovikj e al.*® propuseram uma estrutura representativa para
as substancias himicas piroliticas presentes nos liquidos de pirdlise.
Essas substancias hiimicas consistem em um grupo de moléculas com
uma grande variedade de massas molares, nas quais sdo encontradas
unidades fendlicas, carboxilicas, carbonilicas e agticares em estruturas
altamente interligadas.®

De acordo com Piccolo ef al.,* as substincias himicas sdo
capazes de formar complexos argilo-himicos com componentes
hidrofilicos orientados para o centro do agregado e componentes
hidrofébicos voltados para fora. Tais complexos aumentam a
estabilidade do agregado, tornando o solo mais aerado, facilitando
a penetracdo das raizes, aumentando a disponibilidade de dgua para
as plantas, reduzindo a erosdo e protegendo os solos dos efeitos
desagregadores de agroquimicos anidnicos aplicados aos solos
agricolas. Tais observagdes estdo em concordancia com os resultados
apresentados por Uthayakumar et al.,** que mostraram que a aplicagéo
do EP aumentou a porosidade, além de aumentar o teor de carbono
do solo e solubilizar carbonatos indesejados.

Outro beneficio atribuido as substancias himicas estd relacionado
a sua atividade semelhante & auxina que estimula a H*-ATPase
das membranas plasmadticas e promove o crescimento celular.*!
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Zandonadi et al.** mostraram que os dcidos hdmicos se comportam
como auxinas exdgenas, estimulando a emergéncia de raizes laterais.
Adicionalmente, os autores demonstraram que tais efeitos no
desenvolvimento radicular envolvem a sinalizagdo do 6xido nitrico.
Isso porque, na presenca de moléculas sequestrantes de 6xido nitrico
(NO), a estimulagdo da atividade da H*-ATPase e os efeitos no
aumento das raizes laterais promovidos pelos dcidos himicos sdo
significativamente reduzidos. A expressdo e atividade da H*-ATPase
das membranas plasmaticas, leva a acidificagdo do apoplasto, que
ndo apenas estimula o crescimento, como também estd envolvida em
muitas respostas fisiolgicas das plantas.** O aumento das raizes e
dos teores de 6xido nitrico também foi reportado por Zhong et al.®
na soja tratada com liquido de fumaca.

Principais compostos identificados por cromatografia

Pela metodologia cromatogrdfica utilizada, foram identificados,
no total, 113 compostos diferentes nas amostras, sendo que 48 eram
comuns a todas as amostras, independente da biomassa ou do forno
utilizado na producdo. Comparando os perfis cromatograficos das
amostras (Figuras 2 e 3), percebe-se que as amostras de eucalipto
(EPEU) e de acacia negra (EPAN) produzidas em fornos de alvenaria
(fornos tradicionalmente usados na produgdo de carvdo vegetal)
apresentam um perfil semelhante e com menor intensidade de picos
em relacdo a amostra de casca de coco carbonizada em forno metdlico
(EPCC) (Tabela 18, disponivel no Material Suplementar).

O perfil cromatografico semelhante entre as amostras EPEU e
EPAN provavelmente se deve ao fato de tanto o eucalipto quanto
a acdcia negra serem madeiras duras e apresentarem lignina do
tipo guaiacil-siringil, com predominio das unidades siringil,***
enquanto a casca de coco apresenta lignina do tipo p-hidroxifenil-
guaiacil-siringil* com predominio das unidades guaiacil. Portanto,
a quantidade de siringol e seus derivados (metil, etil e propil) é
relativamente maior nas amostras EPEU e EPAN, quando comparada
as da amostra EPCC.

O perfil cromatogriafico de compostos voldteis do EPCC no
presente trabalho foi semelhante ao reportado por Said et al.*’ para
a pirdlise da casca de coco acoplada a espectrometria de massas
(Py-GC/MS). A amostra EPCC, produzida no forno metalico piloto,
apresentou teores individuais de dcido propandico, acido butandico
e 4cido pentandico oito vezes superiores as amostras produzidas nos
fornos de alvenaria (valores calculados a partir da drea absoluta desses
compostos nos cromatogramas - Figura 3).

Conforme reportado por Theapparat et al.,*® em todas as amostras
foram identificados compostos com diversas classes organicas (fendis,
acidos carboxilicos, cetonas, ésteres, éteres etc.), sendo os acidos e os
fendis os principais grupos identificados utilizando-se a metodologia
aplicada no presente trabalho. A variedade de compostos presentes
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Figura 3. Cromatogramas com a identifica¢do dos principais picos da amos-
tra de EP: (a) de eucalipto produzido no forno de alvenaria (EPEU), (b) de
acdcia negra produzido no forno de alvenaria (EPAN)

no EP, confere a ele diversas funcionalidades para uso na agricultura,
conforme destacado na Tabela 4.

O 4cido acético foi identificado na andlise cromatografica de todas
as amostras (Tabela 4). Conforme jd estabelecido na literatura,” o
acido acético € o principal componente do EP e sua propor¢ao em
média varia entre 3-7% m/m, enquanto as fragdes fendlicas variam
de 1-3%.* Sao diversas as propriedades benéficas do dcido acético
para agricultura, conforme apresentado na Tabela 4. Nos trabalhos
realizados por Yatagai et al.,” o dcido acético demonstrou ser um
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dos compostos termiticidas mais potentes do EP, embora varios
outros dcidos (dcido propanoico e valérico) e compostos fendlicos
(4-etil-2-metoxifenol; o-cresol; o-etil-fenol) também apresentem
essa atividade.”

E sabido que os compostos fendlicos extracelulares desempenham
fun¢des importantes nas plantas, desde o refor¢o da parede celular
até agdes antibidticas e antioxidantes. De acordo com Baker et al.,”
as células de suspensdo sauddveis de tabaco e batata tém pools
extracelulares significativos de compostos fenélicos que atenuam
o estresse oxidativo resultante, por exemplo, do ataque microbiano
a planta. O 4cido ascérbico e outros antioxidantes fendlicos no
apoplasto, junto com as peroxidases, ajudam a regular o potencial
redox do apoplasto. De acordo com os autores, € provdvel que os
antioxidantes fendlicos reajam diretamente com a peroxidase e com
as espécies de H,0,, enquanto o dcido ascérbico atue regenerando o
composto fenélico oxidado. Esse fendmeno tem sérias implicagdes
no que diz respeito aos mecanismos de reacdo das células vegetais
a varios estimulos.

Baker et al.”* identificaram a acetosiringona como um dos
principais compostos fendlicos extracelulares produzidos pela
suspensdo de células vegetais de tabaco e demonstraram que este
composto estd envolvido na aceleragdo da resposta da planta a
infec¢do bacteriana. A acetosiringona foi também encontrada
nas amostras de eucalipto e acdcia negra analisadas no presente
trabalho. Muitos compostos fenélicos encontrados nas amostras de
EP analisadas (Tabela 4) apresentam propriedades antioxidantes
e antifingicas reportadas na literatura, inclusive contra fungos
filamentosos patogénicos importantes, como os dos géneros
Fusarium, Aspergillus e Penicillium.®° Entre os compostos fenélicos
com propriedades fungicidas, destacam-se os seguintes: isoeugenol,
2-etilfenol, 4-etilfenol, 2-metoxi-4-metilfenol (4-metil-guaiacol),
4-etilguaiacol e salicilaldeido.®®

Embora a atividade antifingica e antimicrobiana do extrato
pirolenhoso (EP) esteja normalmente associada aos derivados
fendlicos,>’¢7 outros compostos também desempenham um papel
importante nesta propriedade. O 4cido propanoico encontrado nas
trés amostras analisadas, por exemplo, tem sido amplamente utilizado
em produtos alimenticios como conservante, devido ao seu efeito
inibitdrio sobre o crescimento de microrganismos.” Nesse sentido,
Yun e Lee™ revelaram que o dcido propanoico induz a morte celular
de fungos por apoptose mediada por mitocondrias. Adicionalmente, o
furfural € um ingrediente ativo de pesticida que possui propriedades,
ndo apenas fungicidas, mas também nematicidas.’® Ainda, uma
patente chinesa (CN102458125B)% refere-se ao uso de compostos
de ciclopentanodiona como inseticidas, acaricidas e/ou fungicidas.

Experimentos com rizobactérias do género Bacillus mostraram
que os volateis produzidos por essas bactérias eram responsdveis pelo
aumento do crescimento® e pela inducdo de resisténcia sistémica®
nas plantas de Arabidopsis. Esses volateis foram identificados como
acetoina e 2,3-butanodiol. Nas mudas de Arabidopsis expostas
a misturas dos voldteis acetoina e 2,3-butanodiol, a gravidade
da doenga (Podriddao-mole) causada pelo patégeno bacteriano
Erwinia carotovora subsp. carotovora, foi significativamente
reduzida em comparacdo com mudas ndo expostas antes da
inoculagdo do patégeno. A exposicdo aos compostos organicos
voldteis e rizobactérias por apenas 4 dias foi suficiente para ativar
resisténcia sistémica induzida em mudas de Arabidopsis. A acetoina
foi encontrada em todas as amostras de EP analisadas no presente
trabalho (Tabela 4). A grande variabilidade e a atividade sinérgica
dos diversos componentes do EP podem dificultar o desenvolvimento
de resisténcia por parte dos microrganismos,*'#? o que torna o EP
um produto ainda mais interessante para aplicagdo na protegdo dos
cultivos de interesse agricola.
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Tabela 4. Compostos identificados nas andlises cromatograficas, com seus respectivos tempos de retengao, drea absoluta em cada amostra e atividade/proprie-

dade reportada na literatura

Area absoluta

Temp (1 de . Composto Atividade/Propriedade* Ref.
retencdo (min) EPEU EPCC EPAN
5730 acetoina 20%10°  57x10°  23x10° - Promove crescimento 49
- Induc@o de resisténcia sistémica 50
- Herbicida
- Conservante para frutas pos-colheita 51
- Fungicida contra fungos do solo e doenga 52
8,748 dcido acético 18x10°  43x10°  12x 10° .. da podriddo radicular 33
- Solubilizacdo de nutrientes e aumento da 54
biodisponibilidade 55
- Termicida 56
- Repelente
- Nematicida 57
9,451 furfural 8,3 x 10° 1,1 x 108 2,4 x 10° - Fungicida 58
- Repelente 56
. . - Termicida 55
4 7 7 6
11,099 dcido propanoico 1,4 x 10 7,0 x 10 8,4 x 10 - Fungicida 50
14,388 2-h1dr0{(1jbenz:illdeld0; - 2,7 x 10° - Fungicida 60
salicilaldeido
. . - Antioxidante 60,61
- 7 8 6 )
18,349 2-metoxifenol (guaiacol) 1,3x 10 2,0 x 10 8,9 x 10 - Fungicida 60
- Larvacida 62
_ 7 13
20,791 maltol 1,010 1710 - Intensificador de sabor e antioxidante 27,63
20,414 2-metoxi-4-metilfenol 1,0 x 107 4,5 %107 5,9 % 10° - Anti-inflamatéria 64
21,927 detil-Zmetoxi-fenol 00 94107 24x 108 - Fungicida 60
etil-guaiacol
22,912 4-metilfenol; p-cresol 3,5 x 10° 4,5 x 107 2,6 x 10° - Indutor de crescimento 65
23,050 3-metilfenol; m-cresol 5,0 x 10° 3,2 x 107 3,6 x 10° - Indutor de crescimento 65
24,608 Zemetoxi-4-(I-propenil)- 3 5059 j0s - Fungicida 60
fenol; isoeugenol
24,744 4-etil-fenol - 8,4 x 10° - Fungicida 60
. . .. - Antioxidante 61
- 7 8 7
26,532 2,6-dimetoxifenol (siringol) 6,6 x 10 2,1 x 10 8,5x 10 - Fungicida 60.66
31,637 Vaniling; 4-hidroxi-3- 300 46100 17x 100 - Fungicida 60
metoxi-benzaldeido
4-hidroxi-3,5-dimetoxi- o o o - Antioxidante 67
38,685 benzaldeido; siringaldeido 2,1x10 3,7x10 1,3 %10 - Inibidor de urease 68
- Fungicida contra Physalospora piricola e
Alternaria alternate 69
2-metil-1,4-benzenodiol ou . . . - Bactericida contra Staphylococcus aureus
39,989 2-metilhidroquinona 29x10 1410 23x10 resistente ;(1)
- Herbicida
- Inibidor de urease
40.012 1-(4-hidroxi-3,5- 41 % 10° _ 3.6 % 100 - Acelerador da resposta da planta a infeccio 7
’ dimetoxifenil)-etanona ’ ’ bacteriana
- Indutor de germinacéo e de crescimento 73
40,642 hidroquinona - 4,1 x 107 da parte aérea 74

- Inibidor de urease

*As atividades/propriedades indicadas sdo descritas por outros grupos de pesquisas cujas fontes sdo apresentadas na coluna de referéncias desta tabela.

Na inddstria alimenticia, segundo Rozum,® os aldeidos e
cetonas alifdticos sdo responsdveis pela caracteristica corante das
fumacas liquidas conferida as carnes através da reacdo de Maillard,
sendo o hidroxiacetaldeido o principal aldeido responsavel por esse
efeito. Por outro lado, o siringol e seus derivados sdo os principais
responsdveis pelo sabor de defumado e propriedade antioxidante.
Embora, o guaiacol, o furfural, o cicloteno, o maltol, as cetonas
aromaticas e os aldeidos também desempenhem papéis importantes
na composicdo geral do sabor e aroma conferido ao alimento.

Wasserman® demonstrou que a mistura dos trés principais compostos
(guaiacol, 4-metil-guaiacol e siringol) nas propor¢des encontradas no
liquido de pirdlise ndo € suficiente para fornecer o aroma defumado
caracteristico desejdvel.

Inibicao da urease in vitro dos extratos pirolenhoso e seus
principais constituintes

Ap6s a caracterizagdo, as amostras foram submetidas ao ensaio de
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inibi¢do da urease in vitro. O efeito inibitdrio dos EPs sobre a atividade
anti-ureolitica revelam um comportamento concentragdo dependente
para a inibi¢do da urease de Canavalia ensiforms (Figura4). A partir
das curvas de inibi¢ao em funcdo das dosagens (Figura 4) foi possivel
calcular a concentragdo minima para inibir 50% da urease (ICs),
apresentada na Tabela 5.
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Figura 4. Curva concentragdo dos extratos pirolenhosos versus efeito inibi-
torio in vitro da atividade anti-ureolitica da urease de Canavalia ensiforms

Os resultados in vitro de inibigdo da urease pelas amostras de
EPs estudados mostraram-se promissores, embora, a primeira vista,
sejam inferiores ao inibidor de referéncia (acido aceto-hidroxamico,
Tabela 5). E valido destacar que o EP, um subproduto da produgio
de carvio vegetal, consiste em uma solu¢do aquosa com centenas de
compostos organicos e teor de umidade entre 80 e 90%. Dessa forma,
descontando a porcentagem referente a dgua e outros compostos
sem atividade, € provdvel que os compostos inibidores da urease
presentes no EP tenham atividades ainda superiores ao dcido aceto-
hidroxamico. Os valores de IC,,encontrados para todas as amostras
sdo praticamente equivalentes ou inferiores as dosagens minimas
normalmente aplicadas de EP na agricultura (0,5% do volume de
calda, aproximadamente, 1 L de EP por hectare).

A amostra EPCC, produzida no forno metélico, com carbonizacio
mais rapida em relacdo ao forno de alvenaria, mostrou uma capacidade
inibitéria da urease superior as demais produzidas por pirélise lenta
(EPEU e EPAN). Esta amostra (EPCC) também foi a que apresentou
maior teor de substiancias himicas (soma de acidos humicos e
filvicos) e uma maior concentracdo de compostos identificados
nas andlises cromatograficas. Isso se explica porque em pirdlises
intermedidrias, com menores tempos de residéncia em relacdo a
pirolise lenta, como € o caso do processo produtivo da amostra EPCC,
a clivagem de moléculas de maior massa molecular, provenientes
da degradacdo térmica da biomassa, ocorre em menor extenso,®
o que justifica a maior concentracio de substincias himicas. Nesse
processo, os produtos liquidos sdo beneficiados, apresentando maiores
teores de carbono organico, enquanto na pirdlise lenta, a producio
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do carvio € favorecida. Ademais, no presente estudo foram também
utilizadas biomassas precursoras diferentes, o que influencia na
composi¢do do EP. Vale destacar que estudos anteriores realizados
pelos autores, ainda ndo publicados, indicaram que o processo
produtivo teve uma maior influéncia sobre a composicdo do EP do
que a biomassa precursora.

Alguns dos compostos detectados por cromatografia nas amostras
de EP apresentam atividade inibitéria da urease j4 relatada na
literatura, sendo eles o acetol,* a hidroquinona,®” o siringaldeido® e
a 2-ciclopenten-1-ona,® assim como as substancias hiimicas.*** O
acetol, a 2-ciclopenten-1-ona e a hidroquinona estdo presentes em
maiores concentracdes na amostra EPCC e podem estar contribuindo
para o melhor desempenho desta amostra na inibi¢do da urease
(Tabela 5). O siringaldeido foi encontrado em todas as amostras,
embora em baixas concentragdes (Tabela 4).

Vaughan e Ord* avaliaram a atividade inibitéria da urease
de substancias humicas. Os experimentos foram realizados com
a urease purificada de Bacillus pasteurii. Foram testados acidos
himicos e filvicos extraidos de solo agricola, além de cinco
modelos sintéticos de dcidos humicos (preparados a partir de cada
um dos compostos fendlicos: catecol, guaiacol, pirogalol, resorcinol
e 4cido protocatecuico) e um modelo sintético de dcido filvico
(preparado com 4cido polimaleico). Com excecdo do catecol, os
compostos fendlicos utilizados no preparo dos dcidos himicos nao
apresentaram atividade inibitéria quando avaliados sozinhos. Os
autores ainda avaliaram um 4cido himico tratado com baixo teor
de cinza (0,12% p/p). Em pH 4,0, todas as substancias htimicas
testadas inibiram a atividade da urease de maneira concentracio-
dependente (0,1 a 100 pg mL'). Na concentragéo de 10 ug mL™! as
nove amostras de substincias himicas promoveram inibi¢des de
32-46%, enquanto na concentracdo 100 pg mL! as porcentagens
de inibi¢do foram de 69-83%. As substincias himicas modelo e
com baixo teor de cinzas inibiram a atividade da urease na mesma
extensdo dos dcidos himicos e filvicos extraidos do solo agricola,
indicando que a inibi¢@o da urease ndo foi devida aos componentes
inorganicos. Os autores também mostram que a porcentagem de
inibi¢@o da urease produzida por substancias himicas € dependente
do pH e tende a diminuir consideravelmente com o aumento do
pH de 4 para 5.

Ao comparar as amostras produzidas nos fornos de alvenaria,
observa-se que a capacidade inibitéria do extrato pirolenhoso de
acdcia negra (EPAN) foi superior ao do obtido a partir do eucalipto
(EPEU), embora o perfil cromatografico (Figura 2) de ambas seja
relativamente semelhante. Tal fato pode indicar que parte dos
compostos envolvidos na inibi¢do da urease podem ndo ter sido
identificada pelo método cromatogréfico utilizado. A amostra EPAN
também apresentou maior teor de dcidos himicos e filvicos em
relacio a amostra EPEU, o que pode estar contribuindo para sua
maior capacidade inibitdria (Tabela 3), conforme também observado
para amostra EPCC.

E importante que os inibidores da urease para aplicagdo no solo,
diferentemente dos inibidores para fins medicinais, tenham custos
mais acessiveis, em fungido do grande volume necessério.”! Neste
sentido, o EP se mostra uma excelente opcao, tendo em vista seu

Tabela 5. Concentra¢do minima necessaria dos extratos pirolenhosos de eucalipto (EPEU), casca de coco (EPCC) ou acacia negra (EPAN) para inibir 50% da

atividade ureolitica (ICy,) da urease de Canavalia ensiformis

Pardmetros EPEU EPCC EPAN Acido acetohidroxamico
0,028 + 0,006 mmol L'
1C,, 0,5+0,1 % viv 0,17 +£0,2% vIv 0,30 +0,07% v/v 0.0002% m/y

EPEU: extrato pirolenhoso de eucalipto produzido em forno de alvenaria. EPCC: extrato pirolenhoso de casca de coco produzido em forno metélico. EPAN: extrato
pirolenhoso de acdcia negra produzido em forno de alvenaria. Acido acetohidroxamico, reconhecido inibidor de urease, foi empregado como controle positivo.
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baixo custo, biodegradabilidade,’” baixa ou nenhuma toxicidade,”
além dos demais beneficios conferidos ao solo e ao desenvolvimento
das plantas.”* Existem poucos trabalhos que avaliaram o efeito
do EP como um inibidor da urease, até a data desta publicacao.
Sendo que alguns trabalhos de aplicacdo do EP no solo indicam
aumento da atividade desta enzima,” enquanto outros mostram a
inibi¢do.”*" Possivelmente, a existéncia de resultados controversos
estd relacionada ao fato do EP apresentar compostos inibidores em
sua composi¢do, mas também atuar como promotor do crescimento
e da atividade microbiana do solo, conforme resultados reportados
por Lu et al.,”” levando consequentemente ao aumento das atividades
enzimaticas microbiana. Embora os experimentos in vifro, como
os apresentados no presente trabalho, sejam limitados por nio
representarem de forma fiel as condi¢des reais de aplicacdo, eles
apresentam como vantagem a capacidade de isolar o efeito inibitério
do efeito promotor do crescimento microbiano, diferentemente dos
experimentos conduzidos no solo. A irrigagdo com EP ap6s aplicacio
da ureia, além de inibir a urease, mitiga a transformagao do NH,* em
NH; em decorréncia da redugio do pH”® e favorece a incorporagio e o
movimento do NH,* para camadas mais profundas do solo, reduzindo
consideravelmente as perdas por volatilizacdo, além de contribuir
para o aumento da fertilidade do solo, devido a presenca dos dcidos
hdmicos e filvicos em sua composi¢do.”

CONCLUSAO

A matéria prima utilizada e o processo de producio do EP sdo
determinantes para a composi¢do e quantidade dos componentes
nesses extratos, bem como seu potencial para inibir a urease. O EP
produzido a partir de casca de coco em forno metdlico foi o mais
potente quanto a inibicdo da urease, sendo a amostra oriunda de
eucalipto produzida em forno de alvenaria, a menos eficiente. Embora
ja seja aplicado no solo e nas folhas por agricultores em diversas
regides do mundo, os beneficios do EP em associacdo a fertilizantes
abase de ureia ainda ndo sdo amplamente conhecidos. O baixo custo,
biodegradabilidade, ndo toxicidade, elevada solubilidade em agua
e alguns beneficios do EP as plantas tornam tais extratos elegiveis
ao desenvolvimento de formulacdes de ureia mais eficientes e com
menor impacto ambiental. O Brasil, como o maior produtor de
carvao vegetal do mundo, possui um amplo potencial para fornecer
EP para aplica¢do na agricultura tanto nacionalmente quanto
internacionalmente, favorecendo um agronegdcio mais sustentavel.
Tal pratica proporcionard uma valorizagao deste subproduto oriundo
da producdo de carvdo para fins de aumento da eficiéncia de
fertilizantes nitrogenados.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O material suplementar desse trabalho estd disponivel em http://
quimicanova.sbq.org.br/, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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