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RESUMO

Estudos s&o desenvolvidos no sentido de encontrar substéncias de origem vegetal,
como controle quimico alternativo ao combate do vetor da dengue, uma vez em que
até o presente momento nao ha vacina validada para a mesma. No referido trabalho,
a partir da extracdo e do estudo analitico do Oleo essencial das cascas frescas de
Citrus sinensis L.Osbeck , foi possivel analisar o efeito larvicida do 6leo contra as
larvas em terceiro estagio do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Extraiu-se
guantitativamente o 6leo pelo processo de hidrodestilagdo, usando aparelho do tipo
Clevenger. Determinaram-se as propriedades fisico-quimicas do Oleo essencial
(densidade, indice de refracdo, solubilidade, cor e aparéncia). Caracterizou-se
analiticamente o 6leo por infravermelho (FTIR) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM), identificando desta forma o seu composto
majoritario. Calculou-se a CLsp do 6leo, a partir dos métodos de Reed-Muench
(1938) e Pizzi (1950), respectivamente. O rendimento do 6leo foi de 2,47% m/m.
Através das técnicas espectroscépicas utilizadas, foi possivel identificar 15
compostos, justificando a presenca do d-Limoneno como constituinte majoritario. O
6leo essencial exibiu CLsy de 99,014 (+2,098) pg.mL™ e o padrdo d-Limoneno
126,037 (+2,092) pg. mL™. Os resultados apresentados indicam que o 6leo essencial
Citrus sinensis L. Osbeck, é constituido por substancias que possuem efeito larvicida

frente ao Aedes aegypti.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Citrus sinensis L.Osbeck. d-Limoneno. Atividade

larvicida. Aedes aegypti.



ABSTRACT

Studies are conducted to find substances of vegetable origin, such as alternative
chemical control to combat the dengue vector, once there is no validated vaccine for
that. In this paper, from the extraction and analytical study of the essential oil of the
fresh peel of Citrus sinensis L.Osbeck was possible to analyze the larvicidal effect of
the oil against third stage larvae of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). The oil was
extracted quantitatively by steam distillation process using Clevenger type apparatus.
The physico-chemical properties of essential oil were determined (density, refractive
index, solubility, color and appearance). The oil was characterized analytically by
infrared (FTIR) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS),thus
identifying its major compound. LCso from the oil was calculated from the Reed-
Muench method (1938) and Pizzi (1950), respectively. The yield of oil was 2.47%
m/m.Through spectroscopic techniques used,it was possible to identify 15
compounds, justifying presence of d-limonene as a major constituent. The essential
oil exhibited LCsp of 99.014 (+ 2.098) pg.mL™ and the standard d-Limonene 126.037
(+ 2.092) ug.mL™. The results indicate that the essential oil Citrus sinensis L. Osbeck

comprises substances with larvicidal effect against mosquito Aedes aegypti.

Keywords: Essential oil. Citrus sinensis L.Osbeck. d-limonene. Larvicidal activity.
Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a dengue € considerada como a mais importante arbovirose
(doenca transmitida por artropodes) que afeta o0 homem e constitui-se em sério
problema de saude publica no mundo, especialmente nos paises tropicais, onde as
condicbes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do
Aedes aegypti, principal mosquito vetor (Ministério da Saude, 2002; 2012). De
acordo com a (OMS, 2012), cerca de 2,5 bilhbes de pessoas vivem em areas de
risco e estima-se 200 milhdes de infec¢cbes por ano para transmissao da dengue, o
virus € endémico em mais de 100 paises (MURRELL et al., 2011).De acordo com
pesquisa recente, realizados por pesquisadores da Universidade de Oxford e da
Fundacdo Wellcome (RFI, 2013), este niumero subiu consideravelmente para 390
milhdes de pessoas infectadas por essa doenga,ou seja, quase ao triplo na qual a
OMS estima.

A dengue tem emergido como um problema mundial desde 1950,
atualmente, mais de um terco da populacao vive em areas de risco de transmissao
do virus, situado nos tropicos e subtrépicos, caracterizado como uma das principais
causas de doenca e morte nestas regifes. Destacando-se na América do Sul,
América Central, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (CDC DENGUE, 2012).
Dados consolidados até a sétima semana epidemioldgica pelo Programa Regional
da Dengue (OMS/ OPAS, 2013), registraram 279.540 casos da doenca, 1.752 caso
graves e 84 Obitos na Regido das Américas. Os paises que registraram 0s maiores
nameros de casos graves foram: México (543), Venezuela (377) e Brasil (324), o
gue equivale a 71% dos casos graves. Quanto aos Obitos destaca-se a situacédo do
Brasil (33), Paraguai (27) e Republica Dominicana (15). A incidéncia desta doenca
ocorre em todos estados brasileiros. O Ministério da Saude, através do
Levantamento de Infestacdo Rapido por Aedes aegypti (LIRAa),0 qual apresenta
dados sobre as situacdes gerais a respeito da doenca por todas regides do pais.
Dados reportados por este 6rgao brasileiro no ano de 2013, foram notificados
635.161 mil casos de dengue, 1.243 casos graves e 108 Obitos até o primeiro
trimestre de deste ano.

Apés ser considerada um problema de salde mundial, a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) propds a erradicacdo global de doencas transmitidas por

vetores para humanos, através da utilizagcdo da pulverizagdo de DDT (Dicloro Difenil
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Tricloroetano), nas residéncias. No entanto, a acao logo foi interrompida, em 1976,
sendo uma das principais causas foi o aparecimento de resisténcia ao mesmo em
uma ampla gama dos vetores de mosquitos (BRADLEY, 1998). Em 1975 a OMS
informou que 256 milhdes de pessoas viviam em areas onde o DDT apresentava
resisténcia. Sendo que, j& em 1947, os primeiros casos de resisténcia DDT contra as
espécies de Aedes tritaeniorhynchus e Aedes solicitans, ja ocorriam, um ano logo
apos a primeira utilizacdo do produto no controle de mosquitos (BROWN,1986).
Desde entdo, mais de 100 espécies de mosquitos foram relatadas como resistentes
a um ou mais inseticida (WHO, 1992). Os problemas de resisténcia continuaram
sendo um dos principais motivos para nao utilizagdo dos inseticidas uma variedade
de géneros como o Culex vetor da filariose e encefalite japonesa, o Aedes da
dengue comum e hemorragica e Anopheles da malaria, tém ampliado o numero de
espécies com resisténcia. Em particular, o Aedes, ampliaram sua faixa de resisténcia
na Asia e na América Latina, levando a um aumento do risco de dengue nestas
areas (RANSON, 2000).

No Brasil, recentemente o controle tem sido feito por meio de aplicacées
de inseticidas organofosforados e piretréides (BRASIL, 2009), no entanto, 0 uso
freqiente e em doses cada vez maiores desses produtos tem evidenciado o0s
principais problemas devido ao uso destes inseticidas: o aparecimento de
populacdes resistentes de mosquitos a esses produtos e os danos ambientais
provocados por seu uso intensivo (CARVALHO e SILVA, 2000; POLANCZYK et al.,
2003; LUNA et al., 2004).

O organofosforado themephos, tem sido usado ao longo de décadas, por
mais de trinta anos para o controle do Aedes aegypti (BARRETO, 2005), embora
esteja sendo substituido gradativamente em razdo dos mosquitos adquirirem
resisténcias ao mesmo.

O Ministério da Saude em 2011, adotou algumas mudancas para
utilizacdo do Novaluron (composto emulsionavel) e com esse objetivo elaborou a
Nota Técnica n°® 57/2011, que estabelece os procedimentos técnicos para o uso do
produto na rotina de controle larvario, o produto mais recente empregado juntamente
com organosfosforados. O produto tem sido utilizado no controle da proliferacdo do
Aedes aegypti no Brasil, consiste em biolarvicida sintético e sua persisténcia contra
as larvas do mosquito é de oito semanas, no entanto, deve ser empregado em

baixas concentracdes para reduzir os riscos de intoxicacdo e contaminacgao
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(Ministério da Saude, 2011). Portanto, torna-se necesséario o controle da densidade
populacional do Aedes aegypti, para que a dengue ndo assuma propor¢des de uma
epidemia, pois ndo existe vacina para a doenca, e a melhor forma de combaté-la é
atacar o vetor, principalmente eliminando os locais onde ocorre a oviposicdo e o
desenvolvimento das larvas do mosquito (BRASIL, 2009; DENGUE MAPAS, 2012).

A partir de 1978 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,2012), este
orgdo passou a aconselhar a comunidade cientifica a intensificar e divulgar os
estudos com plantas (SOARES, 2011).

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com
finalidade terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais
utilizados sdo a sintese de novas moléculas, a modificacdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas, com propriedades farmacolégicas definidas e
extracdo, isolamento e purificagdo de novos compostos, de fontes naturais,
especialmente de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma fonte inesgotavel
de substancias potencialmente ativas como medicamentos. Por outro lado, as
plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas como matéria-prima, ponto
de partida para a descoberta de novas moléculas, mas também como um recurso
natural potencialmente ativo na forma de fitoterdpico padronizado e eficaz
(DISTASI,1996). Estudos com plantas medicinais tem sido responsaveis por
inlmeras e importantes descobertas; o desenvolvimento desta area de pesquisa
deve-se a varios fatores, dos quais se destaca a participacdo de um numero cada
vez maior de profissionais,no entanto, resultados promissores dependem de um
maior comprometimento entre os diversos campos multidisciplinares, que compdem
o estudo das plantas medicinais, pois a continuidade de tais estudos de forma
isolada perpetuard a falta de recursos, impedindo consequentemente o
desenvolvimento de novos medicamentos.

Atualmente hd uma tendéncia mundial em resgatar habitos de vida mais
saudaveis, o que aumenta a utilizacdo de plantas nas mais variadas formas e usos
(PEREIRA, 2008). Isso impulsiona uma maior amplitude de estudos que busquem a
caracterizacao, identificacdo e isolamento de novos compostos de plantas com
propriedades medicinais e atividades farmacologicas.

Dessa forma, Diaz e Jorge (2001) explanam que numerosas
investigacbes tém sido realizadas em busca de novos compostos com atividades

biolégicas a partir de fontes naturais, destacando-se os 6leos essenciais de plantas
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medicinais e aromdticas, conhecidos pelas suas propriedades larvicidas,
antimicrobianas, antifingicas, dentre outras.

Tal fato, conforme Srinivasan et al. (2001), levou a OMS a compilar um
inventario com mais de 20.000 espécies de plantas medicinais. Produtos de origem
vegetal sdo amplamente reconhecidos por sua diversidade quimica, como por sua
consideravel aplicacdo em diversas areas, incluindo a industria farmacéutica
(PENIDO et al. 2007), as plantas oferecem uma fonte alternativa de controle porque
contém uma série de bioativos quimicos.

Dessa maneira tem crescido a busca por extratos vegetais e substancias
naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou a larva de Aedes
aegypti e que sejam isentas de toxicidade para o ambiente. A resisténcia resulta no
aumento da frequéncia de aplicacdo de inseticida, dosagens crescentes,
rendimentos diminuidos, danos ambientais e surgimento de doencas, quando o0s
vetores ndo podem ser controlados (SIMAS et al., 2004).

Porém, o uso frequente e em doses cada vez maiores desses produtos,
tem desenvolvido resisténcia pelo mosquito aos pesticidas comumente utilizados,
dificultando o trabalho. Verificou-se a existéncia de populagcbes resistentes a
inseticidas organofosforados (LIMA, et al., 2003; BRAGA, et al., 2004), requerendo,
dessa forma, a necessidade de novas pesquisas em busca de compostos com essa
atividade.

Nesse sentido, os 6leos essenciais, produzidos no metabolismo
secundario das plantas, também tém se apresentado como fontes de materiais com
atividade inseticida, larvicida e repelente (COSTA et al., 2005; MURUGAN et
al.,2007).

No presente estudo, foi possivel extrair o 6leo essencial da espécie
vegetal Citrus sinensis L.Osbeck (laranja doce: variedade: péra) e desenvolver por
meio de metodologias simples e de baixo custo, estudar as suas caracteristicas
fisicas de sua composicao quimica e principalmente de testa-lo como larvicida junto

as larvas do mosquito Aedes aegypti em terceiro estagio.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideracdes sobre 6leos essenciais

A International Standard Organization (ISO), Oleos essenciais sao
definidos como os “produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por
arraste de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por espressao dos
pericarpos de frutos citricos (Rutaceae)”.

ANVISA (2007), 6leos essenciais sédo produtos volateis de origem vegetal
obtidos por processo fisico (destilacdo por arraste a vapor de agua, destilacdo a
pressdo reduzida ou outro método adequado).Podem apresentar isoladamente ou
misturados entre si, desterpenados ou concentrados.

De acordo com Mouchrek Filho (2000), o termo “6leo essencial” €&
empregado para designar liquidos oleosos volateis, dotados de aroma forte quase
sempre agradavel e sdo extraidos de plantas por algum processo especifico, sendo
o mais frequente a destilagcdo por arraste de vapor d’agua. Sdo ainda misturas
complexas de substéncias organicas volateis, formadas por componentes de
consisténcia semelhante ao 6leo, constituidos basicamente de terpenos, terpenos
oxigenados, sesquiterpenos oxigenados, acidos graxos, materiais corantes, etc
(TELES, 2003).

Esses produtos obtidos dos metabdlitos secundarios apresentam-se em
misturas de compostos em diferentes concentracfes, constituidos principalmente
por derivados de fenilpropanodides e ou/ terpendides, com predominéncia deste
altimo. O termo terpendides € empregado para designar todas as substancias cuja
biossintese deriva de unidades de isoprenos, composto com cinco atomos de
carbono. Os terpendides mais frequentes em 06leos essenciais sdo pertecentes das
classes dos monoterpenos e sesquiterpenos compostos que apresentam em suas
estruturas uma e duas unidades de isopreno, respectivamente (GOUNARIS, 2010;
SARKER et al.,2006;SIMOES et al.,2007)

Com o descobrimento e a elucidacdo das centenas de componentes dos
Oleos essenciais nas ultimas décadas, tem sido possivel entender a complexidade e
a diversidade que existe neste grupo de produtos naturais, o qual consiste
normalmente de monoterpenos (C,,) e sesquiterpenos (C;s), fenilpropenos e outros

componentes volateis (FRANZ, 2010).
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A estrutura quimica geral dos terpenos € CioHis, como por exemplo, o
Limoneno o qual esta presente na maioria das vezes em compostos citricos,
ocorrem também como diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (Czo, C3o e Cao0), bem
como hemiterpenos (Cs); e sesquiterpenos (Cis); quando 0os compostos contém
elementos adicionais, geralmente o oxigénio, sdo denominados terpendides.
Terpenoides sdo sintetizados a partir de unidades de acetato, e como tal eles
compartilham suas origens com acidos graxos. Eles diferem dos acidos graxos que
contém extensas ramificacdes e ciclizacdo. Exemplos de terpendides comuns sao o
metanol e canfora (monoterpenos) e farnesol e artemisin (sesquiterpenos),
(COWAN, 1999).

Para uma mesma espécie de planta, o nimero de compostos, suas
guantidades relativas e o rendimento de 6leos essenciais variam consideravelmente,
isto pode ser atribuido ao método de extracdo do O6leo essencial, além das
diferencas climaticas, localizacéo e fatores agrondémicos como fertilizacao, irrigacéo,
colheita e especialmente a fase de desenvolvimento da planta na data da colheita
(BAKKALI et al., 2008).

Este grande numero de compostos quimicos presentes nos Oleos
essenciais, apresentam inumeras atividades biologicas, avaliadas em varios
estudos, como larvicida, antinflamatéria, pesticida, inseticida, moluscicida,
carrapaticida, antioxidante, anti-séptica, herbicida, antioxidante, entre outras
atividades (CHENG, 2003).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, peréxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, tais
compostos apresentam-se em diferentes concentracdes; normalmente, um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades em forma de tracos (SIMOES et al., 2007).

De uma forma geral, os O0leos essenciais apresentam diferentes
propriedades biologicas, como a ac¢éao larvicida (FURTADO et al., 2005), atividade
antioxidante (WANNES et al., 2010), fungicida (CARMO et al., 2008), atividade
antitumoral (SILVA,2008) e acao antimicrobiana (BAKKALI et al.,2008; BARBOSA et
al.,2009).

O crescente desenvolvimento comercial e industrial na area dos o6leos

essenciais acompanha alteracdes globais e flutuacdes da origem dos mesmos,
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ocorrendo atualmente com a maior producdo em paises fora da Europa, tais como o
Brasil (29%), a india (26%), os Estados Unidos (17%) e a China (9%), (SCHMID,
2010).

No entanto, 0 consumo e a preocupa¢do com o controle de qualidade e
com o0s aspectos relacionados com a saude humana, sdo particularmente
significativos. Com o incremento do volume de trocas comerciais nos mercados de
Oleos essenciais, as normas tém tido importancia igualmente crescente, em especial
na identificacdo e padronizacdo dos niveis de qualidade dos 6leos essenciais mais
utilizados (REVISTA DE FITOTERAPIA, 2011)

Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas, 0s
Oleos essenciais, utilizados frequentemente na aromaterapia, sdo descritos como
produtos com grande potencial terapéutico e farmacolégico (EDRIS, 2007).

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos mesmos séo diversas e
algumas sdo preconizadas por apresentarem vantagens importantes quando
comparadas a outros medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que os
torna ideal para uso em nebulizacdes, banhos de imersdo ou simplesmente em
inalagdes. A volatilidade e o baixo peso molecular de seus componentes possibilitam
que eles sejam rapidamente eliminados do organismo através das vias metabolicas
(BANDONI; CZEPAK, 2008).

2.1.2 Processos de extracao

Existem véarios métodos de extracdo dos Oleos essenciais, variando de
acordo com a regido que a planta se encontra e com a proposta de utilizacdo do
mesmo. Os mais comuns sdo: Enfloracdo, Prensagem, Extracdo com Solventes
Organicos, Extragao por Fluido Supercritico e Arraste por Vapor d’agua. No presente

trabalho o método adotado para extracao foi a hidrodestilacéo.

2.1.2.1 Enfloracéo

Este método ja foi bastante utilizado, mas atualmente € empregado
apenas por algumas industrias de perfumes, no caso de algumas plantas com baixo
teor de 6leo de alto valor comercial. E empregada para extrair 6leo essencial de

pétalas de flores onde as pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre
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uma camada de gordura, durante certo tempo. Em seguida, estas pétalas esgotadas
sdo substituidas por novas até a saturacao total, quando a gordura é tratada com
alcool. Para se obter o 6leo essencial, o alcool é destilado a baixa temperatura e 0

produto assim obtido possui alto valor comercial (WILLIANS, 1996).

2.1.2.2 Prensagem

Na prensagem os pericarpos de frutos citricos sdo prensados e a
camada que contém o 6leo essencial é, entdo, separada. Posteriormente, o Oleo
essencial é separado da emulsdo formada com a &gua por decantacgéo,
centrifugacdo ou destilacdo fracionada (SIMOES et al., 1999), quanto ao processo
industrial, o 6leo essencial é extraido por espressdo, tendo 0 mesmo como

subproduto (frutas citricas).

2.1.2.3 Solventes Organicos

Geralmente sdo usados diclorometano, éter ou éter de petrdleo, no
entanto esses solventes extraem compostos lipofilicos ndo volateis, obtendo-se

assim um 6leo impuro, sem valor comercial (SIMOES; SPITZER, 2004).

2.1.2.4 Fluido Supercritico

Pela extracdo por fluido supercritico consegue-se recuperar 0os aromas
naturais de varios tipos ndo somente Oleo essencial, de modo bastante eficiente e,
atualmente, € um dos métodos de escolha para extracdo industrial de o6leos
essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-o
mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o CO, é
primeiramente liquefeito por compressdo e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, o CO, atinge um quarto estado,
no qual sua viscosidade é analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolucao
€ elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o CO,
retornar ao estado gasoso, resultando na sua total eliminacdo (SIMOES; SPITZER,

1999).
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2.1.2.5 Arraste por vapor d’agua

Empregando-se o aparelho de Clevenger, o dleo € arrastado pelo vapor
d’agua por ter tensdo de vapor mais elevada, formando uma camada de d6leo de
densidade menor sobre o hidrolato que circula pelo sistema, sendo entéo separado
deste. E 0 método preconizado pela Farmacopéia Brasileira para extracdo de 6leos
volateis (SIMOES e SPITZER, 2004). No entanto, as altas temperaturas e a propria
agua podem causar degradacdo ou modificacdes quimicas dos constituintes dos
Oleos volateis (PELLATI et al., 2005).

Na industria de Oleos essenciais existem trés tipos de extracdes,
distinguidas pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a agua, na
fase liquida ou de vapor; a primeira € chamada de hidrodestilacdo, onde a amostra
fica imersa na agua contida numa caldeira; a segunda de destilacdo pela agua e
vapor, onde uma rede colocada na parte inferior de uma caldeira mais alta separa a
agua da amostra e a terceira de destilacdo pelo vapor de agua, onde a amostra é
colocada em uma caldeira e o vapor de agua ali injetado provém de um gerador
proprio, independente (WILLIANS, 1996).

2.1.3 Fatores que afetam a extracao

Entre os fatores que afetam a producdo natural dos 6leos volateis e a sua

composic¢ao nas plantas pode-se destacar:

a) Localizacdo geografica: As diferentes caracteristicas geogréficas e
edafocliméticas interferem diretamente sobre 0 modo como as plantas
adaptam-se e desenvolvem-se, influenciando assim na producéo dos
metabdlitos secundarios produzidos de acordo com a sua necessidade
(HARTMANN, 2007).

b) Sazonalidade: A variacdo climatica propria das esta¢cdes do ano pode
influenciar na composi¢céo quimica dos 0leos volateis, como em cujo
teor de monoterpenos oxigenados € maior no inverno e de
sesquiterpenos hidrocarbonetos € maior no verdo (HUSSAIN et al.,
2008).



c)

d)

f)

g)

h)

31

Fase fenologica: A composi¢do quimica dos 6leos volateis pode variar
de acordo com a idade da planta e a fase fenologica em que se
encontram, como observado que produz niveis mais altos de
sesquiterpenos hidrocarbonetos, considerados mais volateis, nos
meses correspondentes as fases de floracdo e frutificagéo,
possivelmente para favorecer sua polinizacdo e dispersdo (LAGO et
al., 2007).

Biotipo: A composicdo quimica dos Oleos volateis de plantas
aromaticas da mesma espécie que apresentam biotipos com e sem
tricomas glandulares pode variar significativamente, em que o0s
monoterpenos ocorrem predominantemente no biotipo glandular
(TELLEZ et al., 1999).

Quimiotipo: A evolucdo das plantas em resposta as condi¢cdes
ambientais sob as quais viveram ao longo do tempo resultou em
grande variabilidade genética, que promove diferencas quimicas
intraespecificas nos Oleos volateis de plantas da mesma espécie,
morfologicamente idénticas e até mesmo cultivadas nas mesmas
condi¢Bes ambientais (LAHLOU, 2004).

Condicbes de cultivo: A disponibilidade limitada de &gua pode
restringir a biossintese de terpendides, como por exemplo, a seca
severa reduz a emissdo de compostos organicos volateis (OWEN;
PENUELAS, 2005).

Interagdo com o meio ambiente: A taxa de emissdo de monoterpenos
pode aumentar sob injuria e herbivoria (OWEN & PENUELAS, 2005).

Defesa contra microrganismos fitopatogénicos: Plantas aromaticas
podem responder a invasédo de fitopatdgenos produzindo fitoalexinas

de carater lipofilico, que podem atuar em nivel molecular tendo como



32

alvo principal a membrana celular desses microrganismos (INOUE et
al., 2004).

i) Atracdo de polinizadores e dispersores de sementes: Por serem
sésseis, as plantas produz compostos volateis que atraem agentes
polinizadores e dispersores, fato evidenciado por estudos que
comprovam que terpenos sdo reconhecidos pelo aparelho olfativo dos
insetos (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007).

2.2 Aspectos gerais sobre Citrus sinensis L.Osbeck (Laranja doce)

No Brasil, as plantas citricas foram introduzidas pelas primeiras
expedicbes colonizadoras, provavelmente na Bahia. Entretanto, com melhores
condicdes para se cultivar e produzir do que nas proprias regides de origem, estas
plantas se expandiram por todo o pais. A citricultura brasileira detém a lideranca
mundial e tem se destacado pela promocdo do crescimento sécio-econdémico,
contribuindo com a balanga comercial nacional e principalmente, como geradora de
empregos, diretos e indiretos, na zona rural (CUNHA et al., 1996), entretanto, estas
plantas se expandiram por todo o pais, destacando a citricultura brasileira como o
pais lider-mundial, correspondendo por um terco da producdo mundial da fruta e
quase 50% do suco fabricado, em que aproximadamente 70% é processado e 30%
destina-se para o consumo interno (BIZZO et al., 2009). A regido sudeste participa
com 84,11% da producéo da fruta, seguida pelo nordeste com 8,81%. A participacao
maior do Sudeste deve-se principalmente ao estado de Sdo Paulo, como maior
produtor do pais com participacédo de 80,36%.

Citrus é um género de plantas da familia Rutaceae, consiste em cerca de
150 géneros e 2000 espécies (ANWAR et al., 2008), ordem Sapindales originarias
do sudeste tropical e subtropical da Asia (CLAUDIO JUNIOR, 2009). Sdo espécies
cultivadas em mais de 100 paises ao redor do mundo em areas tropicais e
subtropicais, onde as temperaturas sao sempre quentes (SINGH; RAJAM, 2009). O
grupo contém espécies e numerosos hibridos naturais e cultivados, incluindo as
frutas habitualmente designadas por citrinos, em que podemos destacar a laranja

doce, objeto do referido estudo (Figural).
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Figura 1: Frutos e pericarpo da espécie Citrus sinensis
L.Osbeck estudada.

Fonte: Autor (2012)

Na Figura 2, € apresentada a arvore da espécie Citrus sinensis L. Osbeck
estudada no presente trabalho, trata-se de uma planta aromatica herbéacea,
popularmente conhecida como “laranja doce”, com caracteristicas especificas,
medindo aproximadamente 2,20 metros de altura. O termo fruta € aplicado a
estrutura que cerca, protege ou guarda as sementes até estarem maduras, no
estagio da reproducéo das espécies botanicas em todo o reino vegetal (TAYLOR,
2005). Dessa forma, a laranja doce € um dos mais favorecidos frutos do mundo,
suas folhas s&o persistentes, com coloragdo verde-clara quando novas e passam
para o verde mais escuro a medida que envelhecem. Sua forma é eliptica-oval (7-15
cm), fruto € uma baga (fruto carnudo simples, no qual a parede do ovario inteiro
amadurece em um pericarpo comestivel), dividido também em pericarpo (casca)
com muitas sementes, cor verde a amarelo, podendo atingir cerca de 7,5 m ou com
idade avancada, até 15 m, cujo endocarpo é dividido também em camaras, podendo
ser globulosos ou subglobulosos (DE ARAUJO et al., 2003). S&o ricas em 6leos
volateis, flavanodides, cumarinas e pectinas (BRUNETON, 1993, YU et a.l, 2005),
vitamina C (acido ascérbico) e terpendides (OTHA; HIROSE, 1966), com
propriedades potenciais de promocao a saude (YU et al., 2005).

Presume-se que a sua originada no sul da China, regido nordeste da
india, ou talvez do sudeste da Asia, antiga Indochina (MATTOS et al., 2005). Suas
plantacdes predominam em todos os estados brasileiros, sendo que o estado de
Séo Paulo contabiliza 82% dos 18,8 milhdes de toneladas de laranja produzidas no
Brasil (AMARO, 1999), representando perto da metade da populacdo de plantas

desta espécie, estimada em 220 milhdes de arvores (SALIBE, 2002).
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Figura 2. Arvore de Citrus sinensis L. Osbeck estudada (laranja doce péra)
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Fonte: Aufor(2012)

Em seu trabalho (SA, 2011), fala sobre a investigacido de acdes do 6leo
essencial de Citrus sinensis L. Osbeck, sobre o sistema nervoso central e agbes
anticolinesterasica, que podera possibilitar seu uso como um agente antioxidante
sendo uma alternativa para a elaboracdo de uma futura formulacéo farmacéutica
para auxiliar no tratamento do “Mal de Alzheimer”.

Diversos estudos sédo realizados em termos de aplicacdo, o OECSLO, o
qual é usado na prevencdo e auxilio ao tratamento de alguns tipos de cancer,
especialmente nas fases iniciais do desenvolvimento da doenca, observando-se
melhores resultados foram os de proéstata, estbmago, figado, intestinos, pancreas,
mama, pulmdo e nas leucemias. Estudos realizados no Hospital Universitario de
Saint Radbound (Holanda), age aumentando a atividade de uma enzima
desintoxicante, o que acaba por contribuir na eficiéncia do corpo de eliminar
substancias causadoras de cancer. Na Universidade de Wisconsin-Madison (EUA), o
mesmo quando ingerido pode causar completa regressdo da maioria dos canceres
de mama, resultando na referendiciacdo dos tumores malignos e benignos, os quias
foram realizados em ratos. Em um outro estudo realizado pela Universidade de Palia
(China),apresentou resultados excelentes no tratamento de cancer gastrico.Na
Universidade de Siena (Itdlia), departamento de fisiologia, cientistas estiveram

estudando o efeito da inalacéo do Oleo essencial de laranja sobre o sistema nervoso
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em ratos, 0s quais puderam avaliar que Oleo age baixando o teor de corticosterona
nos animais por uma acdo direta na hipdfise na producdo de um hormdnio
estimulante das supra-renais, tais hormoénios estdo associados ao estado de
estresse e sensacdo de dor e uma menor producao, significa uma maior capacidade

de suportar a dor e uma diminuicéo dos estados de ansiedade.

2.3 Aspectos sobre o Limoneno

O Limoneno esta registrado no CAS (Chemical Abstract Service) sob
nimero 138-86-7, como nome (IUPAC:1-metil-4-isopropenilcilohex-1-eno). E um
hidrocarboneto terpénico de formula molecular (C1oH16,) massa molecular 136 g/L,
cuja molécula por apresentar um centro quiral muitas espécies de plantas podem
biosintetiza-lo nas formas de seus enantiomeros (Figura 3) e na forma racémica, ou
seja, € oticamente ativo, extraido na forma de 6leo da casca de frutas citricas como
a laranja e o liméo. O (R)-(+)-limoneno é denominado é denominado d-Limoneno, o
(S)-(-) é chamado de I-Limoneno e o (%)-limoneno é conhecido como diterpeno.
Curiosamente, os enantibmeros podem ser facilmente diferenciados através do odor,
0 d-Limoneno possui odor de laranja e o I-Limoneno de limdo (SCHLISCHTING,
2008).

O OECSLO (laranja doce) é rico em d-Limoneno, biodegradavel, atoxico,
o qual foi encontrado como sendo constituinte majoritario do mesmo extraido, da
casca dos seus respectivos frutos, conforme (CRAVEIRO et al.,1981), podendo
apresentar em sua composicdo em torno de 90% (OTHA; HIROSE, 1966; CLAUDIO
JUNIOR, 2009; MULLER, 2011), ou em 95% (SCHLISCHTING, 2008). Derivados do
Oleo possuem varias aplicacbes, principalmente no uso de perfumes (FAID et
al.,1995, BUTTNER et al., 1996), higiene, bebidas, produtos de limpeza (BIZZO et
al., 2009), alimentos (MULLER, 2011) e cosméticos (NUNES, 2011), em solventes
de resinas borrachas, pigmentos, tintas, fabricacdo de adesivos, substituido por

solventes clorados, limpadores de méaos, desengordurantes, tratamento de esgotos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
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Figura 3: Estruturas enantiométricas do Limoneno
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Fonte: Autor (2013)

Na Figura 4, sao apresentadas algumas estruturas quimicas

identificadas no 6leo essencial das cascas de Citrus sinensis L.Osbeck estudadas.

Figura 4: Estruturas quimicas dos constituintes identificados no 6leo essencial das cascas de
Citrus sinensis L.Osbeck estudado.
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2.4 Aspectos gerais sobre o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O Aedes aegypti (Figura 5) € um mosquito domeéstico e antropofilico, com
atividade hematofagica diurna e utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais
de agua limpa para colocar seus ovos (CDC, 2011), oriundo do continente africano
(CHIARAVALLOTI-NETO, 1997), trazido juntamente com os escravos (CHIEFFI,
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1985). Foi erradicado do Brasil pela primeira vez em 1958, porém, em 1967,
reapareceu em S&o Luis e Belém, sendo em seguida eliminado (FRANCO, 1976).

Em 1976, com origem em um foco em Salvador, inicia-se a recolonizacao
no Brasil. Em 1977, foi encontrado no Rio de Janeiro e Santos; em 1979, em Natal,
e em 1981, no Parana (MARQUES, 1985; NEVES et al., 1995). Durante esses anos,
as medidas de controle eram esporadicas e isoladas. Isso fez com que em 1985-
1986, o Aedes aegypti fosse encontrado em quase todo o pais (NEVES et al., 1995).

As mudancas demograficas ocorridas nos paises subdesenvolvidos, a
partir dos anos 60, geradas por intenso fluxo migratorio rural-urbano, resultaram em
crescimento desordenado das cidades, nas quais se destacam a caréncia de
facilidades em particular, de habitacdo e saneamento basico e pela falta de
abastecimento de agua, havendo a necessidade de armazena-la precariamente, tal
como pela auséncia de destino adequado do lixo ocorre a proliferacao de criadouros
potenciais do Aedes aegypti, ou seja, depositos improvisados para agua potavel e
recipientes em que a agua € acumulada, constituidos principalmente por latas,
plasticos e garrafas usadas. A industria moderna, por outro lado, privilegia a
producdo de material descartavel. O virus do dengue tem sua propagacao facilitada
pela intensidade e freqiiéncia dos meios de transporte, os quais favorecem também
a disseminagéo dos vetores da doenga (TAUIL, 2001).

Figura 5: Mosquito Aedes aegpti (Linnaeus,1762)

Fonte: Arbovirus (2012)

Quanto ao aspecto antropofilico do Aedes, encontra-se na literatura

estudos que mostram o comportamento peculiar deste mosquito. Segundo Harrington
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et al. (2001), o Aedes aegypti acumula maior reserva energética quando ingere
sangue com baixa concentracdo de isoleucina (sangue humano).

A transmissao ocorre devido a necessidade da fémea de obter sangue
durante a fase de acasalamento, o repasto sanguineo das fémeas fornece proteinas
para o desenvolvimento dos ovos e ocorre nas primeiras horas do dia e ao anoitecer
(o macho alimenta-se de carboidratos extraidos dos vegetais).

A fémea faz uma postura (geralmente no fim da tarde) apos cada repasto
sanguineo e o intervalo entre a alimentacéo e a postura é de trés dias. Uma vez que
a fémea pica a pessoa infectada, ela mantém o virus na saliva e o retransmite,ou
seja, ocorre pelo ciclo homem-Aedes e aegypti-homem.

Apoés a ingestdo de sangue infectado pelo inseto fémea, torna-se apto a
transmitir o virus e assim permanece durante toda a vida. Nao ha transmissao pelo
contato de um doente ou suas secre¢gdes com uma pessoa sadia, nem fontes de
agua ou alimento (SILVA, 2006; MOSQUITO DENGUE, 2011).

O Ministério da Saude através do LIRAa (2013) mostra que, em janeiro
deste ano, 267 municipios brasileiros estavam em situacdo de risco para dengue;
487 em situacdo de alerta e 238 em situacdo satisfatéria. A pesquisa, que serve
para identificar onde estdo concentrados os focos de reproducdo do mosquito
transmissor da dengue, foi realizada em 983 municipios. No mesmo periodo do ano
passado, 765 cidades fizeram o levantamento, sendo que 146 foram consideradas
em risco; 384 em alerta e 235 em situacdo satisfatéria. Por regido, a maior
concentracdo das larvas do mosquito em reservatorios de agua ocorreu no nordeste
(76,2%), na regido sudeste onde se concentraram os maiores focos em depdsitos
domiciliares (63,6%) e nas regibes norte, centro-oeste e sul, apresentaram
incidéncia de focos nos lixos com 46,1%, 43,4% e 44%, respectivamente (PORTAL
DA SAUDE, 2013).

Quanto as capitais, o LIRAa deste ano, evidenciou situagdo de risco em
Palmas (TO) e Porto Velho (RO); de alerta em Belém (PA); Manaus (AM); Rio
Branco (AC); Aracaju (SE); Fortaleza (CE); Macei6 (AL); Recife (PE); Salvador (BA);
Séo Luis (MA); Belo Horizonte (MG); Rio de Janeiro (RJ); Brasilia (DF); Campo
Grande (MS) e Goiania (GO). Ja Boa Vista (RR); Jodo Pessoa (JP) e Teresina (PI)
apresentaram indice satisfatorio. Em relacdo aos dados referente a casos graves e
Obitos, a Organizacdo Panamericana de Saude e Organizagdo mundial de Saude

(OPAS/OMS,2013), no Brasil compilaram dados quanto a primeira a sétima semana
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epidemiologica referente ao mesmo periodo (2010,2011,2012 e 2013), aos quais
foram registrados com casos graves entre os anos 2010 (3.576), 2011 (2.360), 2012
(577) e 2013 (324), com reducdes de 44% (2013/2012) e 91% (2013/2010). Quanto
aos Obitos registrados entre os anos 2010 (146), 201(109), 2012 (41) e 2011(33),
com reducdes de 20% (2013/2012) e 77% (2013/2010).

Neste ano, os casos graves de dengue no Maranh&o (2013/2012),
cairam em 92% em relacdo a primeira a sétima semana epidemiologica e 88%
(2013/2010).Foram registrados no mesmo periodo quanto aos Obitos (2010,
2011,2012 e 2013), 19, 22, 5 e 1 respectivamente, com uma redugao (2013/2012)
em 67% e em relacdo ao periodo (2013/2010), nédo foi registrado nenhum 6bito. O
estado do Maranhao foi o Unico estado do nordeste a alcancar indice positivo quanto
ao isolamento viral. Na capital, S&o Luis, em relagcdo ao mesmo periodo houve uma
queda de 92% no numero de casos graves de dengue, no ano passado foram
registrados 12 casos e neste ano, o numero reduziu para apenas um caso. O
namero de Obitos neste periodo por causa da doenca, nao foi evidenciado.

A ocorréncia do Aedes aegypti se da principalmente nas regides tropicais
e subtropicais. Na Figura 6, as areas em vermelho indicam a incidéncia de maior

riSco no respectivo mapa, equivalente ao primeiro semestre de 2013.

Figura 6: Ocorréncia e distribuicdo do Aedes aegypti no mundo

Fonte: Healthmap (2013)
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2.4.1 Ciclo de vida do Aedes aegypti

O Aedes aegypti é uma espécie doméstica, que se reproduz,
preferencialmente, em agua parada e limpa, acumulada em recipientes fabricados
pelo homem, como latas, pneus e vasos; dentro ou perto das habitacdes. Seu ciclo
de vida compreende quatro estigios: OVO — LARVA — PUPA — ADULTO (SILVA,
2006). Para que se possa combater o mosquito Aedes aegypti é necessario que
entenda seu ciclo de vida (Figura 7), em que o0s trés primeiros estagios sdo
aquéticos (MARINHO, 2010).

Figura 7: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti
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Fonte: UNICAMP (2012)

2.4.1.1 O ovo

Os ovos do Aedes aegypti (Figura 8), medem aproximadamente um
milimetro de comprimento, com contorno alongado e fusiforme sendo depositado
individualmente, nas paredes dos depdésitos que servem como criadouros, proximos
a lamina da agua; no momento da postura os ovos séo brancos, mas nas primeiras
vinte quatro horas adquirem a cor negra; a formacéo do embrido se completa em 48

horas; sdo capazes de resistir a longos periodos de dessecacao.
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Fonte: FIOCRUZ (2012)

De acordo com dados da Fundacdo Nacional da Saude (FUNASA,
2002), ovos com até 450 dias, sofrem ecloséo, quando colocados em contato com a
dgua. A capacidade de resisténcia dos ovos é um sério obstaculo para sua
erradicacdo. Esta condicdo permite que os ovos sejam transportados a grandes
distancias, em recipientes secos, tornando-se assim, o principal meio de disperséo

do inseto.

2.4.1.2 Alarva

Nesta fase (Figura 9), o Aedes aegypti, se alimentam de substancias
organicas, bactérias, fungos e protozoarios existentes na agua. A duracdo da fase
larval, em condi¢cbGes favoraveis de temperatura (25 a 29 °C) e boa alimentacéo,
podem chegar a 10 dias, podendo se prolongar por algumas semanas. Movimenta-
se em forma de serpente, como um “S”, sendo sensivel a movimentos bruscos e

rapidos na agua, onde se refugia no fundo do recipiente.

Figura 9: Larvas do mosquito Aedes aeqgypti

Fonte: FIOCRUZ (2012)
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2.4.1.3 A Pupa

As pupas (Figura 10), possuem a forma de uma virgula, sendo portanto, o
altimo estagio da fase aquatica, ndo se alimenta, apenas respira, sendo bastante
moével quando perturbada; seu corpo escurece a medida que se aproxima o
momento da mudanca da fase larval para o adulto, em condi¢cdes favoraveis de

temperatura entre dois a trés dias.

Figura 10: Aedes aegypti em fase de pupa

Fonte: FIOCRUZ (2012)

2.4.1.4 O adulto

Na fase adulta (Figura 11), o mosquito macho-fémea ja formados,
alimentam-se de néctar e sucos vegetais até a fase de acasalamento (uma Unica
inseminacao é suficiente para fecundar todos os ovos que a fémea venha a produzir

durante sua vida).
Figura 11: Aedes aegypti adulto

Fonte: FIOCRUZ (2012)
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A partir dai, a fmea necessita de sangue para a maturacao dos ovos. A
busca por esse alimento ocorre, geralmente, durante o dia, nas primeiras horas da
manhad e ao anoitecer. Em regides tropicais, como o Brasil, o fato de ocorrerem

chuvas constantes aumenta significativamente o nimero de mosquitos.

2.5 Técnicas Analiticas

As técnicas analiticas permitem a avaliacdo das qualidades do oOleo
essencial, de forma a garantir a sua identificacdo, constancia de seus constituintes
quimicos e a seguranca de sua utilizacdo ( MARINHO, 2010).

A avaliacdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizacdo de diversas
técnicas basicas que sofreram algumas alteracbes nos Uultimos anos, devido
essencialmente a revolucdo da informatica (programa de computadores, niveis de
automacao, forma de integracdo dos dados obtidos) e da sofisticagdo dos
experimentos que podem ser realizados resultando na deducdo de uma estrutura

coerente. A seguir sdo apresentas as técnicas utilizadas neste trabalho.

2.5.1 Cromatografia Gasosa (CG)

Devido aos 6leos essenciais apresentarem misturas complexas de varios
constituintes, a analise de misturas requer a aplicacdo de métodos analiticos
modernos e instrumentacdo adequada. Diferentes técnicas cromatogréaficas séo
predominantes na analise de volateis; em particular, métodos de cromatografia
gasosa que resultam na separacdo da mistura em componentes individuais
(BRAITHWAITE; SMITH, 1996; SCHREIER, 1984). Desta maneira, a cromatografia
permite determinar, qualitativamente e quantitativamente, as fracOes individuais

obtidas nos cromatogramas.
2.5.2 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V)
A espectrometria na regido do infravermelho é uma importante técnica de

caracterizagdo de compostos organicos, pois € capaz de reconhecer as mudancas

estruturais em diferentes compostos. Esta se baseia no fato de que as ligagcbes
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quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracdes especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula.

Duas categorias basicas de vibracdes moleculares sdo conhecidas: as
vibracBes de deformacdes axiais e as de deformacdes angulares. Uma vibracéo de
deformacdo axial (estiramento) envolve uma mudanca continua na distancia
interatbmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois &tomos. Vibracbes de
deformacédo angular sdo caracterizadas pela mudanca no angulo entre duas
ligacdes. O espectro IV é obtido depois que uma transformacéo de Fourier converte
o interferograma do dominio do tempo a forma mais familiar do dominio de
frequéncias. O interferograma € uma série oscilatéria de combinac¢des destrutivas ou
construtivas, resultando de uma variacdo completa de comprimentos de onda
(SILVERSTEIN et al., 2007).

2.5.3 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG-EM)

Existem no mercado varias empresas que oferecem o0 conjunto
cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por meio de
uma interface que aumenta a concentracdo da amostra no gas de arraste,
aproveitando a maior difusibilidade do gas. A velocidade de varredura € grande o
suficiente para permitir a obtencdo de diversos espectros de massas por pico eluido
no cromatégrafo. A conexao direta de colunas capilares de cromatografia gasosa ao
espectrobmetro de massas sem a interface de enriguecimento permite varias
varreduras de massas rapidas em pontos diferentes de um pico cromatogréfico, de
modo a testar sua homogeneidade. Desse modo, € possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas
acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentacfes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 2007).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada em
espectrometria de massas, um espectrometro de massas bombardeia moléculas na
fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado do
impacto dos elétrons como um espectro de ions separados na base da razao
massa/carga (m/z). A maior parte dos ions formados tem carga unitaria. Os
espectros de massas sao obtidos rotineiramente com o uso de um feixe eletrénico

de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa é a
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remocao de um unico elétron pelo feixe, com formacé&o do ion molecular, um cétion-
radical (M"). O ponto simples representa o elétron desemparelhado. A maior parte
dos ions desintegra-se em 10™° - 10° s, apresentando, no caso mais simples, um

fragmento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Extrair, caracterizar e avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial Citrus

sinensis L.Osbeck (laranja doce), frente ao mosquito Aedes aegypti.

3.2Especificos

v

Coletar, preparar a exsicata e identificar botanicamente a espécie
Citrus sinensis L.Osbeck;

Extrair quantitativamente o O6leo essencial do pericarpo de Citrus

sinensis L.Osbeck pelo método de hidrodestilacao;

Determinar as propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial, quanto
a sua densidade, indice de refracdo, solubilidade em etanol a 90%, cor

e aparéncia,

Obter e cultivar as larvas do mosquito Aedes aegypti;

Caracterizar analiticamente e quantificar os componentes majoritarios
da mistura dos Oleos essenciais por CG-EM e Espectroscopia
Vibracional na regiao do Infravermelho (1V);

Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial do pericarpo do Citrus
sinensis L.osbeck (laranja doce) frente as larvas do mosquito Aedes
aegypti e calcular a concentracéo letal a 50% (CLso) do 6leo a partir do

teste de toxicidade;

Correlacionar a atividade larvicida entre o 6leo essencial de Citrus

sinensis L.Osbeck e do Padréao d-Limoneno frente ao Aedes aegypti.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de
Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhdo Tecnolégico (PCQA), Nucleo de
Imunologia Béasica e Aplicada (NIBA), Herbario Atico Seabra, Nicleo de Combustivel
Catélise e Ambiental (NCCA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e
Central Analitica da USP.

4.1 Equipamentos analiticos e acessorios

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um tratamento
analitico de plantas aroméaticas, bem como testes larvicidas usando Oleos
essenciais.

e Liquidificador Industrial

Utilizou-se um liquidificador industrial METVISA, modelo LAR.4 para a
trituracdo da amostra.

e Analisador de Umidade por Infravermelho
Utilizou-se um analisador de umidade por infra-vermelho GEHAKA,
modelo V2500 para determinacdo da umidade da espécie vegetal,

para calcular o seu rendimento.

e Refratdmetro
Utilizou-se um refratdbmetro marca ABBE, modelo 2 WAJ, para a

medida de indice de refracao.

e Extrator de Clevenger
Utilizou-se extrator de Clevenger modificado de vidro, acoplado a um
baldo de fundo redondo de 6000 mL, para extracdo do 6leo essencial,

acoplado a uma manta, usada como fonte de calor.
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e Centrifuga
Foi utilizada uma centrifuga FANEM, modelo 206, para separacao do

hidrolato contido no 6leo essencial.

e Picnémetro
Utilizou-se um picndmetro de 1 mL para a determinacéo da densidade

do 6leo essencial.

e Balanca Analitica
Utilizou-se uma balanga analitica da METTLER, modelo AE - 240, com

preciséo de 10 unidades.

e Cromatégrafo a Gas acoplado a Espectrémetro de Massas (CG-
EM)
Utilizou-se aparelho Cromatdgrafo em fase gasosa marca SHIMADZU,
modelo QP5050A, acoplado a um espectrometro de massas HP5972,

para analises do 6leo essencial.

e Espectrometro por Infravermelho
Utilizou-se aparelho Infravermelhno marca SHIMADZU, modelo
PRESTIGE-21, para fins de analises do 6leo essencial por

comparacao ao seu padrao d-Limoneno.

4.2 Materiais e Reagentes

e Sulfato de sédio anidro P. A, Na,SO,, 99% de pureza; MERCK.

e Etanol, 99% de pureza; MERCK.

e Tween 80, MERCK.

e Padrdo d-Limoneno 98% de pureza; SIGMA ALDRICH.

e Pipetadores automaticos DIGIPET e EPPENDORF (2-10 pL, 10-100
ML).

e Tubos de ensaio (10x100 mm).

e Ampolas de vidro &mbar.
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¢ Pipetas de Pasteur.
e Placas de Petri.

e Agua Mineral

4.3 Metodologia Experimental

4.3.1 Método de obtencdo do 6leo essencial dos pericarpos de Citrus sinensis

L.Osbeck (laranja doce)

4.3.1.1 Origem, coleta e identificacdo do material vegetal

As amostras (folhas, galhos e frutos) da espécie vegetal Citrus sinensis
L.Osbeck, foram coletadas no Campus do IFMA-Maracand (2°36'32.81"S;
44°16'3.25"W), situado em S&o Luis do Maranhdo (Figura 12), cujas mudas foram
concedidas em 06 de junho de 2007 e certificadas pelo Centro Nacional de Pesquisa
de Mandioca e Fruticultura (CNPMF) da Empresa Brasileira de Agropecuaria
(EMBRAPA), localizado em Cruz das Almas no estado da Bahia e registrada pelo
setor de fruticultura do IFMA, como D-25 (laranja doce, variedade: péra). As coletas
foram realizadas entre marco e junho de 2012 de uma mesma arvore com o objetivo
de obter-se uma amostra representativa homogénea, as quais foram encaminhadas
ao Laboratorio de Fisico-Quimica e Microbiologia do Pavilhdo Tecnol6gico da
UFMA, onde os frutos foram separados e acondicionados em sacos de polietileno
para posterior processamento (trituracdo, extracdo e analises) e a outra parte, folhas

e galhos para o preparado de suas exsicatas.

[IFMA/D-25

Fonte: Google Maps (2013)
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4.3.1.2 Preparo das Exsicatas

Para identificacdo da planta foram seguidas orientacfes técnicas para
coleta como retirar partes estruturais vegetativas representativas e reprodutivas
(flores e frutos), ndo contendo partes danificadas, com tamanho entre
aproximadamente 30 a 40 cm, em seguida acondicionadas em papel de jornal e
transportadas ao Herbario Atico da Universidade Federal do Maranh&o, onde foram
selecionadas as partes mais representativas dispostas em jornais e acondicionados
entre folhas de papeldo, presos por um barbante. Estes foram prensados e secos
em estufa a 37 - 40°C por 24 horas e depois foram presas e montadas em cartolina
na qual foi afixada uma ficha contendo: familia, nome cientifico, habito, habitat, local

e data de coleta, nome vulgar, determinador e numero de depdsito.

4.3.1.3 Extracao do Oleo essencial

O dleo essencial da espécie Citrus sinensis L.Osbeck (laranja doce) foi
extraido por hidrodestilagdo em um sistema extrator de Clevenger de vidro (Figura
13), acoplado a um balédo de fundo redondo de 6000 mL, com uma manta elétrica
aquecedora mantendo-se a temperatura em 100°C (FARMACOPEIA, 2010). Para
cada rotina de extracdo foram utilizadas 300 gramas das cascas frescas do fruto,
com 3000 mL de agua destilada na proporcédo de (1:10), em um baldo de fundo
redondo acoplado ao sistema Clevenger, as quais foram realizadas em triplicatas.
Apo6s 5 horas, encerrava-se a destilacdo recolhendo-se o 6leo essencial, onde o
mesmo foi seco por meio de percolacdo em Na,SO, anidro e levado a centrifuga

para completa secagem.
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Figura 13: Extrator de Clevenger

Fonte: Autor (2012)

ApoOs os procedimentos realizados anteriormente, as amostras foram
armazenadas e identificadas em frascos e em ampolas de vidro ambar sob

refrigeracdo (Figura 14), para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.

Figura 14: Oleo essencial extraido cascas da laranja doce

Fonte: Autor (2012)



54

4.3.1.4 Rendimento da extracdo do 6leo essencial de Citrus sinensis L.Osbeck

O calculo do rendimento da extracdo foi avaliado de duas formas, uma
baseado na relagdo massa/volume, onde o volume foi sendo observado no préprio
sistema de extracdo, sendo feitas quatro extracbes nos tempos 0,5; 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; e 5,0 horas, e o melhor tempo foi determinado em funcdo do rendimento de
cada extracdo do 6leo essencial. A outra forma, expressa em percentagem, na
relacdo massa/massa pela medida da densidade, observando o volume méaximo
obtido de o6leo por massa(g) do vegetal em estudo, conforme formula abaixo
(FARMACOPEIA, 2010; FABROWSKI, 2002). O rendimento do 6leo foi calculado
através da relagdo do volume de dleo obtido, com a massa do material vegetal
utilizado na hidrodestilagdo com a base do material livre de umidade (b.l.u.)

subtraindo-se da massa de amostra a quantidade de agua.

% R = (V.d/m) x 100

Onde:

V= volume total de 6leo extraido (mL)

d= densidade do 6leo (g/mL)

m= massa da espécie vegetal seca(g), apos determinacdo com base do

material livre de umidade de (b.l.u).
4.4 Caracterizacdo Fisico-quimica do 6leo essencial
Para caracterizacdo das propriedades fisicas do 6leo essencial foram

determinadas a umidade, a densidade, o indice de refracdo, a solubilidade em etanol

a 90%( v/v), cor e aparéncia, como consta a seguir:
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4.4.1 Umidade (%)

Foi pesado 2,0 g da planta fresca (cascas) e colocado no analisador de
umidade por infravermelho a uma temperatura de analise de 115°C por 30 minutos

com taxa de secagem de 0,01%/min.

4.4.2 Densidade

Para o célculo da densidade, foi utilizado um picnémetro de 1,0 mL,
previamente seco, tarado e aferido, onde foram adicionadas e pesadas as amostras
do dGleo essencial (25°C), (IAL, 2008).

4.4.3 Solubilidade em etanol (90%)

Na determinacdo da solubilidade, foi preparada uma solucdo de
etanol/agua a 90% (v/v), mantendo-se constante o volume do éleo em 25 microlitos
em um tubo de ensaio, ao qual adicionou-se proporcionalmente o0 mesmo volume da

solugdo alcodlica, até atingir a completa solubilizacdo (FARMACOPEIA, 2010).

4.4.4 indice de Refracéo

Para a determinacdo do indice de refracdo, foram usadas pipetas de
Pasteur em vidro para adicionar as amostras do 6leo diretamente sobre o prisma de
Flint do refratbmetro, a temperatura de 25°C; fazendo-se entdo as leituras
(FARMACOPEIA, 2010).

4.4.5 Cor e Aparéncia
A técnica proposta é a visual, sob um fundo branco, onde foi comparado

com a cor do Oleo essencial, com as ja conhecidas e para a aparéncia se fez uma

inspecao do 6leo no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez (IAL, 2008).
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4.5 Andlises Quimicas

Foram utilizadas as técnicas de Cromatografia a Gas hifenada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e Analise Espectrométrica Vibracional na

Regi&o do Infravermelho (V).

4.5.1 Analise por Cromatografia Gasosa Acoplada a espectrometria de Massas (CG-
EM).

A andlise dos constituintes volateis foi realizada em cromatrografo a gas
da marca SHIMADZU, acoplado a um espectrometro de massa CG/EM QP5050A
(Figura 15) equipado com coluna capilar fenilpolislfenileno-siloxano de BPX 5%, (30
m comprimento x 0,25 mm de espessura e 0,25 pm de espessura do filme),
utilizando o hélio de alta pureza como gas de arraste. A temperatura do injetor e
interface do CG com detector seletivo foi mantida em 280 °C com fluxo na coluna de
2,7 mL/min, programada para operar em 50 °C. Para as analises, foram injetadas
aliguotas com volume de 1uL em acetato de etila, fixando-se as seguintes
condi¢cBes: modo de divisdo com pressao da coluna de 150 kPa , velocidade linear

59,1, com fluxo total de arraste 30 mL/min, modo de varredura 0,5 em segundos.

Figura 15: Aparelho Cromatrafo ag

T — R

as acoplado a

T

Espectrdbmetro de massas

Fonte: Central Analitica USP (2013)
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4.5.2 Analise Espectrométrica Vibracional na Regido do Infravermelho

Analisou-se o0 Oleo essencial por Infravermelho no Espectrémetro IR
PRESTIGE-21(Figural6) Fourier transform infrared espectrophotometer SHIMADZU.
As amostras foram analisadas diretamente em janelas de brometo de potassio (KBr),
usado como agente dispersante. A caracterizacdo na regido do infravermelho foi
obtida na regido entre 4000 a 500 cm™. Os espectros obtidos foram tratados
mediante modelos de deconvolu¢cdes mateméaticas com o objetivo de determinar os
parametros espectrocopicos ( altura, meia-largura e intensidade dos picos) de modo
mais preciso. Sendo empregado o

Sendo empregado o sistema computacional Peak Fit® , com linha de
base linear D2, filtro de 75, largura da banda de 10,99850, amplitude de

escaneamento de 100%.

Figura 16: Espectrofotémetro com Transformada de Fourrier

IRPrestige-21

00 seamanzy

Fonte: Autor (2012)

4.6 Teste de Toxicidade

4.6.1 Obtencéo e cultivo das larvas do Aedes aegypti

Os ovos do Aedes aegypti foram coletados na Universidade Federal do

Maranhdo, Campus do Bacanga em Sao Luis Maranh&o, através de armadilhas

denominadas ovitrampas. Estas consistem de baldes de polietileno, com capacidade
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de 500 mL cada um, onde foi colocada agua e inserida duas palhetas de eucatex
para a ovoposi¢cao do mosquito (Figura 17).

As armadilhas foram inspecionadas semanalmente para a substituicdo
das palhetas e recolhimento dos ovos e encaminhados para o Laboratorio de Fisico-
Quimica e Microbiologia do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do
Maranh&o- UFMA.

Figura 17: Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.

Depésito de ovos do Aedes
aegypti

Fonte: Autor (2012)

Inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram colocados para eclodir a
temperatura ambiente (31°C aproximadamente) em recipiente de polietileno
contendo agua mineral. As larvas obtidas foram alimentadas com racdo para gato
até atingirem o terceiro e quarto estagio, quando foram feitos os experimentos. Em
uma segunda etapa, devido a escassez do periodo chuvoso, parte das larvas foram
coletadas por técnicos especialistas da Secretaria de Vigilancia Sanitaria e
Epidemiol6gica da Prefeitura Municipal de S&o Luis, em locais que foram
encontrados alguns focos de larvas, as quais foram encaminhadas para ao

Laboratorio da UFMA, para posterior selecao.
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4.6.2 Teste Larvicida

A partir da metodologia adotada por SILVA (2006), os testes foram
seguidos da seguintes procedimentos. Inicialmente, foi preparada uma solugéo-mée
de 1.000 pg.mL™ através da pesagem 50 mg do 6leo para uma solugéo formada por
49,75 mL de agua destilada e 0,25 mL de Tween-80. Desta solucdo, foram
preparadas seis solu¢cdes nas concentragdes 70, 90, 100, 120, 130 e 150 pg.mL™
para 6leo e da mesma forma foi realizado para o padrdo d-Limoneno, em sete
concentracdes 70, 90, 100, 120, 130, 150 e 160 pg.mL™ .Para cada concentracdo
foram utilizadas 10 larvas e 30 mL de cada solucdo nas concentracdes citadas.
Todos os testes foram realizados em triplicata e como controle negativo foi utilizado
uma solucado formada por 49,75mL de agua para 0,25mL de tween-80, e como
controle positivo, uma solugdo de Temefés (0,0,0’,0'-tetrametil O,O'-tiodi-p-fenileno
bis (fosforotioato) a 100 pg.mL™, equivalente a concentracdo utilizada pela
Fundacao Nacional de Saude (FUNASA) para o controle larvicida do vetor, além do
Novaluron(1-[3-cloro-4-(1-1-3-trifluoro-2-trifluoromethoxyethoxy)phenyl-3-
2,6difluorobenzoyl) uréa a 0,02 pg.mL™, dose adotada pelo Ministério da Satde,
indicada pela OMS no ano de 2011, no intervalo de 0,01 a 0,05 pg.mL™ . Na Figura

18, sdo apresentados os larvicidas comerciais usados no presente trabalho.

Figura 18: Larvicidas comerciais usados: Temefds e Novaluron

Fonte: Autor (2012)
Para quantificar a eficiéncia do 6leo essencial como larvicida foram

consideradas mortas, as larvas que ndo reagiram ao toque ou moribundas apos 24
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horas do inicio do experimento. As larvas foram identificadas como Aedes aegypti
(Figura 19), por técnicos do Laboratorio do Nacleo de Patologia Tropical e Medicina
Social do Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranhéo.

Figura 19 : Larvas do Aedes aegypti em terceiro estagio.

Fonte: Autor (2012)

4.6.3 Analise Estatistica

Apdés os testes, montou-se uma tabela com os valores das seis
concentracbes do 6leo essencial e em sete concentracbes para o padrdo d-
Limoneno, logaritmo das mesmas o numero de larvas mortas apés 24 horas (média
dos trés pontos), niumero de larvas vivas apés 24 horas (média dos trés pontos), o
acumulado de mortos (soma das células de mortos abaixo) e o acumulado de vivos
(soma das células de vivos acima).

A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de
Reed-Muench (1938), o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a
certa dose, também ir4 sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela,
consequentemente, o animal que morrer com certa dose, também ir& morrer em
doses maiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade
para cada concentracdo testada, foi construido um grafico onde se observa uma
curva para o acumulo de animais mortos em cada concentracdo e outra curva para o
acumulo de sobreviventes. O ponto de intercessdo entre as curvas €é a
Concentracdo Letal 50% (CLsg), pois nesse ponto o0 numero de animais
sobreviventes € igual ao numero de animais mortos (COLEGATE e MOLYNEUX,

1993). O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950) no
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qual se constréi um grafico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose.
A seguir determina-se o valor de “R”, que é a diferenga entre o Log da dose que
mata 75% das larvas e o log da dose que mata 25% das larvas. Calcula-se também
a variavel - “h” que consiste na média das diferengas dos valores de log das doses.
Com esses dados determina-se o log do erro padrdo (SE), através da seguinte
formula:

(SE)? = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de confianca é

igual 2 x 105,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo botanica de Citrus sinensis L.Osbeck (laranja doce) pela sua

exsicata

De acordo com procedimentos adotados anteriormente, foi possivel
preparar a exsicata da espécie vegetal Citrus sinensis L.Osbeck (laranja doce var:
péra), obter-se sua identificacdo botanica depositada no Herbéario Atico Seabra, da

Universidade Federal do Maranh&do sob niumero 01484 (Figura 20).

Figura 20: Exsicata de Citrus sinensis L.Osbheck

Fonte: Autor (2012)

5.2 Avaliacéo cinética de extracdo do 6leo essencial Citrus sinensis L.Osbeck

A determinacdo das condi¢cdes de extracdo de Oleos volateis é uma
etapa muito importante por ser um fator determinante na relacdo entre a composigcao
guimica e a qualidade do 6leo extraido.

Segundo Mouchrek Filho (2000), a cinética de extragdo do 6leo essencial
€ um dos principais parametros fisico-quimicos da industria de esséncias, além de

estarem diretamente relacionada com a qualidade do Oleo essencial, se reflete no
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tempo de extracdo e na natureza econdmica do processo, além de ser peculiar a
cada tipo de esséncias a ser extraida.

Uma destilacdo rapida pode conduzir a um produto contendo
predominantemente constituintes mais volateis mais destituidos das melhores
caracteristicas; ao contrario, uma extracdo prolongada encarece o produto e
também pode elevar a quantidade de compostos de aroma menos estimados
(CHAAR, 2000).

No grafico da Figura 21, observa-se que o rendimento maximo do 6leo
extraido nas condigBes normais de extracdo por hidrodestilacao, foi obtido quando o
tempo de extracdo em torno de 3,5 horas, obtendo-se um volume de 6leo essencial
igual a 3,20 mL, atribuindo-se a este valor o teor de maximo de Oleo extraido. Para
tempos maiores, verificou-se uma constancia no volume, provavelmente devido a

diminuicéo extraido do 6leo essencial no extrator, em decorréncia da destilagdo.

Figura 21: Curva cinética referente ao rendimento de extracdo do 6leo em
funcdo do tempo, com massa de 300g e temperatura de 100°C.
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Alguns trabalhos sobre a cinética de extracdo de Oleos essenciais com a
espécie de Aniba duckei Kostermans, Teles (2009), Pimenta dioica Lindl, Marinho
(2010), com os Oleos das espécies, mostram um rendimento maximo na extracédo
atingido para o tempo de 4 horas. Ainda Fernandes (2010), estudando a cinética de
extracao das espécies zingiber officinale Roscoe e Citrus limon Linneo apresenta um

rendimento maximo com 3 horas de extracao.
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Na Figura 22, pode-se observar o o6leo essencial extraido de Citrus

sinensis L.Osbeck.

Figura 22: Cascas da laranja doce, padréo d-Limoneno e 6leo essencial extraido
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Fonte: Autor (2012)
Conforme Ozcan e Chalchat (2002), a variagdo sazonal e a localidade sdo
fatores importantes para diferentes variedades de plantas com relagdo aos seus

rendimentos de extragdo encontrados na literatura.

5.3 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial de Citrus

sinensis L.Osbeck

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais sdo importantes nao
apenas para determinacdo da qualidade, como também para o controle da sua
pureza. Os resultados das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial extraido
das cascas da laranja doce, sdo apresentados na a seguir (Tabela 1).

Segundo Bizzo 2009, o Brasil destaca-se na producdo mundial de 6leo
essencial, mas sofre por problemas cronicos como falta de manutencédo do padrao
de qualidade dos mesmos, representatividade nacional e baixos investimentos
governamentais no setor, que levam ao quadro estacionario observado. Desta forma
€ importante ressaltar, que no presente estudo, adoutou-se como referéncia as
Normas da Farmacopéia Européia e ISO sob numero 3140/2011(Revista de
Fitoterapia, 2011), devido a falta quanto aos dados reportados na literatura para fins

de comparacao e o unico recurso encontrado foi as respectivas normas em questao.
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Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas obtidos do 6leo essencial das cascas da laranja doce

Parametros OECS-Estudado Farmacopéia
Fisico-quimicos Européia/ISO-
OECS*
Densidade (g/mL) 0,850 0,842-0,850
Solubilidade em etanol a (90%) 1.5 -
indice de refragdo (Np 25°) 1,476 1,470-1,476
Cor Incolor -
Aparéncia Limpido -
Odor Caracteristico -
Rendimento (% m/m) 2,47 -

Fonte: Revista de Fitoterapia* (2011)

O dleo essencial de Citrus sinensis L. Osbeck, apresentou valor de
densidade de 0,850g/mL, estando dentro do limite aceitavel que recomenda as
normas de qualidade para 6leos essenciais adotados pela Farmacopéia Européia e
ISO (Revista de Fitoterapia, 2011) estabelece intervalo de (0,842-0,850), enquanto
qgue o indice de refracdo (Np 25°) apresentou valor de 1,467, exatamente no limite
maximo que recomendada (1,470-1,476), no entanto, o valor encontra-se dentro da
faixa do indice de refracdo para o padrédo d-Limoneno, que é de 1,473 (ALDRICH,
2006), justificando o valor encontrado.

O indice de refracdo € muito importante para definir as caracteristicas
analiticas dos Oleos essenciais e também no reconhecimento de falsificaces
(MOUCHREK FILHO, 2000).

Quanto a solubilidade, o 6leo mostrou-se soluvel em uma solucdo de
etanol a 90%, na proporcao de 1 parte de 6leo para 5 de solucéo alcodlica. O Oleo
apresentou-se transparente logo apds ser extraido, sua aparéncia mostrou-se
limpida, sendo observada nenhuma presenca de impureza ou particulado. O seu
odor foi caracteristico da laranja, bem similar ao da casca do fruto quando

esprimidos e semelhante ao do padrao d-Limoneno.
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Quanto ao rendimento do 6leo, o qual foi calculado a partir da base livre
de umidade (b.l.u), 0 mesmo apresentou um rendimento considerado muito bom de
2,47% (m/m), considerando a densidade do 6leo igual a 0,850 g/mL comparado com
extracOes de outras espécies vegetais.

De uma forma geral, comparando os valores para o0 Oleo essencial
estudado com as normas da Farmacopéia Européia /ISO, observa-se que houve
uma similaridade entre eles, no que diz respeito aos parametros analisados. As
pequenas diferencas nos valores encontrados podem ser atribuidas a fatores tais
como época de coleta, diferentes tipos de solo, condi¢cdes climaticas e tempo de
armazenamento.

Ha mudltiplos fatores que podem ser responsaveis pela variabilidade
quimica, como os ambientais que sado extrinsecos a biologia vegetal, e outros
dependentes da fisiologia das plantas ou do seu genoma, como séo a ontogenia, 0
tipo de 6rgdo e os quimiotipos.

Segundo Simdes et al. (2007), a composi¢do do Oleo essencial de uma
planta é determinada geneticamente, sendo, geralmente, especifica para um
determinado érgdo e caracteristica para o seu desenvolvimento, mas as condicfes

ambientais sdo capazes de causar variacoes significativas (SILVESTRI et al., 2010).

5.4 Andlise Espectroscopica Vibracional na Regido do Infravermelho

A espectrometria na regido do infravermelho é uma importante técnica de
caracterizacdo de compostos organicos, pois € capaz de reconhecer as mudancas
estruturais em diferentes compostos. Esta se baseia no fato de que as ligacdes
guimicas das substancias possuem frequéncias de vibracbes especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula.

Os espectros na regido do infravermelho do éleo essencial extraido das
cascas de Citrus sinensis L. Osbeck e do seu padrdo d-Limoneno podem ser
observados na (Figura 23) onde as bandas de absor¢cdo possuem as mesmas
frequéncias conforme (Tabela 2) a qual apresenta as principais bandas de absorcéo
e modos vibracionais do padrédo d-Limoneno e do Oleo essencial extraido da casca
do Citrus sinensis L.Osbeck na regido do infravermelho. As bandas de absorcéo
compreendida nas regifes de 2786 a 3081 cm™ séo atribuidas a estiramentos C—H

fracas resultantes de vibracdes de alquenos e as vibracfes de deformacédo axial da
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ligacdo C=C acopla-se com a vibracdo de deformacdo axial das ligagbes C—C

adjacentes, nas regides 888 a 1647 cm™ (Silverstein et al., 2007).

Figura 23: Espectros na regido do infravermelho do padrdo d-Limoneno e éleo essencial Citrus
sinensis L.Osbeck
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Fonte: Autor (2012)

Tabela 2: Principais bandas de absorcao e modos vibracionais do padrdo d-Limoneno e do éleo
essencial da casca do Citrus sinensis L.Osbeck na regido do infravermelho.

~ -1
Co_mposto Tipo de Grupo Tipo de Absorcao (cm™)
d-Limoneno ~ . : ~
Deformagdo Funcional ligacéo :
d-Limoneno OECS
Axial Algueno C—H 3081 3081
Axial Metila C—H 2969 2962
Axial Alifatico c=C 1647 1641

CH2 CH3
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5.5 Avaliacdo das caracteristicas quimicas dos 6leos essenciais obtidas por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM)

O cromatograma do Oleo essencial do Citrus sinensis L.Osbeck obtidos
mostram 0s componentes majoritarios e alguns minoritarios.

Os espectros obtidos por CG-EM, a comparacdo com os dados da
biblioteca do instrumento e a deducdo dos fragmentos dos compostos volateis no
Oleo essencial extraido das cascas de Citrus sinensis L.Osbeck pode ser
observados na Figura 24.

Figura 24: Cromatograma da amostra do 6leo do pericarpo do Citrus sinensis L.Osbeck,
apresentando os picos selecionados e identificados através da comparacdo dos respectivos
espectros de massas com a espectroteca
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Na Tabela 3, observar-se os constituintes identificados no 6leo essencial de

Citrus sinensis L. Osbeck, por ordem do tempo de retencao.
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Tabela 3: Compostos identificados na amostra do 6leo essencial extraidos das cascas de
Citrus sinensis L.Osbeck

Picol IR?(min.) Constituintes %A%
1 5,155 a-Pineno 0,33
2 6,350 B-Mirceno 1,90
3 6,861 Octanal 0,93
4 7,610 d-Limoneno 89,55
5 8,287 1,0Octanol 0,46
6 8,919 Linalol 5,36
7 8,959 Nonanal 0,08
8 9,866 Citronelal 0,06
9 10,523 Terpineol 0,12
10 10,873 a-Terpineol 0,39
11 10,926 Decanal 0,25
12 11,352 B-Citronelol 0,08
13 11,643 Neral 0,13
14 12,210 Citral 0,17
15 12,496 1,Ciclohexeno 0,20

Nota: '"Nimero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; °IR: indice de retengdo dos
compostos na coluna em minutos; %A*: Porcentagem da area normalizada a qual indica a
distribuicéo relativa dos componentes na amostra.

Foram identificados no total, 15 diferentes constituintes com
concentracdes de 0,06 a 89,55%, correspondendo a 100% da composicao do 6éleo.
Os principais constituintes presentes no 6leo essencial das cascas de Citrus sinensis
L.Osbeck, foram o monoterpeno: d-Limoneno (89,55%) como constituinte
majoritario, seguido do monoterpeno oxigenado com Linalol (3,85%) e monoterpeno:
B-Mirceno (1,90%), os quais correspondem a 96,81% do mesmo, seguido do
Octanal (0,93%); 1,0ctanol (0,46%); a-Terpineol (0,39%); do monoterpeno, a-Pineno
(0,33%); Decanal (0,25%); 1, Ciclohexano (0,20%); Citral (0,17%); Neral (0,13%);
Terpineol (0,12%); Citronelol (0,08%); Nonanal (0,08%) e Citronelal (0,06%).

Nas Figuras 25, 27 e 28 podem ser observados os fragmentogramas

correspondentes a alguns componentes identificados no 6leo essencial.
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De acordo com o banco de dados da espectroteca WILEY 229 e de
padrdes constantes na literatura (ADAMS, 2007), o pico 4 da Figura 24,corresponde
ao d-Limoneno, CioHis, evidenciado pela presenca do ion molecular m/z=136

observado no espectro de massas da Figura 25.

Figura 25: () Espectro de massa do d-Limoneno (pico 4). (ll) Espectro de massa da
espectroteca WILEY 229.
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O referido espectro de massas mostra ainda picos caracteristicos de
hidrocarbonetos: o pico m/z 121 [M-15] é referente a perda do grupo metila,
enquanto que os picos m/z 107 [M-15-14] e m/z 93 [M-15-14-14], sdo decorrentes
das subsequentes perda do grupo metileno.

O aparecimento do pico com m/z = 67 CsH;"™ pode ser decorrente da
quebra das ligagbes carbono-carbono semelhantemente a reacéo retro-Diels-Alder
(Figura 26), o qual é bastante comum em alquenos ciclicos, resultando ainda em
uma molécula neutra, conforme demonstrado na Figura 26 (SILVERSTEIN et al.

2007).
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Figura 26: Ocorréncia da reacdo de retro-Diels-Alder na
fragmentagé&o do limoneno.
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Na figura 27, o espectro de massas corresponde ao constituinte

identificado como Linalol e os seus respectivos fragmentos.

Figura 27: () Espectro de massa do Linalol (pico 6). (Il) Espectro de massa da espectroteca
WILEY229
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Os espectros de massas referentes a Figura 27, indicam de acordo com
banco de dados da espectroteca WILEY 229 e de padrbes constantes na literatura
(ADAMS, 2007) a presenca no 6leo essencial do composto Linalol (pico 6) da Figura
24, com pico do ion molecular m/z=154 é de dificil visualizacdo caracteristico de
alcoodis terciarios, confirmado como CjoHig0 a sua férmula molecular, de baixa
intensidade. Os picos m/z=136 [M-18] e m/z=121 [M-18-15] sdo caracteristicos da
perda de agua e do grupo metila, respectivamente.

Para alcodis terciarios, ocorre frequentemente a quebra de ligagdo C-C
vizinha do atomo de oxigénio, com eliminagdo do maior grupo, o que fica
evidenciado no pico de m/z=71 (H,C=CHCOH"-CHj3) e pelo pico de m/z=83. O pico
com m/z=93 é devido a eliminacdo de agua [M-18] e do grupo CsHg' [M-44]
(SILVERSTEIN, 2007).

A seguir na Figura 28, refere-se ao pico 2 (Figura24), foi identificado
segundo a espectroteca WILEY 229 e a literatura (ADAMS, 2007), como sendo o (3-

mirceno.

Figura 28: (I) Espectro de massa do p-Mirceno (pico 2). (II) Espectro de massa da espectroteca
WILEY229.
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Esse hidrocarboneto monoterpénico apresenta o pico molecular m/z =136
e o0 pico intenso em m/z = 93 o qual é referente a estrutura C;Hy", formada por
isomerizacao, seguida de clivagem alilica (Figura 29). Os picos correspondentes a
m/z = 41, m/z= 69, sdo respectivamente pertencentes formulas C3Hs" e CsHg' deve

envolver rearranjos, (SILVERSTEIN et al, 2007).

Figura 29: Clivagem alilica

- A - N - - 2
= N
O .
+
|
N y N y N y
m/z = 93

Fonte: Silverstein et a.l, (2007)

Partindo do principio, quanto as andalises do Oleo essencial de Citrus
sinensis L.Osbeck, obtido por CG-EM (Tabela 3), o constituinte majoritario foi
identificado como sendo o d-Limoneno. Na Tabela 4, € mostrado alguns dados
reportados na literatura para este constituinte em coletas realizadas em varias partes

do mundo, especificamente para a referida espécie estudada.

Tabela 4: Constituintes quimicos majoritarios reportados na literatura, para 6leos essenciais extraidos
das cascas da laranja doce coletas em vérias partes do mundo.

OECSLO
Composto _ .
L (laranja doce:var: Referéncia Local/Coleta
Majoritario ~
péra)
91,80 Song et al., 2006 Coréia
95,60 Dharmawan et al,2007 Indonésia
84,20 Sharma et al., 2008 india
d-Limoneno
%) 94,70 Minh Tu et al.,2002 Vietna
0
68,51 Cheng e Chou, 1984 Taiwan
76,2 - 86,10 Clatdio Junior, 2009 Brasil
89,55 Autor, 2013 Brasil (SLZ-MA)

Fonte: Autor (2012)
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Na presente pesquisa 0 OECSLO apresentou 89,55% (Tabela 4). Para
fins de comparacdes foi adotado como critérios a Farmacopéia Européia/ISO
(Revista de Fitoterapia, 2011), as quais estabelecem valores para o d-Limoneno ( 92
a 97%) e ( 93 a 96%), respectivamente. Em seu trabalho Claudio Juanior (2009), os
valores encontrados variaram entre 76,20 a 86,10%. Mediante aos resultados
apresentados, mostra que o perfil quimico do OECSLO estudado, encontra-se
abaixo dos valores estabelecidos pela Farmacopéia Européia/lSO, no entanto,
apresenta-se um pouco acima do intervalo citado pelo autor.

Amostras coletadas para a mesma espécie em diferentes partes do
mundo para o OECS (Tabela 4), tais como: Taiwan o 6leo apresentou 68,51%
(CHENG e CHOU, 1984), Vietna 94,70% (MINH TU et al., 2002), Coréia 91,80%
(SONG et al., 2006), Indonésia 95,60% (DHARMAWAN et al.,2007) e na india
84,20% (SHARMA et al.,2008), observa-se que ha uma variacdo quantos aos
valores. Em contrapartida, em uma amostra coletada no Quénia (NJOROGE et al,
2005), o composto majoritario para a mesma espécie do 6leo das cascas da laranja
doce foram o a-pineno, a-terpineno e B-pineno e sabineno. Numa outra coleta
realizada no Vietnd, o sabineno, foi constituido como composto majoritario (MINH TU
et al., 2002).

Observa-se, que h4d uma discrepancia quanto aos valores encontrados na
literatura, que em muitas das vezes o0s presentes compostos apresentam-se em
forma de tracos. Dessa forma, fatores que afetam a extracdo (item 2.1.3), a
producdo natural dos 6leos volateis e a sua composicao nas plantas a composi¢cao
quimica do 6leo essencial de uma planta é determinada geneticamente, sendo,
geralmente, especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica para o seu
desenvolvimento (SIMOES et al., 2007), contudo, as condicdes ambientais s&o
capazes de causar variacdes significativas (SILVESTRI et al., 2010).

Para o linalol, que no presente estudo foi constituido como o segundo
composto em termos de percentagem (3,85%). Segundo a Farmacopeia Europeia o
percentual do referido constituinte varia entre (0,02 a 0,7%), para a norma ISO varia
entre (0,15 a 0,70), em estudo realizado por Claudio Junior (2009), obteve-se
2,4%.Numa amostra realizada nos EUA do respectivo Oleo, apresentou 12,8%
(GAFFNEY et al.,1996), valor este considerado bem expressivo para 0 Oleo
estudado. No presente estudo, o -Mirceno apresentou (1,90%), apresentado como

o terceiro constituinte em porcentagem. Pela Farmacopéia Européia o percentual do
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constituinte varia entre (1,7 a 2,5%), para a norma ISO varia entre (1,5 a 3,5%), e
por Claudio Janior (2009), obteve-se 5,7%.

De acordo com os dados da composi¢cdo quimica para o 6leo essencial
extraido das cascas da laranja doce reportados na literatura, o d-limoneno foi
evidenciado como composto majoritario, especificamente em amostras coletadas no
Brasil. Por outro lado, para outras partes da planta revelaram que os componentes
majoritarios variaram de acordo com a regido de coleta, sendo que o d-Limoneno

esta presente em maior proporc¢éo nas cascas (CLAUDIO JUNIOR, 2009).

5.6 Atividade Larvicida

A atividade larvicida do 0Oleo essencial extraido das cascas da espécie
Citrus sinensis L. Osbeck, foi testada em seis concentra¢des diferentes: 70, 90, 100,
120, 130, e 150 pg.mL*, sendo n é o nimero de larvas do mosquito Aedes aegypti
utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracdo (totalizando 10 larvas por
teste). Para cada concentracdo os testes foram realizados em triplicata. Os dados
sobre o numero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados através de

uma média das trés repeticdes para cada uma das seis concentra¢cfes testadas.

Tabela 5: Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposicdo em varias
concentracgdes do Oleo essencial extraido da casca da laranja doce var: péra.

Dose Log : Acumulados Acumulados Mortalidade
4 Mortos Vivos _ 0

(ng.mL?)  Dose Mortos Vivos (%)

150 2,1760 10 00 36 00 100

130 2,1139 08 02 26 02 80

120 2,0791 07 03 18 05 70

100 2,0000 05 05 11 10 50

920 1,9542 04 06 06 16 40

70 1,8450 02 08 02 24 20

Ndmero de larvas (n = 10).
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De acordo com a tabela a partir da concentragdo 70 pg.mL™ o éleo passa
a provocar a morte das larvas apresentando a morte de apenas 20% das larvas,ou
seja, matando em média duas larvas.

Na concentracdo de 100 pg.mL™ o éleo apresentou uma mortalidade de
50%(concentracdo em que se encontra a ClLsp ), enquanto que na concentracao de
150 pg.mL™ o mesmo mostrou-se totalmente letal as larvas, onde ha mortalidade de
100% individuos testados, ou seja, dez larvas.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o Oleo é

mostrada na Figura 30, em que o O6leo apresenta crescimento exponencial
significativo Log dose 2,0791.

Figura 30: Taxa de Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti
expostas a seis concentragBes diferentes do 6leo essencial de Citrus
sinensis L. Osbeck, apds 24 horas versus o logaritmo de cada dose
aplicada.
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Os resultados apresentados a seguir, representam as curvas de

Figura 31: Acumulados mortos 6leo essencial Citrus sinensis L. Osbeck pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas em funcéo do

logaritmo decimal da dose aplicada.

Individuos Acumulados mortos (Figura 31) e Acumulados vivos (Figura 32), para o

OECSLO.
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Figura 32: Acumulados vivos do 6leo essencial Citrus sinensis L. Osbeck pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas vivas em funcdo do

logaritmo decimal da dose aplicada.
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Na Figura 33, € apresentada a Concentracdo Letal 50%(CLso) para o

Oleo essencial de Citrus sinensis L. Osbeck.

Figura 33: Estimativa da CLs, do 6leo essencial de Citrus sinensis L.Osbeck, pelo
método Reed-Muench, a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcéo do
logaritmo decimal da dose aplicada. A CLs, € 0 ponto de intersec¢ao das duas curvas.
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Adotando-se 0os mesmos procedimentos realizados para o 6leo essencial
de Citrus sinensis L. Osbeck, foi realizado para o d-Limoneno, em sete
concentracdes: 70, 90, 100, 120,130,150 e 160 pg. mL™* (Tabela 6).
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Tabela 6: Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposicdo em varias
concentracdes do Padrdo d-Limoneno.

Dose Log : Acumulados Acumulados Mortalidade
4 Mortos Vivos _ 0

(ng.mL?Y)  Dose Mortos Vivos (%)

160 2,2040 10 00 29 00 100

150 2,1760 07 03 19 03 70

130 2,1139 05 05 12 08 50

120 2,0791 03 07 07 15 30

100 2,0000 02 08 04 23 20

920 1,9542 01 09 02 32 10

70 1,8450 01 09 01 41 10

Numero de larvas (n = 10)

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o padrdo de d-
Limoneno é mostrada na Figura 34, observa-se o crescimento exponencial a partir
do Log dose 2,1139.

Figura 34: Taxa de Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti
expostas a sete concentra¢gfes diferentes do padrdo d-Limoneno, apés 24
horas versus o logaritmo de cada dose aplicada.
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Nas Figuras 35 e 36, s&o apresentados os Acumulados mortos e

Acumulados vivos, respectivamente para o padrao d-Limoneno.

Figura 35: Acumulados mortos para o padrdo d-Limoneno pelo método
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas em fung&o do logaritmo
decimal da dose aplicada.
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Figura 36: Acumulados vivos do padrdo d-Limoneno pelo método Reed-
Muench a partir do acumulado de larvas vivas em funcdo do logaritmo
decimal da dose aplicada.
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Na Figura 37, é apresentada a Concentracdo Letal 50%(CLsg) para o
padrao d-limoneno, a concentragcdo na qual cinquenta por cento das larvas testadas
morrem, a qual foi encontrada bem préoxima a Log dose 2,1023( proximo da

concentracéo de 130 pg.mL™).

Figura 37: Estimativa da CLsy do Padrdo d-Limoneno, pelo método Reed-Muench a
partir doacumulado de larvas mortas e vivas em funcéo do logaritmo decimal da dose
aplicada. A CLsg € 0 ponto de interseccéo das duas curvas.
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Fazendo-se uma comparacgao entre as mortalidades das larvas em funcao
dos logaritmos das doses do 6leo essencial de Citrus sinensis L.Osbeck e do padréo
de d-Limoneno (Figura 38), o OECSLO foi testado em seis concentracdes,
apresentando maior eficacia larvicida na concentracdo de 150 pg.mL™ (100% de
larvas mortas), enquanto em que seu padrdo testado, foi superior em uma
concentracdo em relacdo a do Oleo, ou seja em sete concentracdes, apresentou

100% de mortalidade das larvas a uma concentracdo de 160 pg.mL.™
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Figura 38: Comparacdo entre as Taxas de Mortalidade das larvas do
mosquito Aedes aegypti proporcionadas pelo 6leo essencial de Citrus
sinensis L. Osbeck versus padrdo d-Limoneno.
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A CL 50% para o 6leo essencial das cascas de Citrus sinensis L.Osbeck
foi calculada através da interseccdo das curvas de individuos acumulados mortos e
individuos acumulados vivos (Figura 33), obtendo resultado a concentracdo de
99,014 pg.mL™ com um intervalo de confianca de 2,098 pg.mL™?, ou seja, ClLsy =
99,014 (+ 2,098) pg.mL* . Da mesma forma como foi realizado para o 6leo, foi
calculado através da intersec¢do das curvas de individuos acumulados mortos e
individuos acumulados vivos para o padrao d-Limoneno (Figura 37), obteve-se CLsg
de 126,037 com intervalo de confianca 2,092 pg.mL™ , ou seja, CLso = 126,037 (+
2,092).

Desta forma a CLsp obtida, qualifica o 6leo essencial como um agente
larvicida moderado (CHENG, et. al., 2003), enquanto que o seu padrédo d-Limoneno
exibiu eficicia larvicida bem acima dos valores recomendados, estando fora das

7

especificacdes, pois segundo o autor € considerado bons agentes larvicidas as
substancias com valor de CLs inferior a 100 pg.mL.™

Segundo Lahlou (2004), a atividade biologica de 6leos essenciais esta
diretamente relacionada com sua composi¢do quimica. Essa relacdo de composigcéo
e atividade, muitas vezes sugere que a atividade bioldgica de um 6leo pode ser

atribuida tanto a seus componentes majoritarios, quanto a componentes presentes
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em menor concentracido. E possivel que eles ajam em conjunto sinergicamente,
contribuindo para toxicidade total do 6leo testado.

Em um estudo da acéo larvicida de 6leos contendo limoneno, linalol e
eugenol frente ao mosquito Aedes aegypti, Furtado et al. (2005), confirmaram
atividade larvicida para esses compostos e segundo o0s autores o0s Oleos
apresentaram melhores atividades que os padrbes testados isoladamente, como
ocorreu nesta pesquisa. Estudos contra o Aedes aegypti evidenciam que oS
componentes terpénicos, alcodis e aldeidos dos 06leos essenciais sdo 0s principais
responsaveis pela atividade inseticida ou larvicida (LUCIA et al., 2007; LEE, 2006;
PANELLA et al., 2005; CARVALHO et al., 2003; KARR e COTAS, 1998, LIMA, 2009,
LEITE, 2009).

Prophiro (2008) estudou os efeitos do temefés sobre larvas do Aedes
aegypti no terceiro estagio e verificou um processo de estabelecimento de
resisténcia ao organofosforado em algumas cidades da regiao sul do Brasil.

Como ja relatado neste estudo, a melhor forma de combater a doenca &
erradicar o mosquito através do uso de larvicidas em seus locais de reproducéo, por
exemplo, o temefés que vem sendo utilizado pelos 6rgdos competentes. Entretanto,
0S mosquitos ja estdo adquirindo resisténcias aos inseticidas sintéticos,
considerando que os Oleos essenciais de muitas plantas sdo por natureza toxicas
para 0s mosquitos, e menos agressores ao meio ambiente.

De acordo com Rattan (2010), os 6leos essenciais e seus constituintes
afetam os processos bioquimicos, que especificamente perturbam o equilibrio
enddcrino dos insetos. Eles podem ser neurotéxicos ou podem atuar como
reguladores de crescimento de inseto, interrompendo o processo normal de
morfogénese. Esse modo de acdo neurotdxica possui 0S seguintes sintomas em
artropodes: hiperatividade seguido por hiperexcitacdo levando rapidamente a queda
e imobilizagao.

Diante dos resultados alcancados e da necessidade cada vez maior de
novas substancias capazes de combater o desenvolvimento de mosquitos
causadores de doencas, e que ao mesmo tempo oferecam maior segurancga para 0s
seres humanos e ao ambiente, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade
econdmica e baixo impacto ambiental, o 6leo essencial de Citrus sinensis L.Osbeck,
apresenta-se como um promissor agente larvicida natural em locais de crescimento

de larvas do Aedes aegypti.
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6 CONCLUSAO

Os resultados nos levaram a concluir, que foi possivel caracterizar

analiticamente o 6leo essencial do Citrus sinensis L.Osbeck (laranja doce) e ainda:

v O presente estudo demonstrou que a espécie Citrus sinensis L. Osbeck,
forneceu um 6leo essencial cujo rendimento foi de 2,47% (m/m), o qual foi

considerado de bom valor em relagdo a extracdo por hidrodestilagdo de
outros 6leos de plantas aromaticas;

v" Quanto a qualidade, os parametros fisico-quimicos avaliados apresentaram

resultados satisfatorios;

v' A caracterizacdo por CG-EM permitiu a identificacdo de quinze constituintes
presentes no Oleo essencial, 0 qual mostrou-se eficaz quanto a metodologia
adotada, além de identificar o d-Limoneno, como componente majoritario,

justificando-se com os dados reportados na literatura;

v' A espectroscopia na regido do infravermelho veio comprovar os resultados
obtidos por CG-EM, mostrando o componente majoritario do 6leo em estudo
quando comparados ao seu respectivo padrdo, no que diz respeito as suas

absorbancias e seus deslocamentos quimicos;

v Os resultados apresentados sugerem que o 6leo essencial de Citrus sinensis
L.Osbeck, apresenta eficacia larvicida moderada, frente ao Aedes aegypti,
com uma CLsp de 99,014 (+ 2,098) pg.mL™* e padrdo d-Limoneno CLs, de
126,037 (£ 2,092)

v O ¢6leo essencial das cascas da laranja doce, apresenta-se como uma

alternativa natural no combate as larvas do Aedes aegypti.
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