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RESUMO

O extrato pirolenhoso (EP) de plantas possui ampla utilizagdo na agricultura como, adubo,
contra patdgenos e potencializador de produtos fitossanitarios, possuindo acdo contra
bactérias, fungos e virus. Assim, investigou-se o potencial antimicrobiano dos EP’s de
Mimosa tenuiflora e Eucalyptus urograndis como antisséptico nos tetos de cabras leiteiras.
Foi realizado a extracdo dos EP’s de M. tenuiflora e E. urograndis com posterior bidestilacao.
A técnica de disco-difusdo foi realizada para a Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli para acdo antimicrobiana in vitro. Os principais resultados
incluem susceptibilidade de todas as bactérias testadas com 20% dos EP’s diluidos em agua
destilada, com énfase em S. aureus que mostrou inibicdo na concentracdo de 15% em ambos
extratos. As concentragdes dos extratos definidas nos testes in vitro foram utilizadas para
analise citotdxica em células (células epiteliais e fibroblastos) obtidas da superficie externa de
tetos de cabra. O EP de E. urograndis diminuiu a atividade metabolicas das células, enquanto
que EP de M. tenuiflora mostrou-se similar ao convencional iodo a 2%. No teste in vivo foram
coletadas amostras da superficie dos tetos de cabras para analise de Contagem Padrdo em
Placas (CPP). Foi realizado delineamento inteiramente casualizado, ocorrendo em duas
etapas, na primeira com o uso de EP de M. tenuiflora e na segunda com EP de E. urograndis,
divididos em trés grupos de 5 animais. O primeiro grupo com o antisséptico teste, o segundo
controle positivo (lodo 2%) e o terceiro controle negativo (agua destilada estéril), aplicados
durante 28 dias consecutivos com coletas a cada 7 dias, totalizando 4 coletas. Nos resultados
obtidos ambos EP’s mostraram diminui¢cdo da contagem microbiana, com destaque para EP
de M. tenuiflora que apresentou menor nimero de coldnias bacterianas do que EP de E.
urograndis. Foram realizadas andlises fisico-quimicas lactose, gordura, sélidos nao
gordurosos, proteina, ponto de congelamento, pH e condutividade elétrica do leite das cabras
do experimento. Em relacdo as analises fisico-quimicas ambos EP’s ndo interferiram nesses
parametros. Portanto, conclui-se que o EP de M. tenuiflora a 20% pode ser usado como
antisséptico no pos-dipping de cabras leiteiras, e que mais estudos toxicolodgicos precisam ser
realizados para comprovar o uso seguro do EP de E. urograndis.

Palavras-chave: Acido pirolenhoso. Planta nativa. Planta cultivada. Antissepsia.

Caprinocultura leiteira.



ABSTRACT

The pyroligneous extract (EP) of plants is widely used in agriculture as a fertilizer, against
pathogens and an enhancer of phytosanitary products, having action against bacteria, fungi
and viruses. Thus, the antimicrobial potential of EP's of Mimosa tenuiflora and Eucalyptus
urograndis was investigated as an antiseptic on the roofs of dairy goats. The extraction of the
EP's of M. tenuiflora and E. urograndis was carried out with subsequent bidistillation. The
disk-diffusion technique was performed for Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli for in vitro antimicrobial action. The main results include the
susceptibility of all bacteria tested with 20% of the EP's diluted in distilled water, with an
emphasis on S. aureus which showed inhibition in the concentration of 15% in both extracts.
The concentrations of the extracts defined in the in vitro tests were used for cytotoxic analysis
in cells (epithelial cells and fibroblasts) obtained from the external surface of goat ceilings.
The EP of E. urograndis decreased the metabolic activity of cells, while EP of M. tenuiflora
was similar to conventional 2% iodine. In the in vivo test, samples were collected from the
surface of the roofs of goats for analysis of Standard Plate Count (CPP). A completely
randomized design was performed, occurring in two stages, the first with the use of EP from
M. tenuiflora and the second with EP E. urograndis, divided into three groups of 5 animals.
The first group with the antiseptic test, the second positive control (2% iodine) and the third
negative control (sterile distilled water), applied for 28 consecutive days with collections
every 7 days, totaling 4 collections. In the results obtained, both EP's showed a decrease in the
microbial count, with emphasis on the EP of M. tenuiflora, which presented a lower number
of bacterial colonies than the EP of E. urograndis. Physicochemical analyzes were carried out
lactose, fat, non-greasy solids, protein, freezing point, pH and electrical conductivity of the
milk of the goats in the experiment. Regarding the physical-chemical analyzes, both EP's did
not interfere in these parameters. Therefore, it is concluded that the EP of M. tenuiflora 20%
can be used as an antiseptic in the post-dipping of dairy goats, and that more toxicological
studies need to be carried out to prove the safe use of the EP of E. urograndis.

Keywords: Pyroligneous Acid. Native Plant. Cultivated Plant. Antiseepsy. Milk Caprinoculture.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais dotado de grande diversidade biologica e cultural o que o torna
amplo em conhecimentos e tecnologias tradicionais (OLIVEIRA, 2017). Entre as varias
regides do pais, o bioma Caatinga € um dos menos conhecidos cientificamente. No entanto,
sua vegetacdo apresenta adaptacOes de milhdes de anos, fazendo dela sobrevivente em
condicgdes climaticas peculiares (RICARDO et al., 2018). Das varias espécies de plantas
caracteristicas da caatinga, a Jurema preta (Mimosa tenuiflora) é uma das mais conhecidas e
utilizadas, suas folhas e frutos séo usados na alimentagdo animal de pequenos ruminantes,
COmMO 0S caprinos, e ainda é possivel se obter a madeira, lenha e carvdo (LIMA, 2011).

Em contrapartida, o género Eucalyptus sp. € o mais plantado em todo pais. Em 2016,
esse género representou 72% da espécie cultivada, com 7,84 milhGes de hectares. A sua
representatividade é creditada principalmente pelo crescimento rapido, alta densidade e
produtividade, com isso, adsorve dioxido de carbono da atmosfera melhor que outras plantas
florestais (BRIANEZI et al., 2019). Seu uso inclui, construcbes de cercas, participacdo em
sistemas agrosilvopastoris, extracdo de celulose para producdo de papel, producdo de
bioprodutos, alimentac&o animal e carvio (VECHI; MAGALHAES JUNIOR, 2018).

Esse uso do carvdo como combustivel é devido as restricdes ecoldgicas de
combustiveis fdsseis e a crescente demanda de consumo energético. Portanto, € uma matéria
prima renovavel e menos poluente quando comparada a fontes ndo renovaveis (MEDEIROS
NETO et al., 2012). Nesse sentido, o carvdo obtido de ambas espécies florestais é produzido
através do processo de pir6lise, termo usado para a decomposicdo térmica da madeira em
anaerobiose (CAMPQOS, 2007). Sua queima resulta em apenas 30% de combustivel, quando
ndo aproveitada a massa restante é emitida para a atmosfera em forma de gases poluentes. Um
desses produtos emitidos para a atmosfera é o extrato pirolenhoso (EP) o qual possui
potencial econdmico (SENA et al., 2014).

O EP entdo pode ser usado na composicdo de adubos organicos e compostagem,
desinfetante de ambientes, esterilizante, aditivo alimentar de animais e alimentos para
consumo humano (CAMPOS, 2007). No que diz respeito ao uso como antisséptico, é
necessario que sua acgao contra agentes patogénicos tenha caracteristicas de amplo espectro de
acao, ser atoxico, ndo irritar os tecidos dos animais, apresentar estabilidade na pele e o custo
acessivel (RAMALHO et al., 2012).

O uso de solugbes antimicrobianas no pré e po6s-dipping sdo praticas agropecuarias

necessarias para assegurar um produto de qualidade, e na auséncia pode ocorrer a
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contaminacdo do leite e o aparecimento de patologias, como a mastite. Ademais,
aproximadamente 90% do rebanho de caprinos no pais encontra-se na regido Nordeste, sendo
uma cultura adequada para pequenos produtores o qual contribui com a renda seja pela venda
do animal ou a comercializacdo de seus produtos como a carne, o leite e o couro (SILVA;
GUIMARAES; OLIVEIRA, 2012). Portanto, diante das informagdes fornecidas é valido
investigar o potencial antimicrobiano de extratos obtidos de plantas nativas e cultivadas
atreladas a praticas de pequenos produtores e produtores familiares de caprinos de uma regido

pertencente ao nordeste brasileiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ANTISSEPTICOS

A prevencéo de enfermidades inicia-se pela higienizacdo em geral (RIBAS; SANTOS;
BOTELHO, 2020). Antes, a administracdo profilatica de antimicrobianos empregados em
diversos setores favoreceu o0 aparecimento de microrganismos resistentes, o que inviabilizou
seu uso. Dessa forma, uma alternativa viavel é o uso de antisseépticos (MEDEIROS et al.,
2018). O termo antisséptico é utilizado para substancias biocidas em contato com tecidos
vivos. O mesmo pode ser classificado como bacteriostaticos e bactericidas, quando inibe o
crescimento microbiano sem causar sua destruicdo e quando causa a destruicdo,
respectivamente (AVANCINI; BOTH, 2017).

Varios antissépticos sdo utilizados para antissepsia dos diversos tecidos vivos (Tabela
1), tais como &lcool 70% (BARBOSA et al., 2018), hipoclorito de sédio (NaOCI), clorexidina
(RIBEIRO; CAMARGO, 2019), &cido latico (DREVES, 2017) e compostos de amonio
quaternario (MUNOZ, 2019). Os antissépticos que melhor atendem as exigéncias de aplicacio
em tecidos vivos e mais conhecidos sdo o iodo, a clorexidina e o alcool (URQUIZA et al.,
2016).

As exigéncias gerais para aprovacdo de substancias como antissépticos incluem um
produto com amplo espectro de acdo mesmo na presenca de matéria organica, tempo minimo
de inativacdo dos microrganismos, capacidade de preservar a integridade do material,
tolerdncia a variacbes de temperatura e de pH, possuir acdo residual, odor agradavel ou
inodoro, facilidade de aquisicéo e preparo e baixo custo (URQUIZA et al., 2016).

Adicionalmente, as caracteristicas de antissépticos usados na pecudria leiteira incluem:
eficacia contra os principais patdgenos presentes nas glandulas mamarias, facil aplicacgéo,
manter ou promover boas condigdes de higiene (SARTORI; SANTOS; MARIN, 2012;
VIEIRA et al., 2018) e a qualidade do produto (COUTINHO et al., 2012).

Tabela 1. Principais antissépticos usados em animais.

, MECANISMOS DE s .
ANTISSEPTICOS ACAO UTILIZACAO REFERENCIA

ALCOOL

Alcool em gel Desnaturacéo das Antissepsia PIMENTEL et al.,
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proteinas; 2020

Rompimento da Antissepsia cirdrgica
. _ TRAJANO et al.,
Alcool 70% membrana bacteriana.  em pequenos 2019

animais

IODOFOROS

Penetracdo na parede o PEIXOTO, 2017,
lodo Pés-dipping

Polivinilpirrolidona
iodada (PVP-I)

celular levando
extravasamento de
conteudo celular;

Oxidacéo dos grupos S-

Antissepsia pré-

cirGrgica em animais

Antissepsia do coto

DREVES, 2017
MEDEIROS et al.,
2018

Tintura de iodo a H dos aminoéacidos N REIS; LEITE;
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10% (interfere na funcédo das ) GOMES, 2018
. cordeiros
proteinas).
PRODUTOS CLORADOS
Cloro 2,5% Desnaturacéo das Pds-dipping PEIXOTO, 2017
Hipoclorito de sédio ~ Proteinas da membrana o
Pré-dipping MACIEL, 2018
a 1% celular;
Alteragdo no transporte
Didxido de cloro de nutrientes; Antisséptico oral de
GOMES, 2019

(ClO2) a0,1%

Promove perda de

componentes celulares.

caes e gatos

ACIDOS ORGANICOS

Acido latico

Age na membrana

celular bacteriana.

Pds-dipping

DREVES, 2017

CLOREXIDINA

Digluconato de
clorexidina 0,12%

Digluconato de

clorexidina 0,5%

Dissociacao da
membrana plasmatica
bacteriana (perda de
conteudo celular);
Coagulagéo de
constituintes

intracelulares.

Antisséptico oral de

caes e gatos

Antissepsia pré-

cirurgica animal

GOMES, 2019

MEDEIROS et al.,
2018; TRAJANO et
al., 2019

COMPOSTOS DE AMONIO QUATERNARIO (QAC’s)
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Cloreto de o
o Pds-dipping SILVA etal., 2019
benzalcénio (BAC) Membrana celular —

interacdo eletrostatica Antisséptico pré-
Cloreto de com a membrana operatorio, .
o ] - L MUNOZ, 2019
cetilpiridinio (CPC)  citoplasmatica. composicao de

produtos de higiene

2.1.1 Antissépticos convencionais do pos-dipping

O pré e pos-dipping sdo a imersdo do teto em solucdo sanitizante antes e apds a
ordenha, respectivamente. Os principios ativos mais comuns dos antissépticos convencionais
usados na higienizacdo dos tetos dos animais sdo iodo, clorexidine, acido sulfonico,
lauricidina, cloro e compostos de aménio quaternario (SILVA et al., 2015; MORAO et al.,
2015; VIEIRA et al., 2018). Esses compostos podem estar diluidos em bases e emolientes
para minimizar irritacdes e condicionar a pele do teto, os mais usuais sao glicerina, lanolina,
propilenoglicol, sorbitol, dleos vegetais, minerais e colageno (SILVA et al., 2015).

Um antisséptico é considerado eficaz quando existe a comprovagdo de 70% de morte
microbiana em comparacdo ao controle positivo (MORAO et al., 2015). Essa eficiéncia pode
sofrer influéncias das variaveis: limpeza prévia da superficie, carga organica presente, tipo e
nivel de contaminacdo microbiana, caracteristicas dos microrganismos, concentracdo, tempo
de exposicao, presenca de biofilmes, temperatura e pH (CAMPOS; VALENTE; AVANCINI,
2016; AVANCINI; BOTH, 2017). E ainda, para sanitizantes usados no p6s-dipping o tempo
de acdo deve ser de 1 a 2 horas, tempo necessario para fechar o esfincter do teto (SILVA et
al., 2015; SA et al., 2018). Devido a esses quesitos um numero limitado de antissépticos
quimicos podem ser usados nos tetos, e a resisténcia e sensibilidade antimicrobiana, dificulta
ainda mais programas de prevencdo e controle de mastite em rebanhos leiteiros, o que
incentiva a busca continua por novos farmacos, principalmente fitoterapicos (ALVES et al.,
2017).

O alcool utilizado como antisséptico é disponivel em concentracfes de 60 a 80% e sdo
de acdo bactericida imediata com acdo efetiva em 15 segundos, podendo ser adicionado um
emoliente, como a glicerina a 2% (Tabela 1). No entanto, existem limitagdes de uso como a
capacidade de volatizagdo, ser inflamével, agdo reduzida na presenca de matéria orgénica e
ressecamento do tecido principalmente quando ndo esta associado a uma base emoliente
(TRAJANO et al. 2019).
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Para antissepsia sdo usados dois alcoois: etanol e isopropanol, entre os dois o
isopropanol € mais efetivo, tem custo acessivel, menos volatil e fécil fabricacdo (DANTAS,
2018). No entanto, devido as fragilidades de ambos, seu uso € indicado para higienizacéo de
méos, coto umbilical e antissepsia da pele para puncdo venosa ou arterial (TRAJANO et al.
2019), ndo sendo usual no pre-dipping e pos-dipping em animais leiteiros.

O iodo (I2) é um antisseptico efetivo com amplo espectro de acdo sobre bactérias,
fungos e virus que pode ser usado isoladamente ou como constituinte de compostos organicos
e inorganicos. Ele pode estar disponivel como tintura (solucdo hidroalcéolica) ou ioddforo
(combinacdo do iodo com molécula orgénica), um exemplo é o Polivinilpirrolidona iodada
(PVP-I) (Tabela 1). E usado principalmente na antissepsia de pele e no tratamento de feridas,
contudo cada grupo de patdgenos requer concentracdes diferentes, sendo que acima de 1%
ndo € indicado em peles inflamadas, uma vez que causa acéo irritante (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017; COUTINHO et al., 2012).

Compostos a base de iodo possuem pouca reatividade com proteinas e quase nenhuma
dependéncia do pH para agir, sendo uma boa opcdo como desinfetante e antisséptico
(DREVES, 2017). Além disso, sua acao efetivada € entre 1-2 minutos com efeito residual de
2-4 horas (TRAJANO et al., 2019), como solucdo no pés-dipping, o iodo puro deve ser
utilizado em baixas concentra¢des (0,5 %) para que nao deixe residuos no leite (COUTINHO
etal., 2012).

O cloro (Clz), assim como o iodo, é um halogénio que pode ser usado isoladamente na
forma gasosa ou em combinagdo com outras substancias quimicas. Sua acao antimicrobiana é
causada pelo acido hipocloroso (HOCI), sendo um forte agente oxidante, com acéo no sistema
enzimatico celular (Tabela 1), é usado no pré-dipping e no p6s-dipping por ser um germicida
de amplo espectro de acdo. Nesse sentido, o hipoclorito de sddio (NaOCI) configura-se como
um dos compostos quimicos de maior utilizacdo em decorréncia de sua acdo rapida,
aplicabilidade e sua dissolugdo na &gua, contudo principios ativos que contém cloro tém
pouca estabilidade de uso e pequeno efeito residual (MORAO et al., 2015; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017), ndo sendo recomendado durante a época de chuva, uma vez que a
guantidade de matéria organica aumenta nesse periodo (ARCANJO et al., 2017).

A clorexidina ¢ uma biguanida que recebe o nome de Digluconato de clorexidina e
pode ter diferentes concentracbes que variam de acordo com sua utilizacdo (Tabela 1). Sua
acdo afeta principalmente as membranas celulares das bactérias, sendo efetiva contra as
Gram-positivas e a maioria das Gram-negativas com exce¢io da maioria das Pseudomonas. E

empregada no tratamento de infecgdes superficiais de tetos de vacas apresentando efeito
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antimicrobiano cumulativo e continuo, persistindo na pele por no minimo 6 horas, com agéo
residual em mais de 24 horas (COUTINHO et al., 2012; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).
E uma molécula simétrica que consiste em quatro anéis clorofenilicos, e dois grupos
biguanidas conectados por uma ponte de hexametileno, sendo uma base forte dicatiénica com
pH superior a 3,5 (RIBAS; SANTOS; BOTELHO, 2020).

O amplo espectro de acéo, a capacidade de ndo ser inativada por pequenas quantidades
de matéria orgénica (PEIXOTO, 2017), ndo apresentar alteracdes teratogénicas e possuir
baixa atividade tdxica ao sistema (RIBAS; SANTOS; BOTELHO, 2020) a torna um
antisséptico adequado para programas de controle de mastites caprinas (SILVA et al., 2015).

Os compostos quaternarios de aménio (quats) sdo detergentes catidnicos derivados de
mudancas do ion aménio de valéncia quatro (NH4+), sua acdo esta relacionada a parte
positivamente carregada da molécula por provavel alteracdo nas membranas plasmaticas,
modificando a permeabilidade celular, sendo bactericidas fortes contra bactérias Gram-
positivas e menos ativos contra bactérias Gram-negativas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). No entanto, estudos realizados com compostos de amoénio quaternarios demonstraram
resisténcia das bactérias Staphylococcus spp. (MORAO et al., 2015). Exemplos de compostos
de ambnio quaternario usados como antissépticos sdo o cloreto de benzalcénio (BAC) e
cloreto de cetilpiridinio (CPC) (MUNOZ, 2019).

Logo, 0 uso de antissépticos no poOs-dipping visa inativar agentes microbianos
encontrados nos diversos ambientes envolvendo a pecuaria leiteira. Nesse intuito, 0s
antissépticos mais eficazes usados no pés-dipping séo clorexidine e iodo para S. aureus, para
Staphylococcus Coagulase Positiva; o iodo, acido latico, clorexidine e cloro e para
Staphylococcus Coagulase Negativa clorexidine e cloro (RAMALHO et al., 2012; ARCANJO
et al., 2017). Entretanto, o iodo e a clorexidine sdo ineficazes na inibicdo de biofilmes
consolidados de Staphylococcus spp. (PEIXOTO et al., 2015).

2.1.2 Antissepticos alternativos como fitoterapicos

O uso de plantas para tratamento de enfermidades € uma prética antiga que contribui
para pesquisas com prospecc¢do biotecnologica (HORVAT; MIYASAKA, 2019). Os efeitos
terapéuticos das plantas advém dos principios ativos que podem ser: acidos organicos,
alcaloides, compostos fendlicos, taninos, cumarinas, flavonoides, antraquinonas, O6leos
essenciais e saponinas, que podem estar contidos em extratos, fragcOes proteicas ou
biomoléculas isoladas (BEZERRA, et al., 2018).
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Os fitoterapicos sdo compostos produzidos pelos vegetais com potencial
antimicrobiano, sdo metabdlitos secundarios, divididos em trés classes principais: 0s
terpendides, os alcaloides e os compostos fenolicos (Tabela 2) (MESQUITA; PINTO;
MOREIRA, 2017). Exemplos de fitoterapicos usados em estudos sdo 0 Oleo essencial de
Lippia origanoides (MORAO et al., 2018), o extrato etandlico de folha da Hymenaea
martiana (VIEIRA et al., 2018), décoctos de Spondias purpurea L., Azadirachta indica A.
(MEDEIROS, 2013), decocto de Spondias mombin L. (LEONEZ et al., 2018) e extrato
alcoolico de Syzygium aromaticum e/ou Caryophyllus aromaticus L. (HORVAT;
MIYASAKA, 2019).

Tabela 2. Grupo de classes como potencial antimicrobiano em compostos vegetais.

COMPOSTO MECANISMO DE ATIVIDADE R
; - REFERENCIA
QUIMICO ACAO ANTIMICROBIANA
TERPENOIDES
Perda da integridade da
) . GALLEGOS-
Limoneno membrana plasmaética Staphylococcus aureus
_ ) FLORES et al., 2019
microbiana

Acumulo do composto

na membrana do o _
Escherichia coli QUEIROZ; BIERRA;

Carvona microrganismo ]
Enterecoccus faecium MACHADO, 2018

ocasionando perda de

energia pelas células

Causa alteragdes ou
danos a composicdo de
acidos graxos na

membrana externa de )
E. coli

bactérias GALLEGOS-
Carvacrol Salmonella spp
Aumenta a FLORES et al., 2019
. S. aureus
permeabilidade causando
perdas de ATP,

vazamento de ions e lise

celular

Mentol Acumulo do composto E. coli QUEIROZ; BIERRA;
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na membrana do E. faecium MACHADO, 2018
microrganismo
ocasionando perda de
energia pelas células
Influencia na sintese, )
o E. coli
Eugenol inativacao ou agregacéo NOGUEIRA, 2019
i S. aureus
de proteinas
Promove desintegracéo
da membrana externa de
bactérias;
) Aumenta a )
Timol N Aeromonas Hydrophila MAJOLO et al., 2020
permeabilidade e a
despolarizacao da
membrana
citoplasmatica
Causa extravasamento ]
Trans- E. coli
_ . de contetido NOGUEIRA, 2019
cinamaldeido _ . S. aureus
citoplasmatico
) ) E. coli ESTEVES; ECKER,
Citronelal N&o esclarecido )
P. aeruginosa 2020
ALCALOIDES
Atividade inibitdria de
) enzimas; Staphylococcus spp.
Berberina . ] BARBIZAN, 2019
Dificulta a aderénciaas  Streptococcus spp.
células hospedeiras
o 3 ) Candida albicans ALBUQUERQUIE,
Piperina N&o esclarecido
Streptococcus mutans 2020

COMPOSTOS FENOLICOS

Flavonoides

Oxidacéo de elementos
fundamentais da parede
celular, principalmente
0s peptideoglicanos;

Inibicdo de enzimas;

S. aureus

E. coli
Crostridium
perfringens

Psedomonas

ARAUJO et al., 2015;
SPRENGER et al.,
2017; VERRUCK;
PRUDENCIO;
SILVEIRA, 2018
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Inibicéo de acidos aeruginosa.
nucleicos
Alteracdo da membrana
citoplasmatica do ]
_ _ E. coli
microrganismo,
S. aureus

perturbando a forca

Guaiacol . ; Streptococcus mitis VIERA, 2015

motriz de prétons, fluxo

) S. mutans
de elétrons, transporte _
_ 3 Streptococcus sanguis

ativo e coagulacao do

contetdo das células

Inibigdo da sinalizagao

quorum sensing; DIAS, 2015;
Cumarinas Impede o processo de P. aeruginosa URQUHART et al.,

replicacdo do DNA na 2018

celula bacteriana

Inibigédo de enzimas

extracelulares; C. albicans

Competicdo por ions Saccharomyces

- o o AMANCIO et al.,
metélicos essenciais a0 cerevisiae .,
) ) ) 2015; ARAUJO et al.,
Taninos metabolismo Micrococcus luteus
o _ 2015; SPRENGER et
microbiano. P. aeruginosa

Desestabilizacdo da
membrana

citoplasmatica

E. coli

S. aureus

al., 2017

Os terpendides sdo um grupo extenso de moléculas organicas formadas por unidades

de isopropeno e seus derivados, sdo produzidos pelas plantas com o intuito de evitar injarias

promovidas por agentes externos, nesse sentido, apresentam atividade antimicrobiana. Apesar

de serem encontrados majoritariamente nos 6leos essenciais de plantas, podem também ser
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produzidos por animais e microrganismos como € o caso de bactérias e fungos (FELIPE;
BICAS, 2017; MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

Os terpenos e terpenoides derivam do isopreno, a partir da rota biossintética do acido
mevaldnico (NOGUEIRA, 2019). Quimicamente, os terpenos sdo caracterizados como
hidrocarbonetos insaturados, contudo, se na sua estrutura molecular o mesmo contiver um
oxigénio serd denominado de terpenoide, apresentando diferentes fungbes quimicas como
acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois ou epoxidos terpénicos (FELIPE; BICAS,
2017).

Alguns compostos como timol e cavacrol possuem atividade microbiana comprovada
e sua agdo deriva principalmente de alteracbes na membrana microbiana ou em seus
constituintes (Tabela 2). Eles estdo presentes em extratos e 0leos esséncias de varias plantas.
Exemplos disso é o terpenoide carvona presente em extratos etanélico, metanolicos de folhas
de Ixona coccinea L. (QUEIROZ; BIERRA; MACHADO, 2018).

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos com pelo menos um atomo de
nitrogénio no seu anel, conhecidos por serem substancias atuantes no sistema nervoso, como
venenos ou alucindgenos, alguns conhecidos sdo a morfina e a cocaina (MESQUITA; PINTO;
MOREIRA, 2017). Basicamente sdo sintetizados a partir de um ou poucos aminoacidos
comuns, contudo sua constituicdo é variavel, uma vez que dependem dos agrupamentos
adjacentes (SOUZA, 2014).

Apesar dos poucos estudos na literatura sobre alcaloides atuantes como
antimicrobianos quando comparados com 0s demais grupos, esse grupo tem representantes
(Tabela 2) com potencial de utilizagdo em associacdo com outros componentes formando
microparticulas, € o caso da berberina (BARBIZAN, 2019).

Os compostos fendlicos contém um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico. Séo
subdivididos em antocianinas, flavonas e flavondis. Além de outros fenois importantes como
os taninos e as ligninas (MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017). Esses compostos fendlicos
possuem propriedades biologicas e farmacologicas (BORGES et al., 2017). Exemplos disso
s80 as cumarinas e 0 guaiacol, que possui propriedades antimicrobianas comprovadas (Tabela
2). Seus efeitos incluem a inibicdo do quorum sensing e a alteracdo da membrana
citoplasmatica do microrganismo, respectivamente (VIERA, 2015; URQUHART et al.,
2018).

Além disso, varios compostos podem agir em sinergismo, potencializando o efeito

antimicrobiano. 1sso ocorre quando 0s compostos sao extraidos das diversas partes da planta e
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de diferentes formas, o que pode inclusive aumentar a concentragdo dos componentes
quimicos nas fracoes obtidas (MAJOLO et al., 2020).

2.2 EXTRATO PIROLENHOSO (EP)

As primeiras pesquisas com EP foram divulgadas no Japdo em 1874, e envolviam
principalmente técnicas de carbonizacdo, somente apos a segunda guerra mundial, em 1944,
que seu uso foi voltado para lavouras. O pioneiro nesse tema foi o Tatsujiro Fukuda, que em
1945 publicou o livro “Fabricagdo e Utilizagdo do Extrato Pirolenhoso”, sobre 0 uso na
cultura do arroz, utilizado no processo de compostagem, esterilizacdo e contra pragas
(TORRES et al., 2014). No Brasil sua utilizacéo é recente, o pesquisador Dr. Shiro Miyasaka
foi o responsavel pelo incentivo e divulgacdo desses conhecimentos (CAMPOS, 2007). Ja no
Rio Grande do Norte, as pesquisas sobre EP com relacdo a composicéo e utilizagcdo, como a
pesquisa “Chemical Composition of Pyroligneous Acid Obtained from Eucalyptus GG100
Clone” sdo desenvolvidas pelo professor Dr. Alexandre Pimenta.

O termo pirolenhoso vem de “pirdlise”, processo que utiliza biomassa energética
(ALMEIDA, 2019). Para a produgdo do EP a madeira precisa passar por um processo de
combustdo. Esse processo denomina-se pirdlise, termo para decomposicdo térmica de
materiais contendo carbono na auséncia de oxigénio, neste processo sao obtidos o carvéo
vegetal e gases de efeito estufa com impacto ambiental negativo. Esse impacto pode ser
diminuido se o forno for adaptado para coletar uma fracdo condensavel, também conhecida
como EP, a parte restante € denominada de gases ndo condensaveis (GNC). Portanto, o EP é o
liquido obtido através da condensacdo da fumaca na producédo do carvdo vegetal (CAMPOS,
2007; TRINDADE et al. 2015; PORTO; CAMPOS; GARCIA, 2018).

Esta ndo € a Unica denominacdo para esse subproduto que também é conhecido como
licor pirolenhoso, acido pirolenhoso, vinagre de madeira, fumaca liquida ou biodleo, alcatrdo
pirolenhoso, 6leo de pirdlise, oleo bioldgico, 6leo de biocombustivel, madeira liquida, 6leo de
madeira e destilados de madeira, sendo acido pirolenhoso o termo usado no meio cientifico e
EP o0 mais conhecido (CAMPOS, 2007; PORTO; CAMPOS; GARCIA, 2018).

Caracteristicas como escolha da espécie de planta, densidade da madeira, resisténcia
mecénica, umidade, teor de carbono fixo, teores de cinzas e matérias volateis, alem da
temperatura para carbonizacdo influenciam diretamente na qualidade do carvdo vegetal e na
composicéo quimica e fisica do EP (ARRUDA; ANDRADE; DIAS JUNIOR, 2017). Para ser
obtido o EP é necessario um sistema de recuperagdo de gases condensaveis (GC), no qual
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pode ser utilizado um condensador resfriado a agua acoplado a um recipiente de coleta
(CANAL et al., 2016).

A producdo do EP comeca a partir de 200°C, tendo maxima producdo em 300°C até
350°C, nessa temperatura ocorre a quebra das ligacbes OH da celulose e hemicelulose e de
alguns grupos metoxila de componentes da lignina, com isso promove-se uma constituicdo de
mistura de hidrocarbonetos e compostos oxigenados, acima desses valores de temperatura
observa-se apenas producdo de GNC (CANAL et al., 2016). Para a identificacdo desses
componentes quimicos os métodos mais comumente utilizados sdo Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) (NURHAYATI; ROLIADI; BERMAWIE, 2005) e Cromatografia a
gés acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (CHATTERJEE, et al., 2014).

A celulose é um componente da parede celular e confere resisténcia mecéanica e
quimica, a hemicelulose é copolimero de acUcares presente na parede celular, e a lignina é
polimero de compostos aroméaticos com funcgdo de protecdo (VIEIRA, 2019). Por conseguinte,
0 EP tem uma composicéo diversificada, com aproximadamente 80-90% de umidade e 10-
20% de componentes organicos (NURHAYATI; ROLIADI; BERMAWIE, 2005). O EP tem
um cheiro tipico de fumaca e coloracdes de amarelo a marrom-avermelhada de acordo com a
espécie florestal utilizada (PORTO; CAMPOS; GARCIA, 2018).

No tocante a essas substancias organicas, na literatura sdo encontradas mais de 200,
algumas descritas sdo o0 &cido acético, acido férmico, acido propidnico, metanol, maltol, éter,
alcool metilico, alcoois, acetaldeidos, acetonas, cetonas, fendis, guaiacol, derivados de furano,
e pirano, ésteres, cresol, derivados de carboidratos e compostos nitrogenados (GUIRALDO et
al., 2006; SCHNTIZER et al., 2015; CHIAMENTI et al. 2016; SILVA et al., 2017; PORTO;
CAMPOS; GARCIA, 2018). Desses, sabe-se que o grupo de fendis estdo presentes em
quantidade no EP de diferentes espécies florestais utilizadas, sendo um dos mais importante
como agente antimicrobiano (PIMENTA et al., 2018). Ademais, varias outras substancias tem
potencial antimicrobiano como o &cido acético (SOUZA et al., 2018) e furfural (CHEMANE,
2018).

Portanto, existem estudos sobre a composicéo diferenciada dos EP’s. Medeiros et al.
(2019) analisaram a composicao quimica de EP de Eucalipto (Eucalytus urograndis) e Jurema
preta (M. tenuiflora) de acordo com a taxa de aquecimento no processo de carbonizacéo. Os
achados incluem maiores taxas de aquecimento relacionadas com maiores concentracfes de
furanos e piranos, e menores de compostos fendlicos. Ademais, a producdo de furanos pode
estar relacionado a degradagdo térmica de celulose e hemicelulose, enquanto que 0s

compostos fenolicos podem estar relacionados a degradacédo da lignina.
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2.2.1 Acdo antimicrobiana

Os primeiros estudos envolvendo sua atividade antifungica e antibacteriano eram
oriundos do seu uso agricola, ou em associacdo com herbicidas nas lavouras (PIMENTA et
al., 2018). A efetividade do EP na inddstria de alimentos contra os agentes patogénicos
Salmonela enteritidis, Salmonela typhimurium, Salmonela muenster, Salmonela seftenburg,
Escherichia coli, S. aureus, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus
plantarum, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Yersinia
enterocolitica, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger. (SOUZA et al., 2018).

Os compostos guaiacol, fenol, cresois e furfural, que representam aproximadamente
60% da composicdo do EP sdo os provaveis responsaveis pela acdo antibacteriana e
antifungica do EP, com destaque para o furfural que atua como fungicida e os compostos
fendlicos que possuem propriedades conservantes, no entanto sua efetividade esta relacionada
a combinacdo de varios compostos (MEDEIROS et al., 2019). Dessa forma, a acdo dos acidos
organicos presentes no EP esta na acidificacdo do citoplasma do microrganismo alterando seu
metabolismo ao passo que as membranas plasmaticas sdo alteradas pelos compostos fendlicos
(VIEIRA 2019).

Vieira (2019) ao testar EP obtido de endocarpo de Coco nucifera Lin, Elaeis
guineenses Jacg., Acromonia aculeata, Syagrus coronata (Mart.), Eucalyptus sp. e sementes
de Euterpe oleracea contra os fungos Candida albicans e Trichosporon através da técnica de
disco difusdo observou halos de didametro que variavam de 10 mm até 20 mm, 0 que mostra a
atividade antifingica do extrato. E ainda, pela analise dos compostos presente nos extratos,
notou-se que 0s extratos pirolenhosos de Elaeis guineenses Jacg., Acromonia aculeata e
Eucalyptus sp. por possuirem maiores porcentagens de compostos fendlicos apresentaram
halos mais expressivos de inibicdo. Jankowsky et al. (2018) comprovaram a efetividade da
fracdo metanolica do EP de Dendrocalamus asper contra bactérias Gram-positiva e Gram-
negativa, o que também esta associada aos compostos fendlicos.

O que corrobora com o estudo de Chiamenti et al. (2016), no qual sugere que os acidos
organicos como o acido acético sdo 0s responsaveis por suas propriedades antimicrobianas,
justificados por efeitos de reducdo do pH a danos na estrutura do DNA das células. Além
disso, estudos mostram que o fenol € um componente germicida com atividade bacteriostatica

e que o acido acético potencializa a sua atividade (SOUZA et al., 2018). Portanto, a sua
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atuacdo contra microrganismos € derivada da acdo em conjunto desses componentes
(PIMENTA et al.,2018).

2.2.2 Utilizacdo do EP

Além da sua atuagdo contra microrganismos, o EP atua como conservante em produtos
cosmeéticos, ativador fisiologico de plantas, no controle de ervas daninhas, inseticida organico,
fungicida, repelentes de pequenos animais, fertilizante organico, regulador de pH de solucgoes,
potencializador da eficiéncia de produtos fitossanitarios, desinfeccdo de ambientes
(NURHAYATI; ROLIADI; BERMAWIE, 2005; GUIRALDO et al., 2006; CAMPOS, 2007,
TRINDADE et al., 2015; CHIAMENTI, 2016; SANTOS, et al. 2017; SILVA et al., 2017;
PORTO; CAMPOS; GARCIA, 2018). Além desse uso, na alimentacdo animal (DIOGENES,
2017), na defumacdo de bacon (SOLETTI, 2018) e como antiparasitario (LOPES, et al.,
2020).

Como visto anteriormente, varias sdo as funcdes que o EP pode desempenhar, como
exemplo, no Japdo, um dos seus varios usos é como medicamento para tratar doencas de pele
(sarna, eczema e dermatite atopica) (VIEIRA, 2019).

O EP diluido em &gua e aplicado ao solo melhora as propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas, além de favorecer a absorcdo de nutrientes do solo pelo sistema radicular das
plantas e aumentar os microrganismos benéficos (WANDERLEY; FARIA; VENTURA,
2012). Esses estudos com EP foram desenvolvidos visando principalmente a diminuicdo do
uso de defensivos agricolas contra pragas ocasionadas por insetos que acometem as lavouras
(BOGORNI et al., 2008).

Bogorni et al. (2008) avaliaram o potencial inseticida de EP de Eucalyptus grandis,
Melia azedarach e Pinus caribaea no Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), e
embora ndo foi encontrado o efeito inseticida nas concentracGes testadas em laboratério, ao
que parece, a campo, o EP induz a resisténcia da planta a fitopatogenos, ativando substancias
do metabolismo secundario.

Com relagdo ao seu uso com animais, pode ser aplicado nas fezes dos animais para
diminuir odores fortes (MOREIRA et al. 2019). Schmitz et al., (2017) verificaram o efeito de
lixiviagdo de Cu e Zn no solo com o uso de EP de acacia negra (Acacia mearnsii De Wild), e
0 extrato mais o dejeto liquido de suino (DLS) no solo. Percebeu-se com esse experimento

gue o &cido pirolenhoso diluido em agua induz o movimento descendente dos nutrientes
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estudados através do solo. Apesar disso, o EP diluido em dejeto de suinos inibiu coliformes
totais e levou a uma diminuicédo da lixiviagdo dos metais Cu e Zn.

O EP de eucalipto sp. foi utilizado também na alimentacdo de frangos de corte
(frangos Cobb 500) ndo sexados por Chemane (2018) em diferentes concentracdes (0,5 a
2,5%). E obteve-se como achados a melhor conversdo alimentar, aumento e altura de
vilosidades de duodeno e ileos aos 42 dias de idade. Também foi observado a melhora do
rendimento de carcacas no nivel de 1,9% do extrato na dieta.

Moreira et al. (2019) estudaram o uso de EP comercial (Agro Pirolenhoso®,
Doogneem Ltda) como fertilizante em viveiros de Penaeus vannamei. Nota-se que nos
sistemas de criacdo de camardo ¢ comum a aplicacdo de fertilizantes para desenvolvimento do
fitoplancton. Normalmente, utilizam-se esterco animal, contudo a dose inadequada pode
ocasionar problemas de sanidade oriundo do desequilibrio microbiano, principalmente de
espécies bacterianas do grupo coliformes. E apesar das poucas evidéncias do seu emprego
como melhorador de desempenho, nesse estudo os tratamentos com EP apresentaram uma

melhora na qualidade da agua.

2.2.3 Toxicidade

Estudos escassos estdo relacionados a toxicidade, ecotoxicidade e genotoxicidade de
EP. Assim, alguns estudos podem ser relacionados como: o EP de palha de arroz e da
serragem da biomassa do carvalho em células Jurkat T, HepG2 (CHATTERJEE et al., 2014),
EP de eucalipto em Daphnia magna (crustaceo de agua doce), linhagem celular de peixes
RTG2 (LIMA et al., 2019), e Eisenia andrei (minhoca) (RIBEIRO, 2016). Foi evidenciado
gue ndo ha efeito genotdxico do EP bruto, apesar dos compostos fendlicos presentes,
provavelmente devido as interacBes antagonistas com outros componentes do extrato
(PIMENTA et al., 2000) demonstrando a capacidade para o desenvolvimento com pesquisas
em humanos e animais.

Apesar disso, 0 EP ndo é aceito com facilidade pela populagdo, uma vez que a mesma
0 considera carcinogénico. Isso ocorre pela populagdo confundir o alcatrdo de carvao, que é
extremamente toxico e cancerigeno com o alcatrdo de madeira, no qual o EP pode conter
tracos. Além disso, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) de carater carcinogénico e
mutagénico séo fortemente adsorvidos na fracdo breu (fracdo mais densa do extrato assim que
obtido) e ndo sdo biodisponiveis (PIMENTA et al., 2018), dessa forma, ndo participando da

porc¢éo bidestilada.
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Portanto, sua aplicabilidade em vaérias &reas de pesquisa € comprovada, mas ainda sdo
poucos 0s estudos sobre extratos pirolenhosos com relagdo a compreensdo dos seus
mecanismos de atuacdo (SANTOS et al., 2017). E com relacdo a toxicidade em espécies

nativas como a M. tenuiflora ainda ndo foram encontradas referéncias.

2.3 SILVICULTURA

O Brasil possui grande extensdo territorial associado a disponibilidade de terras,
condigdes edafoclimaticas, mé&o-de-obra e desenvolvimento tecnoldgico para contribuir com o
desenvolvimento da silvicultura em curto espago de tempo. Os principais subprodutos obtidos
da madeira sdo: licor negro, carvdo vegetal, briquetes, pellets, metanol, éleos essenciais e
acido pirolenhoso (TORRES et al., 2014). A madeira obtida para estes fins pode ser oriunda
de cultivada nativa (M. tenuiflora) e madeira de reflorestamento (E. urograndis) (SILVA,
ATAIDE, 2019).

2.3.1 Jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir)

Dos biomas brasileiros a caatinga € o Unico exclusivo do pais. Abrangendo 10
Estados, entre eles o Rio Grande do Norte, representa aproximadamente 54 % da regido
Nordeste e 11 % do territdrio brasileiro. Seu nome tem origem Tupi-Guarani que significa
"mata branca" referente a sua paisagem esbranquicada. A causa dessa degradacdo tem origem
no desmatamento acelerado para o consumo da lenha nativa com exploracGes ilegais e
insustentaveis para fins domésticos e industriais, no pastoreio, na transformacao em pastagens
e agricultura. Seu desflorestamento ja chega a 46% da area do bioma (MEDEIRO NETO et
al., 2012; MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

A caracteristica da flora do semiarido é de uma vegetacao de pequeno porte, arbéreo-
arbustiva, como consequéncia, poucas sdo as plantas utilizadas para fins madeireiros, logo seu
emprego estd concentrado na producdo de carvdo vegetal, lenha e construgdes de cercas na
propriedade (LIMA, 2011; ROCHA et al.,, 2015). Uma das plantas nativas com maior
diversidade de utilizacdo ¢ a Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (Figura 1) conhecida
popularmente como jurema preta, devido a esse uso amplo é considerada como uma planta de
vulnerabilidade, necessitando de estratégias locais para o seu uso racional e de forma
sustentavel (LUCENA et al., 2017).
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M. tenuiflora (Willd.) Poir € uma espécie arbustiva pertencente a familia Mimosaceae,
0 qual possui resisténcia a seca, grande capacidade de rebrota no ano todo, produz lenha e
carvao de excelente qualidade (ROCHA et al., 2015). Além de ser uma das espécies nativas
com potencial medicinal usado para tratar diversas enfermidades, sendo o Unico recurso
disponivel de moradores de comunidades rurais (MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

Como planta medicinal existem indicacbes em casos de ferimentos, odontalgia,
lombalgia, diabetes e inflamagdo. Sendo que seu uso faz parte da cultura local, utilizada para
construcdes rurais e domeésticas, atender a demanda energética (combustivel), tecnologia,
forragem, e como madeira na fabricacdo de moveis (RIBEIRO, et al., 2014; CORDEIRO;
FELIX, 2014; ROCHA et al., 2015; RIBEIRO; MELO; BARROS, 2016; LUCENA et al.,
2017).

Figura 1. Planta nativa Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir conhecida como Jurema preta.
Imagens da A) copa, B) flores e C) sementes.

I
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Fonte: https:/images.app.g00.glb1X9ewnQLLKYcFTj9

Fonte: autoria propria.

2.3.2 Eucalyptus urograndis

A crescente demanda global por energia vem colocando pressdo sobre o meio

ambiente comprometendo recursos naturais, causando desequilibrio ambiental, além de serem
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poucas as alternativas sustentaveis utilizando recursos renovaveis. Diante disso, s&o
necessarios a selecdo de espécies e clones florestais para producdo de energia baseados na
producdo de massa, necessidade de &gua, impacto ambiental e o desenvolvimento social e
econdémico em areas rurais (LOAIZA et al., 2020).

O Eucalipto tem origem na Australia. Seus primeiros plantios foram na Europa, Asia e
Africa no inicio do século XVIII, chegando ao Brasil um século mais tarde (VIEIRA, 2019).
E o género mais cultivado em todo mundo, no Brasil tem &rea de cultivo de 7,4 milhdes de
hectares de plantacdo. Essa expressividade é devido a alta produtividade, ciclo de crescimento
reduzido e alta flexibilidade para as condicbes edafoclimaticas (BARROS; REZENDE;
CAMPQOS, 2019).

Eucalipto € uma espécie arborea com folhas e casca perfumadas (PAULA; ALVES,
2007). Os seus produtos podem ter varios usos como obtencdo de lenha, carvao vegetal e
producdo de celulose (PAIVA et al., 2011). Em estudos etnofarmacolégicos houve indicagdes
terapéuticas para pirexia, esquinéncia, asma, gripe, rinorreia, circulagdo sanguinea, disposi¢cdo
fisica e mental (Eucalyptus globulus Labill.), e dores estomacais (Eucalyptus sp.)
(CARNEIRO, et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014; PEREIRA JUNIOR, et al., 2014).

Devido a seus diversos usos, foram desenvolvidos hibridos como Eucalyptus
urograndis (hibrido do cruzamento entre Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) (Figura
2) com o objetivo de adaptacdo as diferentes condigdes climaticas e resisténcia a doencas.
Esse hibrido tem se mostrado uma alternativa na silvicultura, o que pode ser demonstrado
pelos estudos desenvolvidos como Oleo essencial com acdo antimicrobiana (ESTEVES;
ECKER, 2020), na extracdo de hemicelulose (LOAIZA, et al., 2020), na producdo de etanol
(MARCONDES, 2019) e em sistemas silvopastoris (RIBASKI, 2018).

Figura 2. Planta hibrida cultivada Eucalyptus urograndis conhecida como eucalipto. Imagens

da A) folhas, B) area cultivada, C) mudas e D) madeira.
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2.4 CAPRINOCULTURA LEITEIRA

No mais recente Censo Agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) divulgado, o Brasil contabilizou aproximadamente 8,25 milhdes de caprinos em 2017
representando um aumento de 16,11% quando comparado em 2006 (EMBRAPA, 2018).
Desses, aproximadamente 7,6 milhGes estdo no nordeste brasileiro que concentra 90% do
efetivo do rebanho nacional. No Rio Grande do Norte, entre as regides do estado sobressai 0
Oeste potiguar com mais de 200 mil cabecas, Mossord, um dos municipios que compdem essa
regido, contém mais de 18 mil cabecas (IBGE, 2017). N&o obstante, o preco médio de venda
sofreu um aumento nominal de 14% ano, saindo em 2006 de R$ 63,64 para R$ 153,06 em
2017 (EMBRAPA, 2018).
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Esse quantitativo expressivo € devido principalmente a alta capacidade de adaptacéo
desses pequenos ruminantes as condicOes climaticas do semiarido e aos diversos tipos de
manejos, alem da exploracdo da caprinocultura leiteira se mostrar ajustada a pequenas
propriedades, auxiliando na sustentacdo do semiarido. Ademais, essa representatividade no
Nordeste justifica o investimento em melhorias na exploracdo desse segmento econémico
(CARNEIRO et al., 2016).

Apesar desse aumento no rebanho efetivo do pais houve uma retracdo de 30% no
segmento de caprinocultura leiteira com diminuicdo de 13% nos estabelecimentos que
produzem leite de cabra. Em 2006, se tinha 150 mil cabras ordenhadas, em 2017, sdo 100 mil
cabecas ordenhadas. Em contrapartida, o preco do leite de cabra teve uma taxa de crescimento
de 6,94% ao ano, passando em 2006 de R$ 1,22 para R$ 2,15 em 2017 (EMBRAPA, 2018).

Essa reducdo na producéo foi principalmente na regido Nordeste, com a Bahia sendo a
mais afetada, considerada uma das principais bacias leiteiras do pais. Contudo, na regido
Sudeste o Estado de Minas Gerais, terceiro maior produtor de leite do pais, apresentou um
crescimento de 35% (EMBRAPA, 2018). Vale salientar que a regido sudeste, a qual
representa menos de 10% do efetivo de caprinos no pais, destaca-se pela representatividade
no segmento caprino leiteiro devido principalmente & organizagdo dessa cadeia. As principais
racas leiteiras utilizadas para obtencéo do leite sdo a Saanen, Alpina, Toggenburg ou mesticas
(ALMEIDA et al., 2013).

Um bom sistema de producdo é eficiente quando se adota um modelo com avancos
tecnoldgicos, menores custos de producdo, uso de animais mais adaptados localmente e com
aberturas de espacos no mercado (CARNEIRO et al., 2016). O leite de cabra € um importante
alimento para individuos sensiveis ou alérgicos ao leite de vaca (ALMEIDA et al., 2013).
Esse produto tem como caracteristicas menores globulos de gordura, menor concentracéo de
caseina e auséncia de substancia aglutinina o que proporciona melhor digestibilidade e
minimiza a probabilidade de problemas alérgicos em humanos (BARROS et al., 2019). Além
da sua utilizacdo para fabricacdo de derivados como o queijo.

A composi¢do quimica desse alimento varia de acordo com a raga, periodo de
lactacdo, clima, estacdo do ano, alimentagéo, idade do animal e da produgédo (ALMEIDA et
al., 2013). Atrelado a essa variagdo na composi¢do quimica, a qualidade do leite de cabra
sofre grande influéncia de fatores na obtencdo, armazenamento e transporte, fatores
zootécnicos e sanitarios. Em relagdo aos aspectos sanitarios pode-se citar a sanidade animal e
a saude da glandula mamaéria (BARROS et al., 2018).
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Essa qualidade é alcancada através da adocdo de medidas higiénicas em Programa de
Boas Praticas de Ordenha. Entre essas praticas de ordenha estdo adequado funcionamento do
equipamento de ordenha, boas praticas de ordenha (uso de pré-dipping e pos-dipping),
tratamento imediato de casos de mastite clinica, tratamento de animais com mastite subclinica
na secagem (uso de antimicrobianos), segregacéo e descarte de animais com mastite cronica,
linha de ordenha e fornecimento de alimentacdo aos animais ap0s a ordenha (para que o
esfincter do teto seja fechado) (VESCO et al., 2017).

Dessa forma, a utilizacdo do preé-dipping e pos-dipping na higiene do teto ndo é apenas
para reduzir os riscos de infeccdo e de mastite, mas também para melhorar a qualidade do
leite (VIEIRA et al., 2018). Assim, o pré-dipping e o pds-dipping representam estratégias
eficazes no controle da mastite contagiosa e ambiental (ALVES et al., 2017). Logo, 0 uso de
antissépticos é em primeira instancia para reducdo da populacao antimicrobiana com o intuito
de evitar a disseminacdo de patégenos contagiosos causadores de mastite (GONCALVES;
TOMAZI; SANTOS, 2017), sendo necessario a realizacdo de exames clinicos, avaliacdo
macroscopica, celular e microbioldgica do leite de forma continua (SOUZA et al., 2019).

Quando se trata dos fatores de risco associados a mastite tem-se o sistema de criacéo, a
ndo separacdo do rebanho doente do sadio, limpeza das instalacfes e equipamentos da
ordenha, além da falha no pré e po6s-dipping, o nimero de lactacdo, o tipo de ordenha
(ACOSTA et al. 2016), e mais especificadamente, a pele do Ubere, as mdos dos responsaveis
pela ordenha e as soluc@es antissépticas (SARTORI; SANTOS; MARIN, 2012).

O uso indiscriminado de antissépticos no pré-dipping e no pds-dipping aparentemente
pode ser eficaz, entretanto pode causar lesGes do epitélio mamario, inducdo da resisténcia
bacteriana e presenca de residuos no leite (MORAO et al., 2015), o que resulta num nimero
limitado de antissépticos a serem usados na lavagem de tetos. Logo, os estudos na busca de
novos farmacos e substancias estdo voltados para os 6leos essenciais e extratos de plantas
como o extrato etandlico de M. tenuiflora com acdo antimicrobiana em isolados de mastite
bovina (FANIN et al., 2020). Outro exemplo, foi o deposito da patente BR 10 2018 076640 6

referente ao uso de Spondia mombin L. como antimicrobiano usado em animais.
2.4.1 Mastite
A palavra mastite € originaria dos termos gregos mastos, “peito”, e itis, “inflamagao

de” (QUINN et al., 2015; SA et al., 2018). E uma sindrome plurietioldgica e multifatorial,

responsavel por perdas na indudstria leiteira com gastos em programas de controle e profilaxia
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e a diminuicdo em quantidade e qualidade de leite produzido, além de poder, no caso de uma
infecgéo sistémica, acarretar na morte do animal. E o resultado da entrada de microrganismos
no teto animal, de sua capacidade de colonizacéo, grau de viruléncia da cepa e da capacidade
de resposta do hospedeiro (ACOSTA et al. 2016). Além disso, Souza et al. (2019)
referenciaram uma estimativa de perdas na producéo de leite de cabras portadoras de mastite
subclinica variando de 55 kg a 132 kg de leite/ano, com redugfes de 3 g de gordura/Kg de
leite por animal.

A mastite pode ser classificada como contagiosa ou ambiental, considerando os
microrganismos responsaveis pela infeccdo. A mastite contagiosa é geralmente causada por
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus coagulase-negativa
(SCNs). Enquanto que, na mastite ambiental os microrganismos causadores sdo patdgenos
oportunistas, geralmente bactérias encontradas nas fezes e agua contaminadas, tais como:
Escherichia coli e Pseudomonas spp. (PEREZ et al., 2020), ocorrendo principalmente no pos-
parto e em épocas chuvosas (DREVES, 2017). Estima-se que em 51,2 % de rebanhos de
caprinos ja tenham relatado sinais clinicos dessa doenca (SILVA et al., 2015).

A prevaléncia de mastite clinica é de 0,15%, ao passo que na subclinica sédo
observadas variagdes de 11,49% a 30,70% em estudos na regido Nordeste (ACOSTA et al.,
2016). Nos caprinos, a mastite subclinica é causada principalmente pelos agentes patogénicos
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. frequentemente encontrados em infeccOes
intramamarias, com Staphylococcus como principal agente etiol6gico (BARROS et al., 2018;
SANTOS JUNIOR et al., 2019). Com isso, as praticas de pré e pds-dipping com solucdes
antissépticas de forma correta podem reduzir casos de mastites subclinicas em até 85%
(SILVA et al., 2015).

A profilaxia é baseada na utilizacdo de antimicrobianos e antissépticos, contudo, o
mau uso desses farmacos pode acelerar o processo natural de resisténcia microbiana,
dificultando a sua prevencdo e controle (VIEIRA et al., 2018). Nessa perspectiva, 0S
principais mecanismos de acdo dos antimicrobianos envolvem inibicdo da sintese da parede
celular, de proteinas, e de &cidos nucleicos, também agem na desorganizacdo da membrana
celular e interferéncia no metabolismo celular (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

Com base nesses mecanismos, 0S microrganismos usam como estratégias a inativagao
enzimatica do antimicrobiano, modificacdo do alvo do antibiotico, bombas de efluxos de
antimicrobianos, alteracdo na permeabilidade da membrana e formacdo de biofilmes, esses

mecanismos de resisténcia podem ser oriundos de uma caracteristica intrinseca de algumas
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espécies de bactérias, ser adquirido como resultado de mutagdes ou adquirido pela aquisicéo
de material genético exdgeno (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

2.4.2 Microrganismos causadores de mastite

As diversas condigdes climaticas do pais, os sistemas de produgdo e a densidade
animal por area de exploracédo, existe uma diversidade de agentes etiol6gicos causadores de
mastite, sendo classificados em contagiosos e ambientais. Os principais representantes do
primeiro grupo séo Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae que sdo transmitidos de
animal para animal e de teto para teto durante a ordenha multiplicando-se sobre ou dentro da
glandula mamaria (ACOSTA et al. 2016; SA et al., 2018). S. aureus é prevalente em casos de
mastite contagiosa, causando a mastite subclinica que depende do grau de infec¢éo, viruléncia
da cepa e da resisténcia do animal hospedeiro, causando o aumento na Contagem de Células
Somaticas (CCS) (FREITAS et al., 2018).

Os agentes etioldgicos de mastites ambientais sdo causados por um grupo composto de
trés tipos de bactérias, coliformes, Streptococcus ambientais e enterococcos, 0s principais
representantes do grupo de coliformes s&o Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (VESCO
et al., 2017) e Pseudomonas aeruginosa (SANTOS JUNIOR et al., 2019). A mastite por
agentes ambientais acontece principalmente quando a imunidade do hospedeiro esta
comprometida e/ou quando as condic¢des higiénicas sanitarias ndo sao favoraveis (ACOSTA
et al. 2016).

2.4.2.1 Staphylococcus aureus

S. aureus €é Gram-positivo, catalase-negativo e coagulase-positivo, anaerdébio
facultativo, com cocos capsulares, ndo moveis e ndo formadores de esporos (PEREZ et al.
2020). Existem 47 espeécies e 24 subespécies de Staphylococcus divididos em dois grupos
com base na capacidade de coagular o plasma, chamados de Staphylococcus coagulase
positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase negativa (SCN) (EUZEBY, 2013), sendo o
primeiro grupo com maior capacidade de viruléncia e, portanto, capaz de causar mais danos
ao hospedeiro. Essa espécie possui genes de fatores de viruléncia e resisténcia contra varios
antimicrobianos (Tabela 3) (ACOSTA et al. 2016), além da producdo de toxinas

extracelulares como as entrerotoxinas estafiloccicas (SA et al., 2018).
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A inflamagdo por S. aureus associada a esses fatores de viruléncia causam danos aos
tecidos e letalidade, promovendo ainda uma incapacidade de receber sinais inflamatérios, o
que leva a um supercrescimento bacteriano prejudicial (SEILIE; WARDENBURG, 2017).
Ademais, pode ocorrer formacao microabscessos e tecido fibroso, reduzindo a passagem do
antimicrobiano ao local da infeccdo (ALMEIDA, 2020). Os fatores de viruléncia de S. aureus
sdo proteina A, polissacarideo capsular, adesinas, coagulase, lipases, hialuronatoliase,
hialuronidase, proteases e hemolisinas 0 que ocasiona uma taxa de cura baixa
(FIGUEIREDO, 2018). Além disso, S. aureus sdo capazes de formar biofilmes que sao
comunidades bacterianas, envoltas por uma matriz polimérica extracelular. Sua formacéo
inicia com a adesdo da célula bacteriana na superficie, posterior maturacéo e por ultimo sua
ruptura e dispersdao (PEIXOTO et al., 2015), contribuindo para infeccdes recorrentes e
persistentes (PEREZ et al., 2020; ALMEIDA, 2020).

2.4.2.2 Streptococcus sp.

Streptococcus spp. sdo cocos Gram positivos, imoveis (com algumas excecdes),
catalase negativos, oxidase negativo, e a maioria € anaerdbia facultativa, com algumas de
crescimento capnofilico e homofermentativas. Sao classificados em alfa, beta e gama de
acordo com capacidade de provocar lise em eritrdcitos, causando hemolise incompleta, total
ou nenhuma, respectivamente. Séo classificados de acordo com antigenos em 6 grupos, com
destaque para o grupo B (GBS) onde esta S. agalactiae, (beta ou gama-hemolitico)
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). O GBS pode colonizar diferentes tecidos o que tem
sido associado a genes de viruléncia, alguns desses genes sao relacionados a adesdo e invasdo,
danos nos tecidos e evasao imunoldgica (Tabela 3) (CARVALHO-CASTRO et al., 2017).

Assim como S. aureus, 0s GBS sdo capazes de formar biofilmes que facilitam a sua
sobrevivéncia e proliferacdo, aumentando a resisténcia as defesas do hospedeiro. S.
agalactiae, um representante desse grupo, possui uma estrutura chamada Pili com origem nos
genes ilhas PI-1, -2a e -2b as quais auxiliam na formacdo dos biofilmes (ROSINI;
MARGARIT, 2015). Portanto, Streptococcus spp. € um dos géneros mais frequentes em
mastites bovinas de acordo com os estudos de Zimermann & Araudjo (2017) e Mesquita et al.
(2020).

Geralmente sdo encontrados em superficies que estiveram em contato recente com o
leite contaminado, incluindo o equipamento de ordenha, méos dos ordenhadores e 0 material

da cama, sendo disseminado principalmente durante a ordenha (VESCO et al., 2017). Desse



41

modo, a infeccdo intramamarias causada por S. agalactiae estd associada a elevada contagem
de células sométicas no leite e uma infeccdo latente e crénica. O seu tratamento inclui a
diminuicdo da exposicao dos tetos aos patdgenos, medidas de higiene antes e apds a ordenha,
aumento da resisténcia imunoldgica com nutricio adequada e antibioticoterapia (SA et al.,
2018). Além disso, pode-se realizar a blitz terapia, que consiste no tratamento de todos os
animais que estdo infectados com a bactéria (DREVES, 2017).

2.4.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp. séo caracterizados como bacilos Gram-negativos, aerobios, oxidase
positivos e catalase negativos (SA et al., 2018), sendo capaz de sobreviver em diversos
ambientes (PANG et al., 2019). Essa bactéria tem um notavel conjunto de mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos a sua disposic¢do, incluindo a resisténcia intrinseca e adaptativa
(Tabela 3) (HORCAJADA et al., 2019), exemplo é a P. aeruginosa em biofilme, na qual é
capaz de ativar o Katb (gene indutor de catalase), podendo neutralizar peroxido de hidrogénio
(ORSI, 2017), o qual proporciona versatilidade metabdlica e alta adaptabilidade as mudancas
ambientais (PANG et al., 2019).

N&o obstante, genes que promovem a superexpressao de bombas de efluxo foram
relatados em resisténcia a compostos de aménio quaternario (QAC’s) (Tabela 3) (MUNOZ,
2019), antisséptico que pode ser utilizado no po6s-dipping. Além disso, essa bactéria possui 0
gene LasB capaz de destruir componentes teciduais do hospedeiro como as células produtoras
e secretoras do leite, e ainda, interfere nos mecanismos de defesa do organismo animal
dificultando o processo de tratamento (Tabela 3) (SILVA, 2016).

No Ubere dos animais acometidos surgem sinais similares as mastites ocasionadas por
coliformes com decréscimo na producdo. Pode ainda ser observado sinas de hiperemia, edema
e sensibilidade a palpagdo. O mais relevante em relacdo a esse microrganismo € seu
comportamento psicotropico, podendo contaminar o leite e ocasionar Doencgas Transmitidas
por Alimentos (DTA’s) (FIGUEIREDO, 2018).

A mastite por Pseudomonas spp. esta principalmente relacionada a agua contaminada
utilizada na lavagem dos tetos, dos insufladores (teteiras), da canalizagdo do equipamento de
ordenha, do conteudo reutilizavel de pré ou pos-dipping, ou mesmo em cénulas contaminadas
durante a terapia intramamarias. O controle perpassa em manter a qualidade da agua e efetuar

os procedimentos de ordenha em boas condigdes higiénicas sanitaria (SA et al., 2018).
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2.4.2.4 Escherichia coli

E. coli é bacilo Gram-negativo normalmente encontrado no trato gastrointestinal
humano e de animais. E amplamente distribuido no ambiente natural, em animais de
producdo, residuos agricolas, residuos de agua nao tratada, aquicultura e no solo (ZHANG et
al., 2020).

Essa bacteria é classificada de acordo com um conjunto particular de genes, essenciais
para 0 desenvolvimento de determinada doenca, sendo classificada em diferentes patotipos
conforme os genes associados a patogenicidade. 5 grupos foram estabelecidos de acordo com
os fatores propriedades de viruléncia, interagdo com a mucosa intestinal, e sintomas clinicos
gue ocasionam, sdo eles, E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteropatogénicas (EPEC),
E. coli shigatoxigénicas ou verotoxigénicas (STEC ou VTEC), E. coli uropatogénicas (UPEC)
e E. coli enteroinvasivas (EIEC) (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). E. coli possui como
fatores de resisténcia as B-lactamases de espectro estendido (ESBLS), os quais possibilitam a
inativacdo enzimatica dos antimicrobianos, além de genes de resisténcia (Tabela 3) (COSTA;
SILVA JUNIOR, 2017).

Vaérios fatores de viruléncia (toxinas, autotransportadores tipo Il, efetores Ill e a
fimbria) foram estudados, mas ainda ndo conseguem esclarecer o conjunto de viruléncia
associado as cepas frequentemente causadoras de mastite, acredita-se que genes especificos
devem estar associados a fenotipos que auxiliam no estabelecimento da E. coli no tecido
mamario, entre eles, a resisténcia a fagocitose e a capacidade de estimular resposta pro-
inflamatoria por células epiteliais mamarias (KEMPF et al., 2016). Devido a isso, pode-se
deduzir que cepas causadoras de mastite ndo apresentam fatores de viruléncia especificos,
mas podem estar associadas a pressao seletiva de viruléncia especifica ou fatores de aptiddo
(OLSON, 2018; ZHANG, et al., 2020). Ademais, E. coli também é capaz de formar biofilmes,
e consegue resistir a acdo de antimicrobianos como o hipoclorito de sédio (RECH et al.,
2016).

A mastite causada por esse patdgeno é aguda, no entanto, sua recuperacao € lenta, o
que diminui os indices produtivos do rebanho (KEMPF et al., 2016). Sabendo disso,
comercialmente existem vacinas para mastite que incluem a cepa J5 de E. coli inativada, no
qual o mecanismo de acdo envolve os neutrofilos e seu rapido recrutamento na glandula
mamaria e leite, 0 que promove melhora no processo patogénico da doenga (HERRY et al.,
2017).
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A porta de entrada na glandula mamaria é o canal do teto em contato com o0 ambiente

contaminado. Elas se multiplicam no interior da glandula mamaria sem se fixarem nas

superficies epiteliais. O controle da infec¢do causada por essa bactéria inclue a melhoria das

condicdes de higiene do ambiente de ordenha, reducdo da umidade, um melhor sistema de

ventilagdo nos espagos disponiveis aos animais, fornecimento de minerais com o intuito de

aumentar a capacidade imune do animal e o uso de programas de vacinacdo (SA et al., 2018).

Tabela 3. Genes de viruléncia e genes que conferem resisténcia a antissépticos.

GENES

ACAO

REFERENCIA

Staphylococcus aureus

icaABCD

mar, seb, sec,

sed, veja

tst

hla, hlb

lukMF

Facilita a aderéncia e colonizacédo ao epitélio
da glandula mamaria

Atividade superantigénica — induz forte
atividade mitogénica celular, liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias

Atividade superantigénica — induz a secrecéo
de altos niveis de citocinas

Invasdo bacteriana e escape da resposta imune
do hospedeiro

Reducdo das defesas do hospedeiro

ORSI, 2017 elaborado

PEREZ et al. 2020
adaptado

Streptococcus sp.

Pilus Island 1
(P1-1), P1-22, PI-
2b

Cfb, hylFB

bac, bca

PauA e PauB

Adesao e invasao

Danos aos tecidos
Evasdo imunolégica
Ativador de plasminogénio alternativo (burlar

sistema imune)

ROSINI; MARGARIT,
2015 adaptado

CARVALHO-CASTRO
et al. 2017 adaptado

ORSI, 2017 adaptado

Pseudomonas aeruginosa

sugE(c), emrE,
ydgF, mdfA
PmrA, phoQ,

colR

Superexpressdo de bombas de efluxo

Modificacdo de lipopolissacarideos

MUNOZ, 2019 adaptado

HORCAJADA et al.
2019 adaptado



LasB

Apr

Destréi componentes teciduais do hospedeiro e
interfere nos mecanismos de defesa
Envolvida na destruicdo de componentes do

sistema de defesa do hospedeiro
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SILVA, 2016 adaptado

SILVA, 2016 adaptado

Escherichia coli

AcrR

HlyA

iss

Codificador do sistema de efluxo AcrAB-TolC

Codifica hemolisina (Mecanismo de ades&o).

Producdo de uma lipoproteina da membrana
externa bacteriana (confere resisténcia imune

ao hospedeiro)

COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017 adaptado
KLAUS, et al. 2020
elaborado

MACIEL, 2019 adaptado
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antisséptico dos extratos pirolenhosos de jurema preta (Mimosa
tenuiflora) e Eucalipto (Eucalyptus urograndis) no pds-dipping de cabras leiteiras.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Averiguar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos pirolenhosos de jurema
preta e eucalipto;

Avaliar o potencial citotoxico dos extratos pirolenhosos de jurema preta e eucalipto;

Testar in vivo os extratos pirolenhosos de jurema preta e eucalipto como antissépticos;

Averiguar a influéncia dos extratos pirolenhosos de jurema preta e eucalipto na

qualidade fisico-quimica do leite de cabra.



60

CAPITULO 1 - PYROLIGNEOUS ACID FROM Mimosa tenuiflora AND Eucalyptus
urograndis AS AN ANTISEPTIC IN DAIRY GOATS

Journal of Applied Microbiology
Impact Factor 3,066
A2 Medicina veterinaria

A2 Ciéncias ambientais



61

CAPITULO 1 - PYROLIGNEOUS ACID FROM Mimosa tenuiflora AND Eucalyptus
urograndis AS AN ANTISEPTIC IN DAIRY GOATS

SOARES, W. N. C.: LIRA, G. P.de O.; SANTOS, C. S. S.: DIAS, G. N.; PIMENTA, A. S.
PEREIRA, A. F.: BENICIO, L. D. M.: RODRIGUES, G. S. de O.: AMORA, S. S. A.;
ALVES, N. D. and FEIJO, F. M. C.

Abstract

Aims: To evaluate the applicability of the Mimosa tenuiflora and Eucalyptus urograndis
pyroligneous acids (PASs) as alternative antiseptics in dairy goats.

Methods and Results: Cytotoxicity was evaluated in goat cells, in vitro using bacteria, as
well as in vivo using goats, and the influence of PAs on the physicochemical parameters of
fresh milk were examined. The cytotoxicity of PAs was evaluated in terms of morphology,
cell viability, and metabolic activity of goat tegumentary cells. The PA of M. tenuiflora had
results similar to those of 2% iodine. For the in vitro tests, strains of Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa were used with the well technique,
demonstrating inhibition halos greater than 9 mm. In the in vivo test, 15 animals were used
per phase of the experiment, and the plate counting technique showed that there was antiseptic
action of both extracts, with emphasis on the M. tenuiflora PA. Physicochemical analysis of
the milk showed that neither PAs interfered with its physicochemical parameters.
Conclusions: The PA of M. tenuiflora presented potential as an alternative antiseptic in dairy
goats.

Significance and Impact of the Study: This study demonstrates the use of PA as an
antimicrobial agent in animals.

Key Words: Pyroligneous acid, Mimosa tenuiflora, Eucalyptus urograndis, Antiseptic, Post-
dipping, Dairy goats, Physicochemical parameters, Cytotoxicity.

CAPITULO 1 - ACIDO PIROLENHOSO DE Mimosa tenuiflora E Eucalyptus
urograndis COMO ANTISSEPTICO EM CABRAS LEITEIRAS

Resumo

Objetivos: Avaliar a aplicabilidade dos acidos pirolenhosos (PAs) de Mimosa tenuiflora e
Eucalyptus urograndis como antissépticos alternativos em cabras leiteiras.

Meétodos e Resultados: A citotoxicidade foi avaliada em células caprinas, in vitro usando
bacteérias, e in vivo usando cabras, e a influéncia dos PAs nos parametros fisico-quimicos do
leite fresco foi examinada. A citotoxicidade dos PAs foi avaliada em termos de morfologia,
viabilidade celular e atividade metabdlica das células tegumentares de cabra. O PA de M.
tenuiflora teve resultados semelhantes aos do iodo 2%. Para os testes in vitro, cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foram utilizadas com a
técnica de poco, demonstrando halos de inibicdo maiores que 9 mm. No teste in vivo, foram
utilizados 15 animais por fase do experimento, e a técnica de contagem em placas mostrou
que houve acdo antisséptica de ambos 0s extratos, com destaque para PA M. tenuiflora. A
analise fisico-quimica do leite mostrou que nenhum dos PAs interferiu em seus parametros
fisico-quimicos.
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Conclusdes: O PA de M. tenuiflora apresentou potencial como um antisséptico alternativo
em cabras leiteiras.

Significancia e impacto do estudo: Este estudo demonstra o uso de PA como agente
antimicrobiano em animais.

Palavras-chave: Acido pirolenhoso, Mimosa tenuiflora, Eucalyptus urograndis,
Antisséptico, Pos-imersdo, Cabras leiteiras, Parametros fisico-quimicos, Citotoxicidade.

Introduction

Pyroligneous acid (PA) is a liquid obtained from the condensation of gases during the
slow pyrolysis of wood. Pyroligneous acid is also referred to as pyroligneous liquor, wood
vinegar, liquid smoke, pyroligneous tar, pyroligneous oil, wood oil, and wood distillate
(Campos 2007; Canal et al. 2016; Moreira et al. 2019).

The chemical and physical composition of PA is influenced by the chosen floral species,
the wood density, and, most importantly, by the temperature used for carbonisation (Arruda et
al. 2017). In addition to the characteristic odour of smoke, the colour of this liquid can vary
from yellow to reddish-brown, depending on the species used (Campos 2018).

In this context, several studies have been developed to assess different forest species, and
the primary species examined in this study are commonly used for agricultural and veterinary
applications (Porto et al. 2019), organic insecticides (Trindade et al. 2015), animal feeding
(Wang et al. 2012), treatment of swine manure (Chiamenti et al. 2016), organic fertilizers
(Silva et al. 2017), antifungals (Oramahi et al. 2018; Ramos et al. 2020), antimicrobials
(Jankowsky et al. 2018), and, more recently, for the distillation of pyroligneous liquor using
chitosan (Porto et al. 2019).

The need for this variety of PA studies is related to the diverse composition of this liquid.
PA is composed primarily of water and a mixture of various chemical compounds, including
acetic acid, alcohols, ketones, phenolic compounds, lignin derivatives (Schnitzer et al. 2015)
furans, and pyrans (Medeiros et al. 2019). Of these, it has been established that the phenols
are present in proportion to the PA of the different forest species used (Pimenta et al. 2018),
and, together with organic acids, these constitute the main components related to
antimicrobial action, in which they act synergistically (Porto et al. 2019). The antimicrobial
effectiveness of PA in the context of the food industry has been observed against pathogens
such as Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa (Souza et al. 2018) and
environmental agents such as Escherichia coli (Araujo et al. 2018).

These bacteria are characterized as public health pathogens, as they possess transferases

that provide resistance to chloramphenicol, aminoglycosides, streptogramins, and macrolides.
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Based on this, researchers are actively searching for new substances that are capable of
neutralizing these bacterial resistance mechanisms (Costa and Silva Junior 2017).
Additionally, E. coli and P. aeruginosa are prevalent in cases of clinical mastitis in goats,
despite the low occurrence of gram-negative microorganisms (Santos Junior et al. 2019).
Conversely, S. aureus is the primary etiologic agent frequently found in subclinical
intramammary infections in goats (Barros et al. 2018).

The risk of infection is determined primarily by the microorganisms that colonise the teat
ostium and by the ability of these organisms to penetrate the teat duct. In this context, it is
critical to monitor the duration of milking in goats to control mastitis (Santos Janior et al.
2019). To reduce the occurrence of this syndrome in dairy herds, antimicrobial and antiseptic
prophylaxis are commonly used; however, the misuse of these chemicals accelerates the
natural process of bacterial resistance, ultimately creating difficulties in bacterial control
(Costa and Silva Janior 2017; Vieira et al. 2018). Based on this, the majority of current
studies focus primarily on herbal medicine compounds that are produced by plants and
possess antimicrobial potential. These compounds include terpenes, alkaloids, and phenolic
compounds (Mesquita et al. 2017).

Thus, PA, which possesses low toxicity (Pimenta et al. 2018) as assessed according to the
maximum index of DNA-damaging polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and is
composed of a class of compounds that is similar to that in herbal medicines, may provide a
suitable alternative for use as an antiseptic or disinfectant in a wide variety of applications
(Campos 2018; Lima et al. 2019). The applicability and chemical properties of PAs in various
research areas make it possible to study these compounds in animals, and, based on this, we
examined the potential of PAs derived from Mimosa tenuiflora (Jurema preta) and Eucalyptus

urograndis (Eucalipto) for use as post-milking (post-dipping) antiseptics in dairy goats.

Materials and methods
Ethical considerations

All experimental procedures were performed in accordance with international animal
standards and were submitted to the Animal Use Ethics Committee of the Federal Rural
University of Semi-arid (UFERSA) with approval under protocol 06/2019.

Production and purification of pyroligneous acids (PAS)
Wood from E. urograndis and M. tenuiflora was obtained from native forests located at

the Agricultural Sciences Unit of the Federal University of Rio Grande do Norte (EAJ-
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UFRN) and Macaiba/Rio Grande do Norte, respectively. The wood collection and sampling
procedures were performed according to the method described by Santos et al. (2013). The
samples consisted of 2-cm-thick discs that were divided into wedges. The wooden wedges
were oven-dried for 48 h at 103 °C + 1 °C to 0% moisture. Immediately following this, they
were placed in a metal container in batches of approximately 500 g, and slow pyrolysis was
then performed in an electric muffle furnace (FANEM, Guarulhos, S&o Paulo) equipped with
a device designed to collect the condensable portion of the gases. The condenser was water-
cooled and maintained at 25 °C.

Four carbonizations were achieved at a heating rate of 1.25 °C/min until the final
temperature of 450 °C was reached; this temperature was maintained for 30 min. The total
amount of condensed liquids was refrigerated at 2 °C until use. The four pyrolysis liquids
were combined to form a composite sample. This composite sample was vacuum-distilled
under 1.0 mmHg at 100 °C, and the process was interrupted at temperatures above 102 °C.
The wood tar and oils were discarded. After the distillation process, PA was poured into a
dark container without contact with oxygen or light and then stored in a refrigerator (6 °C-10
°C) (Consul, Joinville).

Cytotoxicity of PAs

To evaluate the cytotoxicity of the PA used in this study, we used 9 mm? fragments of
integumentary tissue from goat teats grown in vitro in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, Sigma, Saint Louis) supplemented with 10% foetal bovine serum and 2%
antibacterial-antifungal solutions at 38.5 °C and 5% CO>. Recovered cells were frozen on the
second passage for toxicity experiments. For the analysis of cytotoxicity, thawed cells were
used during the third passage at 80% confluence and at a density of 5.0 x 10 cells/mL. These
cells were divided into four experimental groups: Group CNO (without the presence of PA),
Group JP20 (PA of M. tenuiflora at 20%), Group E20 (PA of E. urograndis at 20%), and
Group 12 (iodine solution at 2%). They were then incubated for 10 min.

After the incubation period, epithelial cells (juxtaposed and rounded) and fibroblasts
(fusiform with central and oval nuclei, with few cytoplasm containing extensions) were
evaluated for their morphology using an inverted microscope (Nikon TS100, Tokyo, Japan)
and for viability using a 0.4% trypan blue assay, where blue stained cells were considered
non-viable and colourless cells were considered viable. Metabolic activity was also examined
using the 3-(4,5-dimethyl 2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2yl-tetrazolic or MMT assay. Cells were
incubated with 5 mg/mL MMT for 3 h. After this period, the MMT solution was removed,
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and 1.0 mL of DMSO was added to solubilize the formazan crystals. Additionally,
assessments were performed using a spectrophotometer (Shimadzu UV-mini-1240, Kyoto,

Japan) at an absorbance of 595 nm.

In vitro action of PAs on mastitis bacteria

The in vitro technique was performed using the bacterial strains Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), and Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) at a density of 1 x 108 CFU/mL, and they were distributed in Petri dishes with
Tryptone Soya Agar (TSA, Himedia, Mumbai) in triplicate. These plates possessed three
equidistant wells. Subsequently, a 50 pL aliquot of the produced PAs was added into each
well at concentrations of 20%, 15%, and 10% according to data from preliminary studies
(Araujo et al. 2018). The plates were then incubated in an oven for 24 h at 37 °C. Finally, the
inhibition halos that formed were assessed (Leonéz et al. 2018).

In vivo testing on dairy goats

The animals used in this study were provided by a producer from the Independéncia
community project, a rural area in the municipality of Mossoro, RN. The collections occurred
from November 2019 to February 2020. Thirty animals were used, with fifteen animals for
each stage of the experiment. At each stage, the 15 animals were divided into 3 subgroups of
5 healthy females aged 2 years, 60 pounds. The animals were kept in stalls with water and
balanced feed/night. During the first stage, a treatment using PA from M. tenuiflora was
tested, and, in the second stage, a treatment using the PA from E. urograndis was assessed.
For these experiments, the treatments included treatment | using the PA from M. tenuiflora,
treatment 1l using the PA from E. urograndis, treatment Il that assessed a positive control
with 2% iodine, and treatment IV that served as a negative control using sterile distilled water.
A completely randomized design (CRD) was performed. The PAs from M. tenuiflora and E.
urograndis and the positive and negative controls were packaged and collected in
personalized cups to allow for disinfection of the udder without returning fluid. The
applications were provided once per day for 28 consecutive days. The collection of cellular
debris from the teats and the replacement of the PAs were performed every 7 d for a total of 4
collections. Antiseptics were applied to the teats for 10 min, and this was followed by rubbing
a sterile swab over a 1 cm?area of the lateral surface of each teat. Each swab was placed into
an identified test tube, stored in a refrigerated isothermal box, and then transported to the

Veterinary Microbiology Laboratory of the Federal Rural University of the Semi-arid. The
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collected samples were washed using 2 mL of sterile distilled water. Subsequently, 1 mL of
the solution was transferred to a test tube containing 9 mL of sterile distilled water
(corresponding to 10%) and diluted to 103. From each dilution, 1.0 mL was removed and
distributed onto corresponding Tryptone Soya Agar (TSA, Himedia, Mombai) plates in
duplicate. The plates were incubated in an oven at 37 °C for 24-48 h. Next, plaque counting
was performed for samples that contained 30—300 colony forming units (CFU) in accordance
with the Normative Instruction No. 62 (NI 62) of August 26, 2003. The results of the colony

forming unit averages were expressed as Logio CFU/cm2.

Physicochemical analysis of goat milk

Goat milk samples (50 mL) were collected from each animal used in the experiment. The
samples were packaged in an isothermal box for refrigeration at +8 °C and then transported to
the laboratory for physicochemical analysis of the dairy products. Physicochemical analysis
of the goat milk samples was performed using Ekomilk Total® equipment (Bulteh, 2000,
Stara Zagora, Bulgaria). The parameters evaluated included fat (F), non-fat solids (SNF),
protein (P), freezing point (FP), lactose (L), hydrogen potential (pH), and conductivity (Z).
The data were monitored in accordance with the Normative Instruction No. 37 (NI 37) of
October 31, 2000.

Statistical analysis

For the in vitro, in vivo, and physicochemical analyses of goat milk samples, the average
test (ANOVA) was applied, followed by Tukey’s test at the 5% probability level using Sisvar
software version 5.6.

Pearson’s (r) linear correlation was also performed between the physicochemical
parameters and the Logio CFU/cm? at the level of 5% probability using the Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) software version 21.

In the cytotoxicity experiment, data were expressed as average + standard error of three
repetitions using GraphPad software (Graph-Pad Software Incorporation, La Jolla, CA, USA).
All results were assessed for normality according to the Shapiro-Wilk test and for
homoscedasticity using the Levene test. The data did not present a normal distribution and
were transformed using a sine arc. The results were analysed by ANOVA (multiple

comparisons) followed by Tukey’s test at a 5% probability level.

Results
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Cytotoxicity of PAs

The morphologies of the incubated cells did not differ when grown in the presence of 20%
PA from M. tenuiflora, 20% PA from E. urograndis, or 2% iodine solution (Figure 1A-1D).

Cell viability, assessed using the Trypan blue assay (Table 1), showed a higher percentage
in cells incubated with 2% iodine solution, but there was no statistical difference between
20% M. tenuiflora PA, 20% E. urograndis PA, or negative control (P > 0.05).

All groups exhibited alterations in metabolic activity. However, the effects resulting from
treatment with M. tenuiflora PA at 20% were similar to those observed after treatment with
2% iodine solution (P > 0.05) (Tablel).

PA-induced inhibition halos

P. aeruginosa and E. coli exhibited inhibition halos when exposed to 20% concentrations
of either of the PAs, and, for S. aureus, the halos were formed at a concentration of 15%
(Table 2). The inhibition halos that resulted from treatment with M. tenuiflora PA were

numerically greater than those resulting from treatment with E. urograndis PA.

PA performance in dairy goats

The number of colony forming units decreased over time in response to treatments with
PA from M. tenuiflora and 2% iodine (p < 0.05) and increased after treatment with distilled
water (p < 0.05). Based on this, we determined the antibacterial efficiency of the PA derived
from M. tenuiflora (Table 3). When comparing the treatments over time, a reduction was
observed from the second week onwards in response to treatments with either PA from M.
tenuiflora or 2% iodine, and differences in the average number of bacteria were statistically
significant in the third and fourth weeks (P < 0.05). When the treatments were analysed on a
weekly basis over the course of the experiment, iodine was determined to exhibit the best
performance, with an average of 0.29 Logio CFU/cm?, followed by PA from M. tenuiflora
(1.87 Logio CFU/cm?) and then distilled water (3.31 Logio CFU/cm?).

The average number of bacteria over time decreased until the third week in response to
treatments with PA from E. urograndis and with 2% iodine (P < 0.05) (Table 4). This was
different from observations from treatments with distilled water, where there was an increase
in the average number of bacteria. For each week, when comparing treatments, a decrease in
the average number of bacteria was observed during all weeks compared to the negative
control, and a statistical difference was observed for up to 21 days (P < 0.05). When the

treatments were analysed on a weekly basis over the course of the experiment, iodine



68

exhibited the best performance, with an average of 1.09 Logio CFU/cm?, followed by PA of
E. urograndis (2.38 Logio CFU/cm?) and water (4.26 Logio CFU/cm?).

Physicochemical parameters of goat milk

For the physicochemical parameters analysed in samples treated with PA from M.
tenuiflora, 2% iodine, and sterile distilled water, the fat percentage, non-fat solid content,
protein content, lactose content, conductivity, and pH in the analysed samples were not
statistically different among treatments over time and in relation to each week (P > 0.05). One
exception was the physical parameter of freezing point, where a statistical difference was
observed in the data collected during the experimental period (P < 0.05) (Table 5).

For the physicochemical parameters that were analysed after treatment with PA from E.
urograndis, 2% iodine, and sterile distilled water, the non-fat solids, protein, and lactose
contents in the goat milk were significantly different in the first week when the treatments
were compared (P < 0.05) (Table 6). With regard to the fat content parameter, treatment with
PA from E. urograndis at 28 days was statistically superior (P < 0.05) to treatments with 2%
iodine and distilled water. The physicochemical parameters, including fat, non-fat solids,
protein, lactose, conductivity, pH, and freezing point, were not statistically different (P <
0.05) in any of the treatments over time. Only the conductivity parameter exhibited a weak
correlation (P < 0.01; r = 0.389) with the number of colony forming units in response to
treatment with PA from E. urograndis.

According to the NI 37 of October 31, 2000, both PAs were found to be out of range for

the physicochemical standards of non-fat solids, freezing point, and lactose.

Discussion
Cytotoxicity and antimicrobial activity of PAs

Studies examining PAs have demonstrated that these compounds exhibit low toxicity
(Campos, 2018), and this was observed for PA from M. tenuiflora. This PA also possessed
similarities with 2% iodine (P > 0.05) with regard to metabolic activity and cell viability
effects, suggesting its potential for use as an antiseptic in post-dipping applications. However,
we did observe that PA from E. urograndis caused a higher degree of interference in the
metabolic activity of goat cells compared to that caused by PA from M. tenuiflora. A possible
explanation for this difference between the PAs may be related to the more diverse

composition of PA from E. urograndis, which contains compounds such as 2-acetylfuran, 5-
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hexen-3-o0l-2.3-dimethyl, and 3-methylcyclopentanone, which are absent in PA from M.
tenuiflora (Medeiros et al. 2019).

Toxicity studies in animal cells that assess PAs are scarce; however, Chatterjee et al.
(2014) evaluated the toxicity of PA from Oryza sativa straw and PA from Quercus sp.
sawdust in Jurkat T cells (a human lymphoma cell line) and HepG2 cells (a human hepatoma
cell line). They observed a decrease in cell viability in both cell types and an increase in
apoptosis. These observations may be associated with the presence of certain compounds in
these PAs that are known for their acute toxicity and animal ecotoxicity, including furfural,
furfuryl alcohol, and dihydro-2(3H)-furanone, which are all chemical substances that have
been classified as furans. In the study reported by Medeiros et al. (2019), the PA from E.
urograndis contained higher amounts of components that were classified as furans compared
to the levels observed in PA from M. tenuiflora, which might be responsible for the observed
decrease in metabolic activity of the mitochondria. In this context, more studies should be
performed to determine the specific fractions of the PAs to allow them to be more effectively
used as antiseptics. Araujo et al. (2018) used extract conditions similar to those used in our
current study and found that treatments with PA from E. urograndis and PA from M.
tenuiflora at concentrations of 20% inhibited E. coli and S. aureus, respectively. However, an
inhibition of S. aureus at concentrations below 20% in response to both PAs was observed in
this study. This higher sensitivity for S. aureus is likely due to lysis of the membrane
components in the gram-positive bacterial cell that are caused by the synergistic effects of the
PA compounds (Mattos et al. 2019). This is different from the observations by Jankowsky et
al. (2018), who found that in isolation, the methanolic fraction of the PA from bamboo
(Dendrocalamus asper) was inefficient for the inhibition of S. aureus. This methanolic
fraction primarily includes phenolic compounds (guaiacol and vanillin), ketones, aldehydes,
and lactones. Additionally, PA from E. urograndis and PA from M. tenuiflora also caused
inhibition halos in P. aeruginosa (Aradjo et al. 2018), and these halos were similar to those
found in this study.

This antimicrobial action of PAs may be influenced by the presence of phenolic
compounds that mostly exist as simple phenols, such as phenol, cresols, and 1,2-benzenodiol
(Oramahi et al. 2018). The antimicrobial effects of these phenolic compounds are primarily
due to the chemical structure of these phenols, which allows them to act as proton exchangers
that can decrease the pH gradient across the cytoplasmic membrane, ultimately causing
microbial cell death (Pisoschi et al. 2018).
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Additionally, the antimicrobial actions exhibited by the PAs in this study may also be
associated with acetic acid. According to Grewal et al. (2018), this organic acid composes
approximately 50% of the solution and causes the PAs to exist at a pH < 3. Based on this, the
observed pH of 2.3 for PA from M. tenuiflora suggests that this PA possesses a higher acetic
acid content than that observed in the PA from E. urograndis. This may be responsible for the
larger inhibition halos observed after treatment with M. tenuiflora PA, which is corroborated
by a study by Mahmud et al. (2016), who examined the PA from Ananas comosus biomass
and found that this PA exerted an antimicrobial effect on E. coli. Furthermore, they suggested

that the presence of organic acids, particularly acetic acid, might influence these effects.

Performance as an antiseptic in dairy goats and interference in bacterial cell count

In both stages of the experiment, PA from M. tenuiflora and PA from E. urograndis
decreased the number of bacterial cells. The improved response elicited from PA from M.
tenuiflora is likely due to the greater number of phenolic compounds, such as 2-
methoxyphenol (guaiacol) and 2,6-dimethoxy-phenol (syringol) in this PA, which are derived
from the degradation of lignin that is present in greater quantities in M. tenuiflora wood
(Medeiros et al. 2019). These phenolic compounds, including 4-ethyl-2-methoxyphenol and
4-propyl-2-methoxyphenols (Mahmud et al. 2016), possess antimicrobial properties, and
likely act on the microbiota of the teat to inactivate bacterial enzymes and disrupt cell
membranes (Suresh et al. 2020).

In addition to these compounds, other compounds, such as organic acids, aldehydes,
furans, and ketones are also present in the PAs produced by the thermal pyrolysis of xylans
(Suresh et al. 2019). Of the organic acids, acetic acid stands out for its promotion of
cytoplasmic acidification that can affect the energy production of the microorganism (Mattos
et al. 2019) and alter bacterial DNA to achieve antimicrobial effects (Chiamenti et al. 2016).
Based on this, phenols, esters, and acetic acids are all related to antimicrobial activity (Grewal
et al. 2018).

From these observations, it is evident that PAs with a high percentage of acidity, high
concentrations of carbonyl compounds, and a low pH exhibit better results as antimicrobials
(Mattos et al. 2019; Suresh et al. 2020). These characteristics enable the occurrence of
synergistic effects that result in less bacterial resistance compared to that caused by the use of

chemicals, such as 2% iodine (Suresh et al. 2019).

The PA influence in the physicochemical parameters
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The function of antiseptic solutions that are used after milking is to reduce the
contamination and transmission of microorganisms that cause mastitis on the skin of the teats
(Goncalves et al. 2017). PAs possess ketones and aldehydes that are responsible for high
viscosity and interfere with PA quality (Faustino et al. 2019). This may affect non-fat solids
in milk, although no differences in the values of this parameter were observed over time when
using the PA from M. tenuiflora. This result is possibly related to the use of PAs after
milking, where no contact occurred with goat milk. Additionally, all treatments were below
the index recommended by the NI 37 (Brazil 2000), or it might have been due to the
nutritional status of the animals (Santos et al. 2019).

The acetic acid present in the PAs is widely used as a solvent (Faustino et al. 2019);
however, it did not interfere with the milk fat globules in any of the tested treatments, as the
fat content was in accordance with that established by the NI 37 (Brazil 2000). Thus, the
increase in the average fat content in the animal milk samples when PA from E. urograndis
was used may have been due to a higher consumption of forage grasses, thus causing an
increase in the average milk fat percentage (Madureira et al. 2017).

Goat milk that is released by the mammary gland is slightly acidic, and it exhibits an
increase in acidity over time, even under adequate storage temperatures (Dutra et al. 2014).
Although PAs possess weak acid characteristics with a pH ranging from 2.3 to 3.0 (Campos
2007), it is not possible to confirm any interference in the acidity observed in the milk
samples from the animals tested in the study. The reported acidity likely occurred due to the
production of lactic acid from lactose consumed by bacteria present in the mammary gland
(Moréo et al. 2018), and these bacteria were likely lactic acid and coliform bacteria (Dutra et
al. 2014).

The chemical parameter for lactose was below the standard of the NI 37 (Brazil 2000) in
all treatments, suggesting that PA from M. tenuiflora and PA from E. urograndis did not
interfere with the lactose index present in the goat milk samples. These observed indices may
be due to the microorganisms that thrive and multiply in the mammary gland (Sa et al. 2018),
as some of these bacteria use lactose as a substrate, thus explaining the significant difference
between the lactose index for distilled water treatment compared to that observed after
treatment with PA from E. urograndis (Dutra et al. 2014).

With regard to the freezing point, Alves et al. (2016) stated that it is a physical parameter
linked to the concentration of components, such as lactose, present in the milk. Thus, this
parameter was influenced by lactose and not by the PAs used, as the levels were below those
of the standard established by the NI 37 (Brazil 2000).
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For electrical conductivity, all treatments were above the levels established by the
legislation, and this represented a possible contamination of the milk that facilitated
conductivity. This is supported by the observed correlation (P < 0.01; r = 0.389) obtained
between the colony forming units of PA of E. urograndis and this physical parameter (Barros
et al. 2019). Additionally, Madureira et al. (2017) suggested that goats promoted the release
of cytoplasmic particles into the milk due to intense flaking of the glandular epithelium. These
released particles have sizes similar to those of somatic cells (Dutra et al. 2014), and this
contributes to the increase in the values of this parameter.

Based on the results obtained from PA from M. tenuiflora and PA from E. urograndis,
their use can be recommended as an alternative antiseptic during post-dipping. Additionally,
further studies examining the toxicity of PA from E. urograndis should be performed to
further assess the reliability of its use. The study also demonstrates that the use of PAs does

not interfere with the physicochemical quality of goat milk.
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SUPPORT MATERIAL

J Tl e

Figure 1 Morphological analysis of cells obtained from the caprine teat region exposed to PA

of Mimosa tenuiflora, PA of Eucalyptus urograndis, and 2% iodine. Cells exposed to A)
Negative control, B) 20% PA of Mimosa tenuiflora, C) 20% PA of Eucalyptus urograndis,
and D) 2% iodine solution, 40x

Table 1 Viability and metabolic activity of goat cells cultured in vitro after 10 min of
incubation with 20% PA of Jurema preta (M. tenuiflora) and 20% PA of Eucalyptus (E.

urograndis) and 2% iodine.

Groups Cell viability Value-P in Metabolic Value-P in
(%) relation to Activity (%) relation to
control control
Negative control 85.4+9.39a 100.0+34a

(CNO)
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PA of M. tenuiflora 50.0+16.9a  0.2006 329+06D 0.0004
at 20% (JP20)

PA of E. urograndis 57.6+4.9a 0.1504 31.8+04c 0.0004
at 20% (E20)

2% iodine solution  88.6 +5.3a 0.8493 476+13Db 0.0007
(12)

In each column, the averages followed by the same letters are statistically equal by the Tukey

test at the 5% level. a, b: P < 0,05. a, b, c: P <0,05. %, percentage; p, probability.

Table 2 Diameter of the PA’s inhibition halos of M. tenuiflora and E. urograndis in the

growth of microorganisms

Diameter of inhibition halos (mm)

Concentration of the Concentration of the
M. tenuiflora PA (%) E. urograndis PA (%)
Microorganism 20 15 10 20 15 10

Escherichia coli 116 + 0.0+£00 0.0x00 100x264 0.0x00 o0.0zx0.0
2.08

Staphylococcus 125+05 120+0.0 0.0+0.0 10.7+057 9.0+0.0 0.0£0.0

aureus

Pseudomonas 97+208 00+x00 0000 772057 00x00 o0.0x0.0

aeruginosa

%, percentage; mm, millimetre

Table 3 Average colony forming units (Logio CFU/cm?) of bacteria from the caprine

mammary gland for 20% PA of M. tenuiflora, 2% iodine, and sterile distilled water

Time (days)

Treatments 7 14 21 28 X

20% PA M. tenuiflora 2.30 Aa 1.32 Ab 2.29 Ab 1.55 Ab 1.87b
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2% iodine 1.20 Aa 0.00 Ab 0.00 Ac 0.00 Ac 0.29c
Sterile distilled water 2.04 Aa 3.71 Ba 3.83 Ba 3.69 Ba 3.31la

Averages followed by the same lowercase letter in the column and uppercase in the line do

not differ by the Tukey test at the 5% probability level. %, percentage; X, average.

Table 4 Average of colony forming units (Logio CFU/cm?2) of bacteria from the caprine

mammary gland for 20% PA of E. urograndis, 2% iodine, and sterile distilled water

Time (days)
Treatments 7 14 21 28 X
20% PA E. urograndis 2.66 Aba 2.22 ABb 1.43 Bb 3.18 Aa 2.38b
2% iodine 2.49 Aa 0.00 Bc 1.89 Ab 0.00 Bb 1.09¢
Distilled water 2.81 Ba 4.83 Aa 5.04 Aa 4.36 ABa 4.26 a

Averages followed by the same lowercase letter in the column and uppercase in the line do
not differ by the Tukey test at the 5% probability level. %, Percentage; X, average.

Table 5 Average values of the physical-chemical parameters of the obtained goat milk,
analysed in relation to 20% PA of M. tenuiflora, 2% iodine, and sterile distilled

Physical-chemical parameter

F
Treatment 7 days 14 days 21 days 28 days TA* RV**
20% PA of M.
) 3.70aA 399aA 3.76aA 371Aa 3.79A
tenuiflora
Lo Original
2% iodine 346aA 391aA 386aA 425Aa 387A
content
Distilled water 3.09aA 380aA 365aA 3.82aA 359A
WA 3.42a 3.90a 3.76 a 3.93a
E
20% PA of M.
) 7.23aA 7.16aA 7.12aA 698Aa 7.12A
tenuiflora Minimum
2% iodine 6.76 aA 6.80aA 6.89aA 693Aa 6.85A 0f8.20
Distilled water 7.16aA 7.10aA 6.99aA 6.90aA 7.04A
WA 7.05a 7.02a 7.00 a 6.93a
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20% PA of M.

) 2.96 aA 2.94 aA 2.93aA 2.87 aA 293 A
tenuiflora

o Minimum
2% iodine 2.79 aA 2.81aA 2.84 aA 2.86 aA 2.83 A fog

of 2.
Distilled water 2.93aA 2.92 aA 2.88 aA 2.85 aA 2.89 A
WA 290 a 2.89a 2.88a 2.86 a
FC
20% PA of M.

) -0.200 aA -0.200 aA -0.200 aA -0.460 aA -0.265A
tenuiflora

o -0.550 a -
2% iodine 0.000aB 0.000aB 0.000aB -0.460aA -0.115A 0,585
Distilled water 0.000aB 0.000aB 0.000aB -0.456aA -0.114A
WA -0.067 a -0.067 a -0.067 a -0.459 b

L
20% PA of M.

) 3.73 aA 3.69 aA 3.67 aA 3.59 aA 3.67A
tenuiflora Minimum
2% iodine 3.48 aA 3.49 aA 3.54 aA 3.56 aA 352A of4.3
Distilled water 3.70 aA 3.66 aA 3.60 aA 3.54 aA 3.63A
WA 3.64a 3.62a 3.61la 3.56a

Z
20% PA of M.

) 5.97 aA 5.85 Aa 6.20 aA 6.13 aA 6.04 A
tenuiflora SR
2% iodine 6.18 aA 6.09 aA 6.38 aA 6.36 aA 6.25 A
Distilled water 5.90 aA 5.90 aA 6.44 aA 6.31 aA 6.14 A
WA 6.02 ab 595b 6.34 a 6.27 ab

pH
20% PA of M.

) 5.48 aA 5.47 aA 5.48 aA 5.48 aA 5.48 A
tenuiflora SR
2% iodine 5.47 aA 5.48 aA 5.47 aA 5.48 aA 5.48 A
Distilled water 5.48 aA 5.48 aA 5.47 aA 5.48 aA 5.48 A
WA 5.48 a 5.48 a 547 a 5.48 a

Averages followed by the same lowercase letter in the column and uppercase in the line do

not differ by the Tukey test at the 5% probability level. % Percentage.

* TA, Treatments average; WA, Weekly average; ** RV, Reference value according to the

Normative instruction (NI) n® 37 of October 31, 2000; *** SR, No reference value.
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Fat (F); solid not fat (E); protein (P); freezing point (FC); lactose (L); electrical conductivity

(2); and (pH) hydrogen potential.

Table 6 Average values of the physical-chemical parameters analysed in relation to 20% PA

of E. urograndis, 2% iodine, and sterile distilled water from the obtained goat’s milk

Physical-chemical parameter

F
Treatment 7 days 14 days 21days 28days TA* RV**
20% PA of E.

_ 290aA 288aA 337aA 386aA 3.25A
urograndis Original
2% iodine 224aA 241aA 250aA 2.85bA 250B content
Distilled water 191 aB 2.27aAB 3.13aA 2.73bAB 251B
WA 2.35Db 2.52 ab 312a 3.03 ab

E
20% PA of E.

_ 794aA 738aB 7.54aAB 7.08aB  7.49AB
urograndis Minimum
2% iodine 7.81bA 759aAB 756aAB 7.11aB @ 7.52A 0f8.20
Distilled water 743abA 7.29aA 7.35aA 6.96aA 7.26B
WA 7.73 a 7.42b 7.48 ab 7.05c¢

P
20% PA of E.
_ 322aA 301aB 3.08aAB 391aB 3.05A
urograndis
o Minimum
2% iodine 3.17abA 3.08aAB 3.08aAB 291aB 3.06 A fog
of 2.
Distilled water 3.02bA 297aA 3.00aA 286aA 2.96B
WA 3.13a 3.02b 3.05ab 2.89¢C
FC
20% PA of E.
_ -0.600aA -0.600aA -0.600aA 0.000 aA -0.450B
urograndis
o -0.550 -
2% iodine -0.800 aB -0.400aB -0.200aB 0.000 aA -0.350B 0,585
Distilled water -0.200aA -0.200aA 0.000aA 0.000 aA -0.100A '
WA -0.533b  -0.400b -0.267ab 0.000 a
L
20% PA of E. 414aA 383aB 3.92aAB 365aB  3.88AB Minimum
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urograndis of 4.3
2% iodine 408 abA 3.95aAB 3.93aAB 3.69aB 391A
Distilled water 387bA 378aA 38laA 360aA 3.77B
WA 4.03a 3.85b 388ab  3.65¢c
V4
20% PA of E.
urograndis 5.83 bB 6.39 abA 6.58abA 6.49aA 6.32B
2% iodine 6.13bA 6.31bA 6.41bA 633aA 630B SR
Distilled water 6.64aA 6.82aA 7.0l1aA 6.81aA 6.82A
WA 6.20 b 6.51 ab 6.66 a 6.54 a
pH
20% PA of E.
urograndis 548aA 549cA 546aB 5.46 cB 5.47 A
2% iodine 5.47 bC 5.47 aC 5.46 aB 5.49 aA 547 A SR
Distilled water 547bA 548bA 5.46aB 548bA 547 A
WA 547D 5.48a 5.46¢C 5.48 a

Averages followed by the same lowercase letter in the column and uppercase in the line do

not differ by the Tukey test at the 5% probability level. %, Percentage.

* TA — Treatments average; WA — Weekly average; ** RV - Reference value according to the
Normative instruction (NI) n® 37 of October 31, 2000; *** SR, No reference value.

Fat (F); solid not fat (SNF); protein (P); freezing point (FC); lactose (L); electrical

conductivity (Z); and (pH) hydrogen potential.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista a cadeia produtora de leite, e os desafios da mesma. Possiveis solucbes
e 0 aprimoramento de técnicas, produtos e metodologias se faz cada vez mais necessarios. No
que tange o processo de antissepsia dos tetos, o trabalho se demonstrou promissor ao se
utilizar um subproduto com impacto ambiental negativo em animais de produc&o.

Dessa forma, comprovou-se que extrato pirolenhoso é uma alternativa aos antisséptico
convencionais, ressaltando o extrato de Mimosa tenuiflora que apresentou melhores
resultados que o extrato de Eucalyptus urograndis, no teste in vitro, citotoxico e in vivo,
sendo uma possibilidade como antisséptico no pés-dipping de cabras leiteiras. Além disso, é
um subproduto de facil uso e custo acessivel.

Portanto, extratos pirolenhosos podem ser possiveis alternativas como agente

antimicrobiano.



ANEXOS

ANEXO 1 - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Massord, 27 de margo de 2019,

PARECER 06:2019

0 projeto intirulado "Extratos pirolenhosos de Mimosa Tenuviflora e Eucalyptus sp. no Pos-
Dipping de cabras leiteirax ", sob responsabilidade de Francisco Marlon Carneiro Feifé, o qual
emolve a produgde, manwtengdo e'on wilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordaa,
subfilo Vertebrata fexceto humanos), para fins de pesquisa ctentifica, encomtra-se de acordo
com as preceitos da lei 11,794 de 8 de outubiro de 2009 ¢ com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animats (CEUA) da Umversidade Federal Rural do Semi-Arido —UFERSA em rewnido no dia
26 de margo de 2019,

Vigéncia do projeto Abril a setembro de 2019
Espécie/linhagem Capra acgagrus hircus
N. de Animais 200
Pesoddinde Advilsos
Sexo Fémeas
| Ovigem Asventamentos rurals em Mossord RN
Emanuelle Fontenele Rabeto

Presidente CEUA-UFERSA
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