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RESUMO

Neste trabalho a partir da extracdao e do estudo analitico do dleo essencial
dos botdes florais da espécie Syzygium aromaticum L., foi analisado o
efeito larvicida do dleo contra larvas em terceiro estdgio do mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Extraiu-se quantitavamente o dleo
essencial por hidrodestilacdo. Determinaram-se as propriedades fisico-
guimicas do 6leo essencial (densidade, indice de refracdo, solubilidade,
cor e aparéncia). Caracterizou-se quimicamente o dleo, quantificando seus
componentes e identificando seu componente majoritario por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Calculou-se a
CLso do 6leo e do padrao de eugenol, além do limite de confianca a 95%
de probabilidade, a partir dos métodos de Reed-Muench (1938) e Pizzi
(1950), respectivamente. O rendimento do 6leo foi de 3,54% m/m e 3,63
v/m. Pelo método utilizado foi possivel identificar e quantificar os
componentes: eugenol (52,53 %), cariofileno (37,25 %), humuleno
(4,11 %), acetato de eugenila (4,05 %) e copaeno (2,05 %), sendo o
eugenol o componente majoritario do O6leo. O oleo exibiu atividade
larvicida sendo totalmente letal a uma concentracdo de 120 pg.mL. O
6leo essencial obteve Cls, de 63,36 (+2,12) yg mL! e o padrdo de
eugenol 79,39 (£2,10) pg mL?. Os resultados promissores apontam para
a necessidade de mais pesquisas com o 6leo, para sua posterior utilizacao
no combate as larvas de Aedes aegypti.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Syzygium aromaticum. Eugenol.
Atividade larvicida. Aedes aegypti.
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ABSTRACT

In this work, from the extraction and analytical study about the essential
oil of the flower buds of Syzygium aromaticum species, was analyzed the
larvicide effect of the oil against larvae on the third stage of the mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). The essential oil was extracted,
quantitatively, by hydrodistillation. The physical-chemistry properties of
the essential oil were determined (Density, refractive index, solubility,
color and appearance). The oil was characterized, chemically, quantifying
its components and identifying its major component by gas
chromatography coupled to the mass spectrometry. In this research was
calculated the oil CLsg and its eugenol standard, besides the confidence
limit to 95% of probability, using the methods of Reed-Muench (1938) e
Pizzi (1950), respectively. The oil yield was 3,54% m/m and 3,63 v/m.
Through the method used was possible identify and quantify the
components: Eugenol (52,53%), caryophyllene (37,25%), humulene
(4,11%), eugenila acetate (4,05%) and copaene (2,05%), eugenol is the
major oil’'s component. The oil exhibited larvicidal activity being totally

-1
lethal at concentration of 120 pg.mL . The essential oil obtained CLsy of

-1
63,36 (£2,12) ug.mL* and an Eugenol standard 79,39 (£2,10) ug mL .
The promising results point to need of more researches with the oil to its
subsequent utilization in the combat of Aedes aegypti larvae.

Keywords: Essential oil. Syzygium aromaticum. Eugenol. Larvicidal
Activity. Aedes aegypti.
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1 - INTRODUCAO

A dengue é uma doenca febril aguda caracterizada, em sua
forma classica, por dores musculares e articulares intensas. Porém o seu
espectro clinico € muito amplo, variando de formas assintomaticas ou
oligossintomaticas até formas graves e letais (MEDRONHO, 2006). Tem
como agente um arbovirus do género Flavivirus da familia Flaviviridae, do
qual existem quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (FUNASA,
2001). Atualmente, é a mais importante arbovirose (doenca transmitida
por artropodes) que afeta seres humanos (MAROUN et al., 2008).

A OMS (Organizacao Mundial de Saude) relata que dois quintos
da populagao mundial estdao em risco de infeccao por dengue, com um
aumento no numero anual de casos. O virus agora é endémico em mais
de 100 paises (MURRELL et al., 2011). Todos os anos, o virus infecta de
50 a 100 milhdes de pessoas. Na auséncia de uma vacina eficaz, o
controle da dengue é limitado a combater os mosquitos que transmitem o
virus (RASGON, 2011).

O Aedes aegypti (Linnaeus 1762) (Diptera: Culicidae) é a
principal espécie responsavel pela transmissdo da dengue no mundo. E
origindrio da Africa, onde existem populacdes selvagens e domésticas
(BRAGA & VALLE, 2007). Possui habitos antropofilicos, com atividade
hematofagica diurna e utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais
de agua limpa para colocar os seus ovos. Estes tém uma alta capacidade
de resistir a dessecacao, mantendo-se viaveis na auséncia de agua por
até 450 dias (TAUIL, 2002).

A dengue pode ser transmitida por outras espécies de mosquitos
como por exemplo, o Aedes albopictus, no entanto nas Américas o Aedes
aegypti € o Unico transmissor do virus com importancia epidemioldgica
(BARRETO & TEIXEIRA, 2008).

O Aedes aegypti estd intimamente associada com a habitacao
humana onde entra facilmente em edificios para se alimentar e descansar.

Fémeas adultas alimentam-se preferencialmente do sangue de seres



humanos, outras espécies de vertebrados constituem apenas uma
pequena proporcao de seus repastos (JANSEN & BEEBE, 2010).

Até o momento, o Unico elemento controldvel da cadeia
epidemioldgica da dengue é o seu vetor (Aedes aegypti) (MEDRONHO,
2006). A experiéncia tem mostrado que substancias téxicas aplicadas no
ar para o controle do mosquito ndo sao eficazes, uma vez que este é
altamente domesticado, esconde-se dentro de casa em lugares como
armarios (GLUBER, 1989).

Nesse sentido a maioria dos programas de controle do mosquito
tem como alvo o estagio larval em seus locais de reproducdo utilizando-se
larvicidas, porque o adulticidas pode apenas reduzir a populagao adulta
temporariamente (CHUNG et al., 2010).

Os larvicidas mais comumente utilizados sao compostos
organofosforados tais como temefds, que é altamente ativo contra larvas
de mosquitos e outros insetos aquaticos. O temefds é recomendado como
o larvicida mais adequado para o controle do Aedes e Anopheles, porque
tem baixa toxicidade para peixes, aves, mamiferos e seres humanos
(PITASAWAT et al., 2007). No Brasil, os agentes da Fundacao Nacional de
Saude (FUNASA), 6rgao do Governo Federal, aplicam o inseticida temefods,
numa concentracao de 100 ppm nos locais que servem de criadouros para
larvas do mosquito Aedes aegypti. Nessa concentracdo, obtém-se taxa de
mortalidade de 100% (TELES, 2009).

No entanto o uso continuado de inseticidas tem provocado o
aparecimento de populacdes resistentes e ocasionado problemas para o
controle de vetores. Resisténcia tem sido detectada para todas as classes
de inseticidas, afetando, direta e profundamente, a reemergéncia das
doencgas transmitidas por vetores (BRAGGA & VALLE, 2007).

Varios trabalhos vem mostrando o estabelecimento de
resisténcia das populacdes de Aedes aegypti frente aos larvicidas
comumente utilizados. Com relacdo ao Temefdés Melo-Santos et al.
(2009), relata a suscetibilidade do mosquito Aedes aegypti no municipio

de Araripina e cita aumento de resisténcia. Resultados semelhantes sao



citados por Carvalho et al. (2004) no distrito federal e Beserra et al.
(2007) em varios municipios paraibanos.

Na busca por métodos ambientalmente seguros e relativamente
baratos para controlar mosquitos, os extratos de plantas tém recebido
muito interesse como potenciais agentes bioativos contra larvas de
mosquitos (CHUNG et al., 2010).

Estudos como o de Silva et al. (2008) investigando a atividade
larvicida de alguns oOleos essénciais sugerem que as larvas de Aedes
aegypti sdo suscetiveis a composicdo de alguns oleos essenciais, o autor
ainda cita que o uso de produtos naturais pode ser considerado uma
importante alternativa inseticida para o controle das larvas de Aedes
aegypti. Outros trabalhos como o de Cheng et al. (2003) e Pitasawat et al.
(2007), com Odleos essenciais provenientes de varias espécies também
apontam o potencial larvicida desses compostos frente ao Aedes aegypti.

No sentido de contribuir com o combate a larvas do Aedes aegypti,
no presente estudo extraiu-se o O6leo essencial da espécie Syzygium
aromaticum, realizou-se o estudo de suas caracteristicas fisicas e de sua
composicao quimica, além de testa-lo como larvicida frente as larvas do

mosquito Aedes aegypti em terceiro estagio.
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2 — FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 — PLANTAS MEDICINAIS

A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) define planta medicinal
como sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos” (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2005).

Evidéncias arqueoldgicas mostram que o uso de drogas
derivadas de plantas era amplo em culturas antigas. Nozes de bétele, uma
planta aromatica que contém substéancias psicoativas, eram mascadas ha
13 mil anos no Timor; e artefatos descobertos no Equador estendem o uso
das folhas de coca ha 5000 anos atras. As primeiras descricdes sobre
plantas medicinais feitas pelo homem remontam as sagradas escrituras e
ao papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado por Georg
Ebers, sendo traduzido pela primeira vez, em 1890, por H. Joachin. Foi
encontrado nas proximidades da casa mortudria de Ramsés II, porém
pertence a época da XVIII dinastia. Enumera mais ou menos 100 doencas
e descreve um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal.
(PINTO et al., 2002).

Simoes et al. (1999) dizem que até o século XIX os recursos
terapéuticos eram constituidos predominantemente por plantas e seus
extratos vegetais. Segundo os referidos autores as plantas medicinais e
seus extratos constituiam a maior parte dos medicamentos, que aquele
momento pouco se diferenciavam dos remédios utilizados na medicina
popular. Dessa forma, os recursos comecaram a ser estudados com os
instrumentos cientificos da época e paulatinamente a tendéncia de
utilizagdo das substancias ativas isoladas, os chamados “principios ativos”.
As plantas para sobreviver e evoluir tém que competir por espaco e se
defender do ataque de herbivoros e patdgenos, em geral. Neste embate
de milhdes de anos, as plantas foram desenvolvendo suas préprias

defesas quimicas. Esta € uma das razdes pelas quais a constituicao



quimica das plantas €é t3ao complexa, e porque muitas plantas
biossintetizam substancias para atuar em alvos especificos moleculares de
seus predadores. Metabdlitos secundarios de plantas e microorganismos
sao produzidos para modular seus préprios metabolismos (FERREIRA &
PINTO, 2010).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes
0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O
uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdao antigo
quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e
até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
quintais residenciais. (MACIEL et al., 2002)

No entanto a utilizacao de plantas medicinais atualmente nao se
restringe somente aos paises pobres ou em desenvolvimento. A
organizacao Mundial de Saude (OMS), estima que muitos paises
desenvolvidos tém uma grande proporcao da populacdo fazendo uso da
pratica tradicional de saude, especialmente o uso das plantas medicinais.
Embora o acesso a medicina moderna esteja disponivel nestes paises, o
uso de ervas medicinais manteve a sua popularidade por razoes historicas
e culturais (AGRA et al., 2008).

Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que
tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de
metabdlitos secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido
as suas aplicacbes como medicamento, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (PINTO et al., 2002). Plantas, como organismos que co-
evoluem com insetos e outros microorganismos, sao fontes naturais de
substancias inseticidas e antimicrobianas (SIMAS et al., 2004).

No Brasil, o uso das plantas medicinais foi disseminado
principalmente pela cultura indigena. E um pais rico em diversidade cujo
territério possui cinco principais biomas sendo designados como floresta
amazobnica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga (SOUSA et al.,

2008). O pais possui a maior diversidade genética de espécies de plantas



no mundo, mas menos de 10% foram avaliadas com respeito a suas
caracteristicas bioldgicas, e menos de 5% foram submetidos a estudos
detalhados de fitoquimica (LUNA et al., 2005).

De acordo com Simas et al. (2004), plantas brasileiras ricas em
0leos essenciais contendo sesquiterpenos como nerolidol e farnesol,
monoterpenos como o e B-pineno, carvona e geraniol e fenilpropandides
como safrol, eugenol e aldeido cinamico sao alternativas interessantes

para o controle de larvas do Aedes aegypti.

2.2 - OLEOS ESSENCIAIS

De acordo com Mouchrek Filho (2000), o termo “dleo essencial”
é 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 destilacdo por arraste de
vapor d'agua.

Simoes et al. (2007) cita que os Oleos essenciais sao definidos
pela International Standard Organization (ISO) como os “produtos obtidos
de partes de plantas através de destilacao por arraste de vapor d’agua,
bem como os produtos obtidos por espressao dos pericarpos de frutos
citricos (Rutaceae)”. Sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, odoriferas e liquidas. Também sdo chamados de dleos etéreos
ou esséncias. Estes termos se referem a aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, dai a designacdo “6leo”. Entretanto, devido a volatilidade, sua
caracteristica principal, os 6leos essenciais diferenciam-se dos dleos fixos,
misturas lipidicas obtidas geralmente de sementes (TELES, 2003).

Outras caracteristicas dos 0leos essenciais sao:

. aparéncia oleosa a temperatura ambiente;
. aroma agradavel e intenso da maioria dos éleos;
o solubilidade em solventes organicos apolares. Em &gua

apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as

solugOes aquosas, que sao denominadas hidrolatos;



o sabor: geralmente acre (acido) e picante;

o cor: quando recentemente extraidos sao geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados; sao poucos os 6leos que apresentam cor, como
o 6leo volatil de camomila de coloracdao azulada pelo seu alto teor de
azuleno;

. estabilidade: em geral ndo sdao muito estaveis, principalmente na
presenca de ar, calor, luz, umidade e metais; a maioria possui indice de
refracao e sao opticamente ativos;

o seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,
oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, e até
compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentragdes, normalmente, um deles é o composto
majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades ou tragos (LUPE, 2007).

O termo “dleo essencial" foi usado pela primeira vez no século 16
por Paracelso von Hohenheim, que nomeou o componente eficaz de uma
droga de 'Quinta essenciais”. Em meados do século 20, o papel dos dleos
essenciais foram reduzidas quase que inteiramente para usar em
perfumes, cosméticos e aromas alimentares, enquanto seu uso em
preparacoes farmacéuticas tinha declinado (EDRIS, 2007).

Atualmente, cerca de 3000 dleos essenciais sdo conhecidos, dos
quais 300 possuem importancia comercial, especialmente para as
indUstrias farmacéutica, de alimentos, agronOmica, sanitarios, industrias
de cosméticos e perfumes (BAKKALI et al., 2008).

O significado bioldgico dos dleos essenciais tem sido discutido.
As primeiras hipdteses consideravam os éleos essenciais como residuos do
fitometabolismo. Hoje, sabe-se que esses dleos apresentam varias agoes,
entre elas: impedem a perda excessiva de agua da planta, seus
componentes reagem como doadores de hidrogénio nas reagoes de
oxidacdo-reducao, também parecem ser importantes agentes de

comunicacao interespecifica (como polinizagao, atraindo insetos), além
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disso desempenham um papel na defesa das plantas contra herbivoros,
microorganismos e fungos. Todo esse potencial deveria ser melhor
estudado para ser usado no desenvolvimento de estratégias de manejo de
pragas, que incluam uma melhor protecao do ambiente (REGNAULT-
ROGER, 1997).

A composicao dos 6leos essenciais € muito variavel, nem todos
os individuos da mesma espécie de planta tém uma composicdo quimica
idéntica: a producdo pode ser direcionada ou bloqueada em uma das
etapas do metabolismo (REGNAULT-ROGER, 1997). Os 6leos podem
conter cerca de 20 a 60 componentes em concentragdes muito diferentes.
Eles sdo caracterizados por dois ou trés componentes majoritarios, em
concentracdbes mais elevada (20-70%) em comparagao com outros
componentes presentes em quantidades menores. Geralmente esse
componente majoritario determina as propriedades boldgicas do dleo
(BAKKALI et al., 2008).

Os Oleos essenciais sao constituidos principalmente de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres e outras
substancias de baixo peso molecular, chamados muitas vezes de
metabdlitos secundarios (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993).

Varios sdo os fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de
producdo de metabdlitos secundarios, entre os principais estao:
sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao ultravioleta,
nutrientes (macronutrientes e micronutrientes), altitude, poluicao
atmosférica, estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos (Figura 1)
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Figura 1. Fatores de influéncia na producdao de metabdlitos secundarios de
plantas.
Fonte: Gobbo-Neto & Lopes (2007).

Os géneros de plantas capazes de elaborar os compostos que
constituem os 6leos essenciais sao distribuidos em um nimero limitado de
familias, como Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae,
Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae e Piperaceae (ENAN,
2001). O Brasil tem lugar de destaque na producao de dleos essenciais,
ao lado da India, China e Indonésia, que sdo considerados os 4 grandes
produtores mundiais (BIZZO et al., 2009).

2.2.1 — Processos de Extracao

Existem varios métodos de extracdo dos d6leos essenciais,
variando de acordo com a regiao que a planta se encontra e com a
proposta de utilizacgago do mesmo. Os mais comuns sao: Enfloracao,
Prensagem, Extracdo com Solventes Organicos, Extracdo por Fluido
Supercritico e Arraste por Vapor d’dgua. No presente trabalho o método

adotado para extracao foi a hidrodestilagao.
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2.2.1.1 - Extracao por Enfloragao

A enfloracdo € um método que ja foi bastante utilizado, mas
atualmente é empregado apenas por algumas industrias de perfumes, no
caso de algumas plantas com baixo teor de dleo de alto valor comercial. E
empregada para extrair 6leo essencial de pétalas de flores onde as pétalas
sao depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura,
durante certo tempo. Em seguida, estas pétalas esgotadas sao
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 o produto assim obtido possui alto valor comercial
(WILLIANS, 1996).

2.2.1.2 - Extracao por 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 agua por

decantacgdo, centrifugacdo ou destilacdo fracionada (SIMOES et al., 1999)

2.2.1.3 - Extragao com Solventes Organicos

A extracdao de Oleos essenciais com solventes organicos envolve
o uso de compostos como o éter, éter de petrdleo ou diclorometano que,
entretanto, extraem outros compostos lipofilicos, além do éleo essencial.
Por isso, os produtos obtidos assim raramente possuem valor comercial
(SIMOES & SPITZER, 1999).
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2.2.1.4 - Extracao por Fluido Supercritico

Pela extracdao por fluido supercritico consegue-se recuperar os
aromas naturais de varios tipos nao somente 6leo essencial, de modo
bastante eficiente e, atualmente, € um dos métodos de escolha para
extracdo industrial de O&leos 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, € primeiramente
liguefeito por compressao 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 é elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracao,
faz-se o CO, retornar ao estado gasoso, resultando na sua total
eliminacdo (SIMOES & SPITZER, 1999).

2.2.1.5 - Extracdo com Arraste por Vapor D'agua

A extracao por arraste por vapor d’agua é um dos métodos mais
simples e mais utilizados. Na industria de 6leos essenciais existem trés
tipos de extracgoes, distinguidas pela forma como se estabelece o contato
entre a amostra e a agua, na fase liquida ou de vapor; a primeira é
chamada de hidrodestilacdo, onde a amostra fica imersa na agua contida
numa caldeira; a segunda de destilacao 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).

A indulstria utiliza, de preferéncia, o vapor d’agua por ser
reduzido o contato com a agua, relativamente aos métodos anteriores, é
menos acentuada a hidrélise dos ésteres e a polimerizacdo de outros
constituintes, em particular dos aldeidos (WILLIANS, 1996).
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2.3 — CRAVO-DA-INDIA (Syzigium aromaticum)

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) (Figura 2) é uma
planta arbdrea, nativa das Ilhas Molucas (Arquipélago da Insulindia,
Indonésia), possui odor fortemente aromatico, sabor ardente e
caracteristico (SILVESTRI et al., 2010). O nome deriva do francés “clou”,
prego, por seu formato lembrar vagamente a forma de pequenos pregos
irregulares (ALMA et al., 2007).

Figura 2. Arvore, botdes florais ainda ndo abertos e botdes secos

do cravo-da- india

Fonte: http://www.ceplac.gov.br/radar/cravo.htm
http://revistagloborural.globo.com/GloboRural/0,6993,EEC169304

4- 4529,00.html

O cravo-da-india possui varios sindbnimos taxondmicos para seu
nome cientifico, entre eles pode-se citar: Caryophyllus aromaticum L.,
Eugenia aromatica (L.) Baill., Eugenia caryophyllata Thunb., Eugenia
caryophyllus C. Spreng, Bull. & Harr., Jambosa caryophyllus (Spreng.)
Nied., Myrtus caryophyllus Spreng (GHEDIRA et al., 2010).

O cravo pertence a familia Myrtaceae. As espécies desta familia

sao particularmente ricas em 0leos essenciais. A familia é constituida de
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140 géneros e aproximadamente 3000 espécies (CERQUEIRA et al.,
2009), divididas em 2 subfamilias, Myrtoideae e Leptospermoideae. No
Brasil, todos o0s representantes nativos pertencem a subfamilia
Myrtoideae, a qual é constituida de apenas de uma tribo, Myrteae, que se
divide em trés subtribos, Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae (LIMBERGER et
al., 2004).

O craveiro-da-india € uma arvore de ciclo perene, que cresce a
uma altura que varia de 10 a 12 metros, possui folhas ovais grandes e
flores de cor vermelha que se apresentam em numerosos grupos de
cachos terminais (ALMA et al., 2007). Essa planta vive por cerca de 100
anos e ha alguns recordes de arvores atingindo 150 anos (OLIVEIRA et
al., 2008).

O cravo-da-india é colhido na forma de botdo floral maduro e
comercializado na forma de botao floral seco, sendo a qualidade do
produto (cravo com cabeca proveniente de botdao colhido antes da antese)
primordial para a obtencao de melhores precos no mercado nacional e
internacional. Os botbes florais do craveiro-da-india sdo colhidos com
pedicelo, e estes sao eliminados durante o processo de destalamento.
Além disso, grande quantidade de folhas é derrubada durante o processo
de colheita, seja ele manual ou quimico. Tais residuos provenientes da
colheita também constituem fonte de Oleos essenciais (OLIVEIRA et al.,
2007). Os botdes florais adquirem primeiro uma cor palida e,
gradualmente tornan-se verdes, entdao eles se tornam vermelho brilhante
guando prontos para a coleta. Os botdes sao colhidas quando chegam a
ter 1,5 - 2 cm de comprimento (ALMA et al., 2007).

Das sementes de aroma ativo, extrai-se o acido eugénico, incolor
e de sabor picante. Sua composicao quimica é constituida principalmente
por eugenol, acetato de eugenol, betacariofileno, &cido oleanico, e
substancias das classes: triterpeno, ceras vegetais, cetonas, resinas,
taninos e esterois (SILVESTRI et al., 2010).

A arvore do cravo, provavelmente, foi introduzida durante a

colonizacao portuguesa. No sul da Bahia, a principal regiao produtora do
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Brasil, ndo é possivel definir precisamente quando a planta foi cultivada
pela primeira vez, no entanto, a maioria das areas de cultivo de cravo do
estado foram plantadas em 1968, embora plantacdes muito antigas de
cravo podem ser facilmente encontrada nos municipios de Ituberd e Nilo-
Pecanha. A planta se adaptou muito bem a regido, transformando o
Estado da Bahia no maior produtor da especiaria no Brasil. Como
conseqiéncia dos excelentes solo e condicbes climaticas a safra é
explorada comercialmente, principalmente na parte inferior do Sul e no
municipio de Una, também localizado na parte sul do estado (OLIVEIRA et
al., 2008).

O o6leo essencial do botdao do cravo é pouco produzido, embora
sua procura seja grande. O botdao contém 17% de éleo essencial e o talo
gue o acompanha contém 4,5 - 6,0% (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993). O
principal componente do dleo de cravo é geralmente considerado como
eugenol seguido pelo B-cariofileno e menores quantidades de outros
componentes, tais como alcool benzilico, mas as proporgdes variam
amplamente (CHAIEB et al., 2007).

O eugenol exibe comprovadas atividades como antibacteriano,
antimicético antimicrobiano, antiinflamatério, anestésico, anti-séptico,
antioxidante, alelopatico e repelente (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

2.4 — ASPECTOS SOBRE O EUGENOL

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) (Figura 3), com férmula
molecular CioH1,0, e massa molar 164,2 g.mol?, apresenta-se como um
liguido incolor a amarelo claro (que escurece quando exposto a luz),
volatil, baixa solubilidade em agua, cheiro forte e aromatico de cravo,
sabor ardente e picante (RABELO, 2010).
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Figura 3 — Molécula do Eugenol

Eugenol é o principal componente do dleo essencial do cravo-da-
india (Syzygium aromaticum L.), mas é também um importante
componente quimico de 6leos essenciais de muitas plantas aromaticas,
tais como Dicipelium cariophyllatum, Pimenta dioica, zehntnerivar Croton
eugenoliferum e . zehntneri (SANTORO et al., 2007).

O eugenol pertence ao grupo dos fendis e quimicamente os
fendlicos sdao definidos como substdncias que possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso, sao multifuncionais.

Em alimentos, sao responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (ANGELO & JORGE, 2007). Fenodis estdo entre os
maiores grupos de metabdlitos secundarios. Eles vdo desde estruturas
simples com um anel aromatico até polimeros complexos tais como
taninos e ligninas (GURIB-FAKIM, 2006).

Alguns produtos obtidos por sinteses quimicas, a partir do
eugenol, tais como metil eugenol e acetato de eugenila adquiriram um
elevado valor comercial, devido as utilizacbes desses produtos como

principios ativos nas industrias agroquimicas, substituindo os atuais
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defensivos agricolas por atrativos de insetos (feroménios) e nas industrias
farmacéuticas e de cosméticos (MOUCHREK FILHO, 2000).

O eugenol é amplamente utilizado em perfumaria, como
aromatizante de alimentos e cigarros. Entre outras propriedades do
eugenol estdo: efeito alelopatico na germinacao e crescimento de plantas,
efeito inibitério sobre crescimento de bactérias sendo utilizado como
antisséptico, controle contra o barbeiro (Rhodnius prolixus), propriedade
antioxidante, inibicao da proliferacdo de células cancerosas, potencial
leishmanicida, apresenta ainda efeito antiinflamatorio, cicatrizante,
analgésico. Seus efeitos medicinais compreendem o tratamento de
nauseas, flatuléncias, indigestao, diarréia (MAZZAFERA, 2003; PEREIRA et
al., 2008; KELECOM et al., 2002; MORAIS et al., 2009; YOO et al., 2005;
GIL et al., 2008; SILVESTRI et al., 2010).

2.5 — TECNICAS ANALITICAS

A avaliacdo quantitativa e qualitativa de éleos essenciais envolve
a utilizacdo de diversas técnicas basicas, tais como: Cromatografia Gasosa
(CG), Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM), Espectrometria Vibracional de Infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e Espectrometria Eletronica de Ultravioleta (UV)
(MOUCHREK FILHO, 2000). No presente trabalho a técnica utilizada foi a

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS).

2.5.1 — Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de

Massas

Existem no mercado varias empresas que oferecem o conjunto
cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por
meio de uma interface que aumenta a concentracao da amostra no gas de
arraste, aproveitando a maior difusibilidade do gas. A velocidade de

varredura é grande o suficiente para permitir a obtencdo de diversos
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espectros de massas por pico eluido no cromatdgrafo. A conexado direta de
colunas capilares de cromatografia gasosa ao espectrOmetro de massas
sem a interface de enriquecimento permite varias varreduras de massas
rapidas em pontos diferentes de um pico cromatografico, de modo a
testar sua homogeneidade. Desse modo, é possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de
massas acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentagdes 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 razdao massa/carga (m/z). A maior parte dos ions
formados tem carga unitaria. Os espectros de massas sdao obtidos
rotineiramente com o uso de um feixe eletronico de energia de 70 eV. O
evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa é a remogao de um
unico elétron pelo feixe, com formacao do ion molecular, um cation-radical
(M*). O ponto simples representa o elétron desemparelhado. A maior
parte dos fons desintegra-se em 10'° - 107 s, dando, no caso mais
simples, um fragmento carregado positivamente e um radical. Assim,
forma-se um numero de fragmentos i6nicos que podem ser
posteriormente decompostos em fragmentos menores (SILVERSTEIN et
al., 2007).

Pode-se apresentar o espectro na forma de um grafico ou uma
tabela. O grafico tem a vantagem de mostrar seqiiéncias de fragmentacao
gue com a pratica podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de
massas por impacto de elétrons, gerado por um computador na forma de
um grafico de barras, a abundancia relativa dos picos apresentada como

percentagem do pico base (100%), é lancada contra a razdao massa/carga

(m/z).
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2.6 - A DENGUE

O Aedes aegypti foi reconhecido como transmissor da febre
amarela em 1881, por Carlos J. Finlay. Em 1906, Brancroft publicou as
primeiras evidéncias de que o mosquito também era o vetor de dengue,
fato posteriormente confirmado por Agramonte, em 1906, e por Simmons,
em 1931. Provavelmente, esse vetor foi introduzido nas Américas a bordo
de barcos vindos da Europa, que cruzavam o Atlantico durante as
primeiras exploragdes e colonizacdes européias ao Novo Mundo. Os
primeiros registros de sua identificagao em terras do Brasil foram em
1898, por Lutz, e em 1899, por Ribas. Atualmente, o vetor é encontrado
em uma larga faixa do continente americano, que se estende do Uruguai
até o sul dos Estados Unidos da Ameérica, com a ocorréncia de surtos
importantes de dengue em varios paises, como Venezuela, Cuba, Brasil g,
recentemente, Paraguai. No Brasil, o Aedes aegypti esta presente nos 26
Estados e no Distrito Federal (BRAGA & VALLE, 2007).

Na década de 80, quase todas as cidades litoraneas do Brasil
apresentaram registros do mosquito Aedes aegypti que, nos anos
seguintes, expandiram-se também para o interior do pais. Associado as
debilidades dos servicos de saude, constatou-se as fragilidades das acdes
individuais para com a protecao da saude coletiva (MENDONCA et al.,
2009).

O numero de casos elevou-se consideravelmente na década de
1990, sendo que em 1995 foram registrados mais de 100 mil casos e, a
partir de 1997 ja& eram computadas mais de 200 mil ocorréncias de
dengue por ano. Em 2002, um novo recorde consolidou-se, havendo mais
de 700 mil casos notificados (MENDONCA et al., 2009). Em 1981, os
sorotipos DEN-1 e DEN-4 foram os primeiros a serem isolados em uma
epidemia de dengue ocorrida Boa Vista, Estado de Roraima. Apds um
siléncio epidemioldgico, o sorotipo DEN-1 invadiu o Sudeste (Rio de
Janeiro) e Nordeste (Alagoas, Ceara, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais)

em 1986-1987, espalhando pelo pais desde entdao, com as entradas dos
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sorotipos DEN-2 em 1990-1991, e o DEN-3 em 2001-2002 (CAMARA et
al., 2007).

A introducdo do sorotipo 3 do virus da dengue em dezembro de
2001 provocou a maior e mais grave epidemia da doenca no Brasil, tendo
sido notificados mais de 1,2 milhao de casos em 2001 e 2002, ocorrendo
também a co-circulagcao dos sorotipos 1 e 2 (MEDRONHO, 2006).

Em relacdo a Febre Hemorragica de Dengue (FHD) constatou-se
gue entre os anos de 2000 e 2003, a faixa etaria mais atingida era dos 30
anos ou mais, sequida pela faixa etaria dos 15 aos 29 anos. No entanto,
nos anos de 2006 e 2007 ficou evidente a elevacdo da incidéncia de FHD
na faixa etaria de até 15 anos (MENDONCA et al., 2009).

Em 1996 aconteceu a primeira epidemia na ilha de S3o Luis, com
4.641 casos notificados. Nesse mesmo ano realizou-se um inquérito
soroepidemioldgico na ilha, estimando-se que 41,40% da populacao
estudada se encontrava sensibilizada pelo DEN-1. A epidemia prosseguiu
até 1998, havendo dificuldade para confirmagao dos casos em laboratério.
Em 2001 foi isolado o sorotipo DEN-2. O Aedes aegypti foi introduzido em
Sdo Luis em 1969, mas sé chamou a atengao dos 6rgdos de saude no ano
de 1995, quando se detectaram os primeiros casos de dengue classica no
bairro da Cohab-Anil (GONGALVES NETO & REBELO, 2004).

O Aedes aegypti tem mostrado uma grande capacidade de
adaptacao a diferentes situacdes ambientais consideradas desfavoraveis.
Adultos ja foram encontrados em altitudes elevadas e larvas em agua
poluida (TAUIL, 2002).

Nao se dispde ainda de uma vacina eficaz para uso preventivo
contra o dengue, apesar de todos os esforcos de pesquisa para a sua
producao e desenvolvimento. Enquanto nao se puder contar com esta
medida de controle, o Unico elo vulneravel da cadeia epidemioldgica é o
vetor (TAUIL, 2001).

No entanto, o combate ao principal vetor do dengue encontra
atualmente um novo ponto critico. Trata-se do problema da resisténcia

crescente dos insetos aos larvicidas e adulticidas de uso habitual nas
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atividades de controle (TAUIL, 2002). A resisténcia é definida pela OMS
como a habilidade de uma populacdao de insetos tolerar uma dose de
inseticida que, em condicdes normais, causaria sua morte (BRAGA &
VALLE, 2007). O mosquito ja apresentava, ha muitos anos, resisténcia aos
inseticidas organoclorados. Muitos pesquisadores relatam a resisténcia das
larvas e dos adultos aos inseticidas organofosforados e dos adultos aos
piretrdides. Prophiro (2008) estudando os efeitos do temefds sobre larvas
do Aedes aegypti no terceiro estagio verificou um processo de
estabelecimento de resisténcia ao organofosforado em algumas cidades da
regiao sul do Brasil.

Assim, o monitoramento da resisténcia dos mosquitos deve ser
permanente, bem como a pesquisa de novos produtos inseticidas, eficazes

e ecologicamente seguros (TAUIL, 2002).

2.6.1 — Consideracdes Sobre o Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus,
1762)

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Figura 4) é um mosquito

originario da Africa, onde existem populagdes selvagens e domésticas.

Figura 4. Mosquito Aedes aegypti

Fonte: www.dengue.org/mosquito_aedes.html
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E um mosquito doméstico e antropofilico, com atividade
hematofagica diurna e utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais
de agua limpa para colocar seus ovos (CDC, 2011).

Quanto ao aspecto antropofilico do Aedes, encontra-se na
literatura trabalhos que mostram comportamento peculiar deste mosquito.
Segundo Harrington et al. (2001), o Aedes aegypti acumula maior reserva
energética quando ingere sangue com baixa concentracao de isoleucina
(sangue humano), em comparagao com sangue com alta concentracao de
isoleucina (roedores e aves).

A ocorréncia do Aedes aegypti se da principalmente nas regides
tropicais. Dados do ano de 2011 indicam as areas de maior risco (em

amarelo no mapa da Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo do Aedes aegypti no mundo em 2011. Paises ou areas de risco.
Fonte: WHO - World Health Organization.
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRisk

Map.png

Com o aumento da producdo de residuos e diversos recipientes e
entulhos derivados do petréleo que, lancados a céu aberto (em ruas,

gquintais e terrenos baldios) acumulam agua das chuvas e favorecem a
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proliferagao dos mosquitos (MENDONCA et al., 2009), pela urbanizagao
acelerada que criou cidades com deficiéncias de abastecimento de agua e
de limpeza urbana; pela intensa utilizacdgo de materiais nao-
biodegradaveis, e pelas mudancas climaticas o Aedes parece ter
encontrado no mundo moderno condigdes muito favoraveis para uma
rapida expansao (FUNASA, 2002).

2.6.2 — O Ciclo de Vida do Aedes aegypti

O Aedes aegypti € uma espécie doméstica, que se reproduz,
preferencialmente, em agua parada e limpa, acumulada em recipientes
fabricados pelo homem, como latas, pneus, vasos etc, dentro ou perto das
habitacoes.

Para que se possa combater o mosquito Aedes aegypti é

necessario que entenda seu ciclo de vida (Figura 6).

Figura 6. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti
Fonte:http://www.cecom.unicamp.br/dengue/index.php?option=com_conten
t&view=article&id=47&Itemid=54

Podendo-se identificar o elo mais vulneravel de seu ciclo e

selecionar a forma de agao contra o mesmo. Seu ciclo de vida
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compreende 4 estagios: OVO - LARVA -PUPA- ADULTO. Os trés primeiros
estagios sao aquaticos (MARINHO, 2010).

2.6.2.1 - O ovo

Os ovos do Aedes aegypti (Figura 7), medem aproximadamente
1mm de comprimento e possuem contorno alongado e fusiforme. No
momento da postura os ovos sao brancos, mas rapidamente adquirem a

cor negra brilhante.

Figura 7. Ovos de Aedes aegypti

Fonte: http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/galeria/galeria.html

A fecundagdao se da durante a postura e o desenvolvimento do
embrido se completa em 48 horas em condicdes favoraveis de umidade e
temperatura. Uma vez completado o desenvolvimento embrionario, os
ovos sao capazes de resistir a longos periodos de dessecacdo que podem
prolongar-se por mais de um ano. Ja foi observada a eclosdo de ovos com
até 450 dias, quando colocados em contato com a agua.

A capacidade de resisténcia dos ovos de Aedes aegypti a
dessecagcdao é um sério obstaculo para sua erradicacdo. Esta condigao
permite que o0s ovos sejam transportados a grandes distancias, em
recipientes secos, tornando-se assim o principal meio de dispersao do
inseto (dispersao passiva) (FUNASA, 2001).
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2.6.2.2 - A larva

As larvas do Aedes aegypti (Figura 8) passam a maior parte do
tempo alimentando-se principalmente de material organico acumulado nas

paredes e fundo dos depdsitos.

Figura 8. Larvas do mosquito Aedes aegypti

Fonte: http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/oportunista.html

As larvas possuem quatro estagios evolutivos. A duracao da fase
larvaria depende da temperatura, disponibilidade de alimento e densidade
de larvas no criadouro. Em condigdes 6timas, o periodo entre a eclosdo e
a pupacao pode nao exceder cinco dias.

Para respirar, a larva vem a superficie, onde fica em posicao
quase vertical. Movimenta-se em forma de serpente, fazendo um “S” em
seu deslocamento. E sensivel a movimentos bruscos na &gua e, sob feixe
de luz, desloca-se com rapidez, buscando refugio no fundo do recipiente
(fotofobia) (FUNASA, 2001).

2.6.2.3 - A pupa

As pupas (Figura 9) ndo se alimentam. E nesta fase que ocorre a

metamorfose do estagio larval para o adulto.
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Figura 9. Aedes aegypti em fase de pupa

Fonte: http://www.fiocruz.br/rededengue/cgi/cgilua.exe/
sys/start.htm?infoid=32&sid=12

Quando inativas se mantém na superficie da agua, flutuando, o
gue facilita a emergéncia do inseto adulto. O estado pupal dura,
geralmente, de dois a trés dias.

A pupa é dividida em cefalotérax e abdomen. A cabecga e o térax
sao unidos, constituindo a porcdao chamada cefalotdrax, o que da a pupa,
vista de lado, a aparéncia de uma virgula. A pupa tem um par de tubos
respiratdrios, que atravessam a agua e permitem a respiracao (FUNASA,
2001).

2.6.2.4 - O adulto

O Aedes aegypti (Figura 10) é escuro, com faixas brancas nas
bases dos segmentos tarsais e um desenho em forma de lira no
mesonoto. Nos espécimes mais velhos o desenho da lira pode
desaparecer, mas dois tufos de escamas branco-prateadas no clipeo,

escamas claras nos tarsos e palpos permitem a identificacdo da espécie.
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Figura 10. Fémea do Aedes aegypti.
Fonte: http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/galeria/galeria.html

O macho se distingue essencialmente da fémea por possuir
antenas plumosas e palpos mais longos.

Logo apds emergir do estagio pupal, o inseto adulto procura
pousar sobre as paredes do recipiente, assim permanecendo durante
varias horas, o que permite o endurecimento do exoesqueleto, das asas e
no caso dos machos a rotacdo da genitalia em 180°.

Dentro de 24 horas apds emergirem, podem acasalar, o que vale
para ambos os sexos. O acasalamento geralmente se da durante o voo,
mas ocasionalmente pode se dar sobre uma superficie vertical ou
horizontal. Uma Unica inseminacdo é suficiente para fecundar todos os

ovos que a fémea venha a produzir durante sua vida (FUNASA, 2001).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral caracterizar
analiticamente e avaliar o uso do 6leo essencial dos botdes florais da
espécie Syzygium aromaticum como agente larvicida frente ao mosquito

Aedes aegypti.

3.2 — ESPECIFICOS

. Extrair quantitativamente o oleo essencial botdes florais do

cravo-da-india;

. Determinar as propriedades fisico-quimicas do éleo essencial:

densidade, indice de refracao, solubilidade, cor e aparéncia;

. Identificar analiticamente os componentes do éleo usando a

cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG/EM);

. Quantificar os componentes do 6leo essencial pelo método da

normalizacdao por Cromatografia Gasosa (CG);

. Testar a atividade larvicida 6&leo essencial de Syzygium

aromaticum frente ao Aedes aegypti.

. Calcular a concentragdo letal CLsp do d6leo a partir do teste de

toxicidade (atividade contra larvas do mosquito Aedes aegypti).
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CAPITULO 4

PARTE EXPERIMENTAL
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4 — PARTE EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido com a parceria dos
seguintes laboratérios e instituicdes: Laboratério de Pesquisa em Quimica
Analitica (LPQA), Central Analitica, Laboratério de Fisico-Quimica e
Microbiologia do Pavilhdao Tecnoldgico da Universidade Federal do
Maranhdao - UFMA e da Central Analitica da Unicamp-SP.

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um
tratamento analitico de plantas aromaticas. Realizou-se o teste de
atividade larvicida calculando-se a ClLsg segundo o método descrito por
Reed & Muench (1938 apud Colegate & Molyneux, 1993).

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS
4.1.1 Sistema Extrator

Para a extracao do Oleo essencial do Syzygium aromaticum,
utilizou-se a hidrodestilacao com extrator de Clevenger (Figura 11),

empregado para extracao de 6leo menos densos que a agua (SANTOS et
al., 2004).

Figura 11. Aparelho extrator de Clevenger
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Ao extrator foi acoplado um baldo de fundo redondo, tendo uma

manta aquecedora como fonte geradora de calor.

4.1.2 Moinho Elétrico

Utilizou-se o moinho elétrico marca Tecnal, modelo TE - 340
para a trituracdao das amostras.

Figura 12. Moinho elétrico

4.1.3 Refratbmetro

Utilizou-se um refratbmetro marca AABE, modelo 2 WAJ, para as
medidas de indice de refracao.

Figura 13. Refratometro
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4.1.4 Balanca analitica

Utilizou-se uma balanca analitica da METTLER, modelo AE - 240,

com precisdo de 10™ unidades

Figura 14. Balanga Analitica

4.2 — PROCEDIMENTOS REALIZADOS NA EXTRACAO E
CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DO CRAVO DA INDIA

(Syzygium aromaticum)

A obtencdao do dleo essencial do cravo-da-india e as analises

foram realizadas seguindo as etapas descritas a seguir.

4.2.1 - Obtencao dos botdes florais do cravo-da-india

Os botdes florais de cravo-da-india utilizados neste trabalho
foram adquiridos no mercado informal do projeto Reviver, no municipio de
Sdo Luis no Maranhdo. Apds a obtencdo, os botdes de cravo foram
devidamente selecionados e acondicionados em sacos plasticos que foram

entdao lacrados e guardados em local sem exposicao solar. Depois de
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adquiridos os botdes florais, foram realizadas as seguintes etapas

mostradas na Figura 15.

BOTOES
LORAIS

68,79 gramas
+
200 mL (dguadestilada)
100°C

Na,50; anidro

Anilise

Quimi <::4}§EHAZENA T0
TESTE
ToxuuDA

Figura 15. Fluxograma de obtencdo do dleo e realizacdo das analises

4.2.2 - Moagem

Os botdes secos foram triturados em um moinho elétrico de
facas (TECNAL, modelo TE-340) e o material obtido foi armazenado em

frasco de polietileno para posterior extracao do 6leo essencial.
4.2.3 - Extracdo, tratamento e armazenamento do 6leo essencial
O oleo essencial do cravo foi extraido em um Sistema Extrator

de Clevenger, acoplado a um baldao de fundo redondo de 1000 mL e uma

manta elétrica como fonte geradora de calor.
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Na extracdo do dleo essencial, pesou-se aproximadamente 68,79
gramas dos botdes florais secos do cravo da india e adicionou-se 200 mL
de agua destilada. Em seguida, ajustou-se a temperatura da manta
elétrica em 100°C. Apds 4 horas de recolheu-se o d6leo essencial. O dleo
foi seco por meio de percolagao com Na,SO4 anidro. Essas etapas foram
realizadas em triplicata e as amostras foram armazenadas em recipientes
de vidro sobre refrigeracdao para evitar possiveis perdas de constituintes
volateis.

O rendimento da extragao foi calculado na relagao volume/massa
e massa/massa, observando o volume obtido no préprio sistema de

extracao.

4.3 — CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

As propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial determinadas
foram: densidade, solubilidade em etanol a 90% v/v, indice de refracao,

cor e aparéncia.

4.3.1 — Densidade

Para o calculo da densidade, utilizou-se um picnémetro de 1,0
mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram e pesaram

as amostras do 6leo essencial (25°C).

4.3.2 - Solubilidade em etanol (90%6)

Na determinacao da solubilidade, utilizou-se uma solucao de
etanol/agua a 90% (v/v) mantendo-se constante o volume de dleo e
adicionando-se proporcionalmente volumes diferentes e crescentes da

solucao alcodlica até se atingir a completa solubilizagao.
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4.3.3 - Indice de refracéo

Para a determinacdo do indice de refracao, utilizou-se pipetas de
Pasteur para adicionar as amostras dos éleos diretamente sobre o prisma
de Flint do refratbmetro, a temperatura de 25°C; fazendo-se entdo as

leituras.

4.3.4 - Cor e Aparéncia

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se
comparou a cor do odleo essencial com cores conhecidas e para a
aparéncia se fez uma inspecao do 6leo no que diz respeito a sua

transparéncia ou limpidez.

4.4 — ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

4.4.1 - Analise por cromatografia gasosa acoplada a

espectroscopia de massas (CG-EM)

Para a determinacao quimica do dleo, foi utilizada a analise por
meio da cromatografia gasosa contendo uma coluna capilar HP-5MS, 5%
difenil, 95% dimetil polisiloxano (30 m x 0,25 mm; 0,25 um de espessura
de filme) com fase estacionaria. O cromatdgrafo do modelo QP-500
fabricado pela Shimadzu tendo hélio como gas de arraste, com fluxo na
coluna de 1 mL.min™.

Para as analises, foram injetadas aliquotas de 0,3 uL da amostra
diluida (1,0 mg do d6leo em 1000 pyL de diclorometano com pureza de
99,9 %), fixando-se as seguintes condicdes: temperatura do injetor em
280 ©°C; split de 1:10; programacao de temperatura do forno de 40 °C
(5,0 min.) a 240 °C ( com taxa de aquecimento de 4°C/min.) e de 240 a

300 °C (com taxa de aquecimento de 8 °C/ min., 7,5 min).
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No Espectrometro de Massas do tipo quadrupolo linear o modo
de varredura foi de 0,5 seg/scan, a faixa de varredura variou de 40 a
500 daltons cada uma, a linha de transferéncia foi de 280°C e o filamento

desligado em 0,0 a 4,0 min.

4.4.1.1 Determinacao pelo Método da Normalizacdo

A determinacao da concentracao do eugenol e dos demais
componentes do dleo essencial por esse método foi obtida através da
integracao eletronica das areas dos picos cromatograficos, ultilizando o
programa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution Mass &
Identification System): Programa utilizado para a interpretacao dos
espectros de massas quando havia diferencas significativas entre o

espectro de massas obtido e o encontrado na biblioteca do CG/EM.

4.5 — OBTENCAO E CULTIVO DAS LARVAS

Para a coleta dos ovos do A. aegypti, foram utilizados jarros de
plastico para planta, de aproximadamente 500 mL, semi-preenchidos com
agua e um pedaco de madeira de dimensdes aproximadamente

20cmx5cm com uma parte imersa e outra nao.

Figura 16. Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.
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Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia plastica, de
formato retangular, com cerca de 3 litros de agua mineral para a eclosdo.
Apds a imersao dos ovos, 0,5 g de racao de rato foi adicionado a agua
para auxiliar no crescimento das larvas. Todo o material foi mantido no
interior de uma gaiola de madeira e coberta com uma tela de tecido,
apropriada para insetos, a fim de evitar a contaminagao por ovos de
outras espécies de mosquito. Apds a eclosdao, as larvas foram
acompanhadas até que atingissem o 3° estagio do desenvolvimento,
guando entao foram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida. Foram
necessarios de quatro a cinco dias para que as larvas atingissem o
tamanho ideal para os ensaios.

As larvas foram identificadas como Aedes aegypti por técnicos do
Laboratério do Nucleo de Patologia Tropical e Medicina Social do

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranhao.

4.6 — TESTE DE TOXICIDADE

O teste de toxicidade foi realizado com larvas no terceiro estagio
(Figura 13). As larvas selecionadas foram transferidas para uma placa de
Petri contendo 20 mL de &agua mineral (26-28°C), utilizando-se uma

pipeta de Pasteur.

Figura 17. Larvas do Aedes aegypti em terceiro estagio.
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Cada teste foi feito em triplicata para cada concentragao testada.
Inicialmente foi feita uma solugcao contendo apenas o tensoativo TWEEN
80 dissolvido em agua (branco), para que se tivesse certeza de que o
TWEEN 80 ndo era toxico as larvas. Em seguida foram preparadas
solucdes com concentracdes diferentes do dleo essencial. As solucdes
foram preparadas pesando-se o 6leo essencial e adicionando-se sobre o
mesmo o TWEEN 80, seguindo-se da adicdo de agua destilada e
tranferindo a solugao para um baldao de 1000 mL. Para cada
concentracao testada foram transferidos 100 mL para recipientes de
plastico, contendo exatamente 10 larvas cada um.

As larvas foram expostas as solugdes por 24 horas, sendo
monitoradas de hora em hora. Ao fim dos periodos registrou-se a

mortalidade.

4.6.1 — Analise estatistica

Apds os testes, montou-se uma tabela (Tabela 4, pagina 56)
com os valores das seis concentragoes, logaritmo (log) das mesmas, o
numero de larvas mortas apds 24 horas (média dos trés pontos), nimero
de larvas vivas apds 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 andlise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o
método descrito por Reed & Muench (1938 apud Colegate & Molyneux,
1993) , o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a certa
dose, também ird sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela e
consequentemente o animal que morrer com certa dose, também ird
morrer em doses maiores que aquela. A partir da tabela descrita acima,
contendo os dados de mortalidade para cada concentragdao testada, é
construido um grafico onde se observa uma curva para o acumulo de
animais mortos em cada concentracdao e outra curva para o acumulo de

sobreviventes. O ponto de intercessdo entre as curvas € a Concentragdo
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Letal 50% (CLsp), pois nesse ponto o numero de animais sobreviventes é
igual ao nUmero de animais mortos.

O intervalo de confianca foi calculado segundo o método descrito
por Pizzi (1950), no 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 diferenca 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 padrao (SE), através da seguinte
formula: (SE)?> = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de

confianca é igual 2 x 10°E.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do Ooleo

essencial do cravo-da-india.

As caracteristicas fisico-quimicas dos oleos essenciais podem
sofrer alteracOes devido a varios fatores entre os quais pode-se citar: o
ar, a luz, o calor, a agua e impurezas diversas de origem natural ou
oriunda de falsificacOes. As alteracdes podem ser reconhecidas tanto por
mudancas de suas caracteristicas organolépticas (aroma, cor, sabor,
transparéncia, fluidez), como também dos valores dos seus parametros
guimicos e fisicos. Desta maneira, diminuindo as suas qualidades, reduz-
se de igual modo o seu aproveitamento nas industrias de perfumaria,
cosmeética, alimentos, quimicas (TELES, 2003).

Segundo Mouchrek Filho (2000), a cinética de extracao do dleo
essencial € um dos principais parametros fisico-quimico da industria de
esséncias, pois além de estar diretamente relacionada com a qualidade do
6leo essencial, se reflete no tempo de extracdao e na natureza econOmica
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; MOUCHREK FILHO, 2000).

Alguns trabalhos sobre a cinética de extracdo de d6leos essenciais
como o de Teles (2009) e Fernandes (2010), com os 6leos da espécies
Aniba duckei Kostermans e Pimenta dioica Lindl respectivamente,
mostram um rendimento maximo na extracao 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 extragao.
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O dleo essencial extraido do cravo-da-india pode ser visto na

Figura 18.

Figura 18. Oleo essencial do cravo-da-india

Os parametros fisico-quimicos dos oOleos essenciais sdo
importantes ndo apenas para determinacdo da qualidade, como também
para o controle da sua pureza. Os resultados das caracteristicas fisico-
guimicas do 6leo essencial de cravo-da-india sdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial de cravo-da-india.

Parametros Syzygium
Fisico-quimicos aromaticum
Densidade (g.mL™) 0,973
Solubilidade em etanol a (90%) 1:2
indice de refracdo (Np 25°) 1,526
Cor Amarelado
Aparéncia Limpido
Odor Caracteristico
Rendimento (% m/m) 3,54

Rendimento (% v/m) 3,63
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O d4leo essencial apresentou valor de densidade de 0,973 g.mL™*,
a maioria dos 6leos essenciais apresentam valores de densidade menores
do que 1, sendo normalmente a fase superior quando em contato com
agua. Quanto a solubilidade, o éleo mostrou-se solivel em uma solucao
de etanol a 90% na proporcao de 1 parte de o6leo para 2 de solugao
acoodlica.

O oleo de cravo-da-india apresentou nos parametros fisico-
quimicos analisados um indice de refragdo (Np 25°) de 1,526. Esse valor é
coerente com valores encontrados na literatura. Sulieman et al. (2007),
determinou o indice de refracdo de 1,531 para o 6leo do cravo. Reis
(2006) investigando o 6leo de cravo extraido dos talos e frutos secos do
cravo da india, relatou um indice de refracdo 1,523 e 1,525
respectivamente. Além do valor encontrado na pesquisa se mostrar bem
proximo dos encontrados na literatura, ele se mostra ainda muito proximo
do indice de refragdo citado para o padrao de eugenol que é de 1,541
(ALDRICH, 2001). O eugenol é tido como componente majoritario do déleo
do cravo, por isso a proximidade dos valores.

O odleo apresentou-se transparente logo apds ser extraido
tornando-se levemente amarelado com o passar do tempo. Sua aparéncia
foi limpida, ndo sendo observada nenhuma presenca de impureza ou
particulado. O seu odor foi caracteristico do cravo-da-india, sendo o odor
idéntico ao do eugenol puro, seu componente majoritario.

O rendimento da extracao foi calculado diante da quantidade de
0leo que se obteve a partir de uma determinada massa vegetal. Nesse
experimento partiu-se de uma massa de 68,79 g dos botdes florais do
cravo da india e obteve-se 2,5 mL de 6leo essencial em cada extragao
dessa forma o rendimento (% v/m) foi de 3,63 %. Como a densidade do
6leo foi determinada em 0,973 g.mL?, rendimento (% m/m) foi de
3,54 %. Segundo Simoes et al. (2007), a composicao do d6leo essencial de
uma planta é determinada geneticamente, sendo, geralmente, especifica
para um determinado 6rgao e caracteristica para o seu desenvolvimento,

mas as condigdbes ambientais sao capazes de causar variagoes
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significativas. Silvestri et al. (2010), encontrou rendimento de 1,87%
(v/m), ja Lee & Shibamoto (2001) e Raina et al. (2001), obtiveram

rendimentos de 2,75% (m/m) e 4,8% (v/m) respectivamente.

5.2 - CARACTERIZACAO QUIMICA

5.2.1 - Analise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de

Massas

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foi possivel separar e identificar cinco constituintes do dleo
essencial, os quais sao apresentados na Figura 19, seguindo a ordem de

eluicao.

Eundance TIC. AN 7100
2200000 240

3
2048

2600000
2600000
2400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

800000

1000 1200 14,00 18,00 1800 2000 2200 24,00 2600 2800 20,00 3200 3100 300 2800 4
Figura 19. Cromatograma do 6leo essencial do cravo da india.

lme-> 400 600 8

O cromatograma apresentado na figura 19 apresenta um pico
(pico 1) mais intenso com tempo de retencdo de 27,40 min

correspondente ao Eugenol. Os demais picos mostrados correspondem a:
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copaeno (pico 2), cariofileno (pico 3), humuleno (pico 4) e acetato de
eugenila (pico 5), com os respectivos tempos de retengcao: 27,99 min,
29,47 min, 30,57 min e 32,94 min.

Na Tabela 2 sao apresentados os compostos presentes no 6leo

essencial, cujos picos foram apresentados no cromatograma da Figura 19.

Tabela 2. Composicao quimica do 6leo essencial de cravo-da-india.

Pico Tr (min) Substancia Teor (%206)
1 27,40 Eugenol 52,53
2 27,99 Copaeno 2,05
3 29,47 Cariofileno 37,25
4 30,57 Humuleno 4,11
5 32,94 Acetato de eugenila 4,05

Verificam-se também os tempos de retencdo de cada substancia
na coluna e o seu respectivo teor no éleo essencial. A quantificacdo do
eugenol e dos demais componentes foram determinadas pela integragao
da area do pico correspondente. O alto teor relacionado ao pico 1 do
cromatograma (52,53%), confirma o eugenol como o0 componente
majoritario do O6leo essencial, seguido pelo cariofileno (pico 3) com
37,25%.

Relacionam-se a seguir (Figuras 20 a 30), os espectros de
massas dos picos dos compostos mais abundantes apresentados na Figura
19, com as respectivas propostas de identificagdo por comparagao com os
dados da espectroteca e com a literatura (ADAMS, 2007; SILVERSTEIN et
al., 2007).

Os fendis apresentam um pico intenso que corresponde ao ion
molecular, fazendo com que sua identificacdo seja facilitada. O pico do ion
molecular é o préprio pico base (SILVERSTEIN et al., 2007). No espectro
da Figura 20 pode-se observar um pico intenso com m/z = 164 [M*], cuja
massa corresponde exatamente a férmula CioH;202 confirmando a

presenca majoritaria do componente eugenol no dleo. Logo depois é
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mostrado um espectro de massas caracteristico do eugenol descrito por
Adams (2007).

164
100-
OH
0
el 17 of 103 131 149
3 {2 137
w o LT
3 |48 89 ' 15 _
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Figura 20. Espectro de massas do pico cromatografico de eugenol do dleo essencial de

Syzygium aromaticum.
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Figura 21. Espectro de massas do Eugenol
Fonte: Adams (2007).

Outros picos ajudam a confirmar a estrutura do eugenol. O
espectro apresenta um pico em m/z = 77 o qual é caracteristico de um
ion [CeHs™]. 65

corresponde a outro rearranjo, que leva ao ion [CsHs*]. Ambos os picos

rearranjo da molécula gerando o O pico m/z =
respectivamente sao originados por rearranjo - com a saida do grupo CO.
Os espectros mostram ainda picos tipicos da quebra de fendis e

éteres aromaticos, sendo o pico m/z=149 [M-15] caracteristico da perda
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do radical metila (CHse). Ja o fragmento com pico em m/z=133 [M-31] é
referente a perda do grupo (OCHs) do éter (SILVERSTEIN et al., 2007). Na
figura 22 é apresentado o mecanismo de fragmentagdo dos principais

picos caracteristicos formados pelo eugenol (CORTEZ et al., 1998).

+
CH40 \ CHL0 \
HO —e~ —— [HO
eugenol m/z 164
= CH30 —CHg
(- 31) (- 15)
+
+ O
W\ N\
HO HO
mfz 133 mf/z 149

Figura 22. Fragmentacdo do eugenol e formagdo dos picos caracteristicos.
Fonte: Cortez et al., 1998

O pico 2 do cromatograma mostrado na Figura 19, foi
identificado como sendo o Copaeno de formula CisHo4 € massa molecular
204 g.mol™.

Esse hidrocarboneto sesquiterpeno, apresenta o pico do ion
161 [M-43], o qual é
referente a perda de um grupo isopropila [C3H;"], com um pico de
119 [M-42] que é referente a [C3Hs"]. Abaixo é

mostrado o espectro de massas do copaeno descrito por Adams (2007).

molecular m/z 204 e o pico base em m/z =

fragmentacao m/z =
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Figura 23. Espectro de massas do pico cromatografico de copaeno do éleo essencial de

Syzygium aromaticum.
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Figura 24. Espectro de massas do copaeno
Fonte: Adams (2007).

Percebe-se que o ion-molecular apresenta uma intensidade
relativa m/z = 204, seguida do fragmento com m/z = 189 [M - 15], que
representa perda de grupo metila. O pico em m/z = 93 é explicado como
uma estrutura de formula [C;Hg*] (SILVERSTEIN et al., 2007).

O pico 3 do cromatograma da Figura 19, corresponde ao
Cariofileno. de formula CisH.4 com massa molecular correspondente a
204 g mol™. O espectro (figura 25), mostra alguns picos caracteristicos
de terpenos como pico em m/z = 41 referente ao ion [C3Hs*], m/z = 55

referente a [C4H,]* € m/z = 69 referente a [CsHe*]. Assim como o



copaeno possui o pico em m/z = 93 é explicado como uma estrutura
formula [CsHo"] (SILVERSTEIN et al., 2007).

51

de

100

30
0-4¢

41

93

120

133

147

{61
175

189

197
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

204

Figura 25. Espectro de massas do pico cromatografico de cariofileno do 6leo essencial

de Syzygium aromaticum.
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Figura 26. Espectro de massas do Cariofileno

Fonte: Adams (2007).

O pico 4 foi identificado como sendo o Humuleno de férmula

CisH»4 @ massa molecular correspondente a 204 g mol™ (Figura 27).

Esse hidrocarboneto apresenta o pico do ion molecular m/z 204

e o0 pico caracteristico em m/z 93. O pico em m/z 41 é atribuido ao

fragmento C3Hs* formado durante a clivagem da ligagdo carbono-carbono,
acompanhado de perda de hidrogénio (SILVERSTEIN et al., 2007).



52

100

41

67

won
o

0

80

93

121

107

136

147

161 475 189

204

SN N ) ) U THO I N NN 11 O | O R I
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 214

Figura 27. Espectro de massas do pico cromatografico de humuleno do dleo essencial

de Syzygium aromaticum.
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Figura 28. Espectro de massas do Humuleno

Fonte: Adams (2007).

O pico 5 do cromatograma da Figura 19 trata-se do Acetato de

eugenila, Ci2H1405, confirmado pela presenca do ion molecular m/z 206
no espectro de massa da Figura 29.

A facil clivagem da estrutura alifatica em fendis substituidos

origina um pico mais intenso que o pico do ion molecular, o qual foi

observado em m/z 164 [M-42] que é referente a fragmentagdao do grupo
C,H,0. O pico m/z 149 [M-15] é referente a perda do grupo metila e a do

pico m/z 131[M-18] é resultante da perda da molécula de agua.

(SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 29. Espectro de massas do pico cromatografico do acetato de eugenila do dleo

essencial de Syzygium aromaticum.
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Figura 30. Espectro de massas do Acetato de eugenila
Fonte: Adams (2007).

Para o Odleo estudado foram identificados cinco principais
componentes: Eugenol (52,53%), Cariofileno (37,25%), Humuleno
(4,11%), Acetato de Eugenila (4,05%) e Copaeno (2,05%). Outros
estudos da composicdo quimica do Oleo essencial de S. aromaticum
encontrados na literatura mostram diferencas em suas composicoes e
seus teores de componentes. Isso se deve a fatores extrinsecos como a
influéncia do clima e solo dos locais de cultivo que podem ocasionar
variacdes nos teores e nas composicoes quimicas dos 6leos essenciais de

espécies como o S. aromaticum (OLIVEIRA et al., 2009).
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Um comparativo mostrado na tabela 3 entre dleos essenciais
extraidos de Syzygium aromaticum em diferentes trabalhos ilustra essas

diferencas.

Tabela 3. Comparativo da composicdo quimica de diferentes 6leos de cravo-da-india.

Eugenol Cariofileno Humuleno  Acetato de Copaeno
(%) (%) (%) Eugenila (%)
(%)

Trabalho 52,53 37,25 4,11 4,05 2,05
Oleo 1 88,38 0,64 - 10,98 -

Oleo 2 90,3 4,83 - 1,87 -

Oleo 3 94,41 2,91 0,36 - 0,04
Oleo 4 88,58 1,38 0,19 5,62 -

Oleo 5 87,00 3,56 0,40 8,01 0,10
Oleo 6 59,3 24,9 2,8 4,2 1,2

Oleo 1 (OLIVEIRA et al., 2009); Oleo 2 (SILVESTRI et al., 2010); Oleo 3 (RAINA et al.,
2001); Oleo 4 (CHAIEB et al., 2007); Oleo 5 (ALMA et al., 2007); Oleo 6 (FICHI et al.,
2007).

Os odleos 1,2,3 e 4 foram obtidos pelo método da hidrodestilacao,
o 6leo 5 por destilacdo por arraste de vapor e o 6leo 6 de uma amostra
comercial.

Na literatura o eugenol é sempre apresentado como componente
majoritario do 6leo de cravo. Seu teor varia muito de um dleo para outro

e os teores dos componentes minoritarios também.

5.3 - ATIVIDADE LARVICIDA

A atividade larvicida do éleo essencial extraido dos botdes florais
da espécie Syzygium aromaticum foi testada em seis concentragoes
diferentes: 30, 50, 70, 100, 110 e 120 pg.mL™?, sendo 10 o nimero de
larvas do mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada
concentragao.

Para cada concentracao testada, os ensaios foram realizados em

triplicata. Os dados sobre o numero de larvas vivas e de larvas mortas
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foram encontrados através de uma média das trés repeticdes para cada
uma das seis concentragdes testadas (Tabela 4).

Da mesma forma que o 6leo, o padrdo de Eugenol foi testado em
um ensaios com 10 larvas cada (Tabela 5). Os testes foram realizados em

triplicata para as concentragdes de 20, 50, 70, 90, 100 e 120 pg.mL™.

Tabela 4. Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposicao

em varias concentracdes do 6leo essencial do cravo-da-india.

Dose Log Mortos Vivos Acumul. Acumul. Mortalidade

(ng.mL™?)  dose Mortos Vivos (%06)

120 2,079 10,0 0,0 37,3 0,0 100

110 2,041 9,3 0,7 27,3 0,7 93

100 2,000 9,0 1,0 18,0 1,7 90

70 1,845 7,3 2,7 9,0 4,4 73

50 1,699 1,7 8,3 1,7 12,7 17

30 1,477 0,0 10,0 0 22,7 0

Tabela 5. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apds 24 horas de exposicdo em varias

concentragOes padrao de eugenol.

Dose Log Mortos Vivos Acumul. Acumul. Mortalidade

(ng.mL™?)  dose Mortos Vivos (26)

120 2,079 10,0 0,0 29,7 0 100

100 2,000 8,7 1,3 19,7 1,3 87

90 1,954 7,6 2,4 11,0 3,7 76

70 1,845 2,7 7,3 3,4 11,0 27

50 1,699 0,7 9,3 0,7 20,3 7

20 1,301 0,0 10,0 0 30,3 0

De acordo com a tabela 4, a concentragdo de 30 pg.mL™* do 6leo
essencial nao apresentou atividade larvicida. A partir da concentracdao 50
nug.mL! o dleo passa a provocar a morte das larvas.

As taxas de percentagem das mortalidades das larvas frente ao
0leo e o padrao de eugenol puro sdao mostradas na Figura 31 e 32, ambas
as substancias mostraram-se totalmente letais as larvas na concentracao
de 120 pg.mL? e Log dose 2,0791.
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Figura 31. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas

a seis concentracdes diferentes do 6leo essencial de Syzygium aromaticum, apos

24 horas - versus o logaritmo de cada dose aplicada.
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Figura 32. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti -

expostas a seis concentracdes diferentes do padrao de eugenol, apdés 24 horas

- versus o logaritmo de cada dose aplicada.

As Concentracdes letais ClLso para o 6leo essencial do Syzygium

aromaticum (Figura 33) e para o Padrao de eugenol puro (Figura 34)

foram calculadas através da

interseccdo das curvas de

individuos

acumulados mortos e individuos acumulados vivos. Tendo como resultado

a concentracdo de 63,36 pg.mL! com um intervalo de confianga de 2,12
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ug.mL? para o 6leo e 79,39 pg.mL! com intervalo de confianga de 2,10

ug.mL* para o padrdo de eugenol.
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Figura 33. Estimativa da ClLsy do 6leo essencial de Syzygium aromaticum pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungao

do logaritmo decimal da dose aplicada.
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Figura 34. Estimativa da CLsy do padrdo de eugenol pelo método Reed-Muench
a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungao do logaritmo decimal

da dose aplicada.

A concentracdo Letal 50% (CLsp), € a concentracdao na qual o
numero de larvas vivas e mortas se igualam. A ClLsg para o 6leo foi

encontrada proxima ao Log dose 1,8018 (abaixo da concentracdo de
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70ug.mL?) e Log dose 1,8998 (concentragdo menor que 90 ug.mL™?) para
o padrao de eugenol. De acordo com CHENG et al. (2003) valores de
CLso<100 pg.mL! sdo considerados ativos.

Um comparativo entre as mortalidades das larvas em fungao dos
logaritmos das doses do 6leo essencial de Syzygium aromaticum e do

padrao puro de eugenol é apresentado na figura 35.
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Figura 35. Comparacao entre as taxas de mortalidade das larvas do mosquito
Aedes aegypti proporcionadas pelo 6leo essencial de Syzygium aromaticum e pelo
padrdo de eugenol.

Observando a Figura 35, pode-se verificar que o dleo apresenta
melhor atividade larvicida do que o padrao de eugenol em concentracoes
menores, isso pode ser confirmado pelo menor valor de concentragao letal
50% CLso, que foi de 63,36 ug.mL* para o dleo e de 79,39 ug.mL! para o
padrao de eugenol. No entanto para concentragdes maiores o0s dois
passam a ter a atividade larvicida semelhante, sendo que para
concentracbes a partir de 110,10 pg.mL' ambos exibem atividades
idénticas, ambos atingindo o maximo de mortalidade (100%) na
concentracdo de 120 pg.mL™*

Pode-se notar um aumento no potencial larvicida do éleo
essencial quando sua concentracao se aproxima de valores proximos ao

valor da concentragao letal 50%. Aumentando-se a concentracao de 30
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ug.mL? (sem atividade larvicida) para 50 pg.mL?, hd um aumento de
17% na mortalidade das larvas. Ja o aumento na concentracao de 50 para
70 pug.mL?, faixa em que se encontra a ClLsp, a mortalidade aumenta de
17 para 73%, ou seja 56%. Ambos os aumentos de concentracdo (30-50
e 50-70) foram de 20 ug.mL™, no entanto a porcentagem de mortalidade
aumentou. A partir da concentracdo de 70 pg.mL™ had uma diminuigdo na
mortalidade.

Aumentado-se a concentracdo de 70 para 100 pg.mL?! (aumento
de 30 pg.mL?), a mortalidade aumenta em 17% e finalmente quando a
concentracdo sobe de 100 para 120 pg.mL, nota-se um aumento de
apenas 10% na mortalidade. Essa variagdo na mortalidade com o
aumento da concentracdo de éleo essencial pode ser observada na figura
36.
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Figura 36. Variacdao da porcentagem de mortalidade com o aumento da concentracao

de dleo essencial de Syzygium aromaticum.

Esse mesmo efeito foi ainda mais pronunciado quando se
compara o aumento da porcentagem de mortalidade com a concentragao

para o padrao de Eugenol.
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O aumento na concentracdo do padrdo de eugenol de 20 para 50 pg.mL*
e de 50 para 70 pg.mL?' (aumentos de 30 pg.mL! e 20 pg.mL™?),
aumenta a porcentagem de mortalidade em 7% e 20%. J& o aumento de
concentracao na faixa em que se encontra a concentracao letal 50%
(CLso), de 70 a 90 pg.mL™* causa um aumento de 49% na porcentagem de
mortalidade. Um aumento de 100 a 120 pg.mL™ proporciona um aumento
de 13% na mortalidade (Figura 37).
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Figura 37. Variagao da porcentagem de mortalidade com o aumento da concentragao

do padrao de Eugenol.

A co-evolugao de plantas com insetos obrigou-as a criar defesas
guimicas naturais para o manejo de pragas de insetos. Sendo botanicas,
essas defesas sao menos propensas a causar danos ecoldgicos. Um
grande numero de plantas tem sido aproveitadas por suas propriedades
inseticidas contra pragas de insetos diversos (RATTAN, 2010).

O d6leo essencial da espécie vegetal Syzygium aromaticum bem
como o padrao puro da substancia eugenol demonstraram possuir
atividade larvicida consideravel contra o Aedes aegypti. Essa atividade

pdde ser evidenciada pelos valores de ClLsp abaixo de 100 pg.mL™?, sendo
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de 63,36 pug.mL! para o 6leo e de 79,39 pg.mL' para o padrdo de
eugenol.

Essa atividade larvicida do 0leo essencial de Syzygium
aromaticum ndo foi de todo uma surpresa, pois encontra-se na literatura
varios trabalhos sobre o potencial biolégico desse 6leo contra insetos e
outros organismos. Segundo Shapiro (2011), o éleo de cravo tem sido
estudado por suas propriedades antibacteriana, antimicrobiana e
antifungica contra manifestacdes cutaneas infecciosas, antiinflamatorias,
repelentes, citotoxicidade contra insetos, anestésicas entre outras além de
ter demonstrado ser ambientalmente seguro e ndao toxico para os seres
humanos, para uso em medicina, perfume e aromas alimentares.

De acordo com Chaieb (2007), a atividade bioldgica do 6leo de
Eugenia caryophyllata (outro nome de Syzygium aromaticum) foi
investigada contra diversos parasitas. Foi mostrado que o odleo tem
atividade contra larvas de Culex pipiens, atividade inseticida contra
Pediculus capitis e mosquitos Dirus anopheles.

Iniang & Emosairue (2005 apud Lucca, 2009), estudando a
atividade repelente de extratos aquosos de pantas sobre moleque-da-
bananeira (Cosmopolites sordidus Germar) obtiveram para cravo-da-india
e pimenta didica um nivel de repeléncia de 60 a 80%. Segundo os autores
esse efeito repelente do cravo-da-india estaria relacionado com sua
caracteristica pungente, que sugere uma agao fumigante contra insetos.

Dayan et al. (2009), citam o cravo da india como inseticida
eficaz sobre pragas de artropodes, pulgdes, acaros entre outros. Um
estudo de Bhat & Kempraj (2009), confirmou o potencial biocida do dleo
essencial das folhas de S. aromaticum contra o Aedes albopictus.

Dessa forma o 6leo de cravo € usado na agricultura organica
como uma alternativa para os métodos de agricultura ndo-organicos. Pois
acredita-se ser o 6leo de cravo um biopesticida mais seguro do que os
pesticidas quimicos (SHAPIRO, 2011).

Oleos essenciais de plantas em geral, tém sido reconhecidos

como importantes recursos naturais de inseticidas. Sua natureza lipofilica
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facilita-lhes interferir com fungdes metabdlicas, bioquimicas, fisioldgicas e
comportamentais dos insetos, sendo geralmente pesticidas
ecologicamente menos agressivos e seguros para oS seres humanos e
outros mamiferos (PRAJAPATI, 2005).

No entanto, segundo Lahlou (2004), a atividade bioldgica de
Oleos essenciais esta diretamente relacionada com sua composicao
guimica. Essa relacdao de composicdo e atividade, muitas vezes sugere que
a atividade biolégica de um dleo pode ser atribuida tanto a seus
componentes majoritarios, quanto a componentes presentes em menor
concentracgao. E possivel que eles ajam em conjunto sinergicamente,
contribuindo para toxicidade total do 6leo testado.

Nesse trabalho o componente majoritario foi identificado como
sendo o Eugenol com (52,53%), segundo a literatura (BREWER, 2011), os
principais componentes do 6leo essencial de cravo sao fenilpropandides
tais como eugenol, carvacrol, timol, e cinamaldeido. O cravo também
contém uma variedade de compostos ndo-volates (taninos, esterdis,
flavondides e triterpenos). Algumas dessas substancias como terpenos e
fenilpropandides volateis sintetizados por espécies vegetais podem ter,
dependendo do inseto em anadlise, propriedades atrativas (alimentacao,
polinizacao) e/ou deterrentes e inseticidas (SIMAS et al., 2004).

O eugenol pertence a classe dos fendis e também é classificado
como fenilpropandide. Encontra-se na literatura relatos sobre a atividade
larvicida desses compostos. Segundo (SIMAS et al., 2004), os
fenilpropandides safrol, eugenol e aldeido cinamico foram ativos contra
larvas do Aedes aeypti com Clsp de 49,0; 44,5 e 24,4 ppm,
respectivamente. O eugenol e outros compostos das folhas de
Cinnamomum osmophloeum mostraram ainda uma forte atividade contra
cupins (Coptotermes formosanus).Possui também atividade inseticida
comprovada contra espécies de besouros Sitophilus zeamais e Tribolium
castaneum (HUANG et al., 2002).

Em um estudo da acdo larvicida de o6leos contendo limoneno,

linalol e eugenol frente ao mosquito Aedes aegypti, Furtado et al. (2005)
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confirmaram atividade larvicida para esses compostos e segundo os
autores os O6leos apresentaram melhores atividades que os padrdes
testados isoladamente (como ocorreu no presente trabalho). Ainda
segundo eles ha a possibilidade de outros compostos serem responsaveis
pela atividade larvicida do dleo essencial ou ainda a existéncia de um
sinergismo entre o composto majoritdrio e outro(s) componente(s) do
0leo, existentes em menor fracgao.

Esse tipo de comportamento de dleos essenciais ja foi relatado
em outros trabalhos. Em estudo de Gillij et al. (2008), com atividade
repelente de oOleos essenciais, o autor sugere que fendmenos sinérgicos
entre os diversos componentes dos 6leos essenciais podem resultar em
uma maior bioatividade (um aumento de resposta repelente) do o6leo
como um todo em relagao aos seus componentes isolados.

Geralmente se atribui o potencial bioldgico ao componente
majoritario. No presente trabalho apesar de mostrado que o éleo essencial
possui maior atividade larvicida frente ao Aedes aegypti deve-se ressaltar
gue o eugenol puro também se mostrou eficiente no combate as larvas.
Evidenciando que um efeito sinérgico no 6leo em questao ndo é
responsavel por conferir a atividade larvicida, mas sim potencializa essa
atividade. Outras substancias presentes em menor quantidade no odleo
também possuem atividade contra insetos, o sesquiterpeno B-cariofileno é
citado como um forte repelente contra o Aedes aegypti (GILLI] et al.,
2008).

Em trabalho de Simas et al. (2004), o autor destaca a
importancia da lipofilicidade de terpenos para a atividade larvicida em
Aedes aegypti, quando se compararam monoterpenos e sesquiterpenos de
estruturas correlatas. Também foi observada a menor atividade de
fenilpropandides contendo nucleos benzénicos que possuem substituintes
nucleofilicos, como hidroxila, metoxila e benzodioxola.

O numero de ligagdes duplas conjugadas parecem contribuir

para um aumento na poténcia, jd que compostos aromaticos, tais como,



64

timol, carvacrol, e eugenol apresentam potencial larvicida mais elevado do
que a carvona (SANTOS et al., 2011).

De acordo com Rattan (2010), os odleos essenciais e seus
constituintes afetam os processos bioquimicos, que especificamente
perturbam o equilibrio enddcrino dos insetos. Eles podem ser neurotdxicos
ou podem atuar como reguladores de crescimento de inseto,
interrompendo o processo normal de morfogénese. Esse modo de acao
neurotdxica possui 0s seguintes sintomas em artrépodes: hiperatividade
seguido por hiperexcitacdo levando rapidamente a queda e imobilizacao.
Essa acdo neurotdxica foi reportada para o eugenol por Enan (2001 apud
Fichi et al., 2007), tendo esse composto apresentado atividade
neuroinseticida frente ao Periplaneta americana.

Diante dos resultados alcancados e da necessidade cada vez
maior de novas substancias capazes de combater o desenvolvimento de
mosquitos causadores de doencas, € que ao mesmo tempo oferecam
maior seguranca para os seres humanos e ao ambiente, seletividade,
biodegradabilidade, viabilidade econdmica e baixo impacto ambiental, o
6leo essencial de Syzygium aromaticum apresenta-se como um promissor

agente larvicida natural em locais de crescimento de larvas do Aedes

aegypti.
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CONCLUSAO
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6 - CONCLUSAO

Diante dos resultados concluiu-se que foi possivel caracterizar
analiticamente o 6leo essencial do Syzygium aromaticum (cravo-da-india),

além disso:

. Os botdes florais secos do Syzygium aromaticum, forneceram
um o6leo essencial cujo rendimento foi de 3,54% (m/m) e 3,63 (v/m), um

valor considerado bom para extracao por hidrodestilagao;

. Quanto a qualidade, os parédmetros fisico-quimicos avaliados

apresentaram resultados satisfatorios;

o A caracterizacao por CG-EM permitiu a identificagdo de cinco
componentes presentes no oOleo essencial. Além de identificar o
componente majoritario do éleo como sendo o eugenol, o que se mostrou

compativel com os dados encontrados na literatura;

. Os resultados mostrados sugerem que o 6leo essencial de
Syzygium aromaticum possui atividade larvicida frente ao Aedes aegypti,
mais acentuado do que o padrao puro de eugenol, com uma ClLso de 63,36
(£ 2,12) pg.mL.

. Dessa forma o 6leo essencial dos botdes florais de Syzygium
aromaticum apresenta-se como uma alternativa natural no combate as
larvas do Aedes aegypti. Os resultados foram considerados promissores,
no entanto faz-se necessario um numero maior de pesquisas até que se

possa utilizar o 6leo de Syzygium aromaticum como larvicida.
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7 - PERSPECTIVAS FUTURAS

o Realizar a extracdo do odleo essencial da espécie vegetal
Syzygium aromaticum utilizando diferentes técnicas, como fluido
supercritico, verificando possiveis alteragcdes na composicdao quimica, no

rendimento e propriedades fisicas;

o Isolar e testar como agentes larvicidas outros componentes do

0leo essencial do Syzygium aromaticum;

. Testar a atividade do dleo frente a larvas de outras espécies

nocivas aos seres humanos;

o Fazer a investigacdo do efeito residual do déleo essencial do

Syzygium aromaticum (persisténcia larvicida).
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