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RESUMO

Na procura pelo controle quimico alternativo contra o mosquito Aedes aegypti,
diversas pesquisas sdo desenvolvidas e estimuladas no intuito de descobrirem
novas substancias inseticidas de origem vegetal. Neste trabalho a partir da extragéao
e do estudo analitico do 6leo essencial dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe, foi
analisado o efeito larvicida do 6leo contra larvas em terceiro estdgio do mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1792). Extraiu-se quantitativamente o 6leo essencial por
hidrodestilacdo. Determinaram-se as propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial
(densidade, indice de refracdo, solubilidade, cor e aparéncia). Caracterizou-se
analiticamente o 6leo por infravermelho (FTIR) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrébmetro de massas (CG-EM). Calculou-se a ClLsp do 6leo, a partir dos
métodos de Reed-Muench (1938) e Pizzi (1950), respectivamente. O rendimento do
oleo foi de 0,52% m/v. Foram identificados 18 componentes no 0leo, e a presenca
majoritaria do a- zingibereno foi confirmada pelas técnicas espectroscopica. O Oleo
essencial obteve CLsy de 76,07 (+2,24) ug mL™ Os resultados indicam que o 6leo
essencial avaliado é composto por substancias que propiciam efeito larvicida contra
Aedes aegypti.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Rizomas. Zingiber officinale Roscoe. Atividade
larvicida. Aedes aegypti.



ABSTRACT

Looking for the chemical alternative control against the Aedes aegypti mosquito,
several researches are developed and stimulated aiming discover new insecticide
substances of vegetal origin. In this work, from the extraction and analytical study of
the essential oil of the rhizomes of the Zingiber officinale Roscoe, the larvicidal effect
of the oil against larvas in third phase of the mosquito Aedes aegypti (Linnaeus,
1792) was analyzed. The essential oil was extracted quantitatively by
hydrodistilation. The essential oil physical-chemical proprieties (density, refraction
rate, solubility, color and appearance) was determined. The oil was analytically
characterized by infra-red (FTIR) and gas chromatography coupled to spectrometer
of mass (CG-EM). The oil’s CLso was calculated from the Reed-Muench (1938) and
Pizzi (1950) methods, respectively. The oil yield was 0.52% m/v. 18 components
were identified in the oil, and the major presence of a- zingiberene was confirmed by
the spectroscopic technics. The essential oil got CLsy 76.07 (+2,24) ug mL™. The
results indicate that the essential oil evaluated is compound by substances that
propitiate larvicidal effect against Aedes aegypti.

Key-words: Essential oil. Rhizomes. Zingiber officinale Roscoe. Larvicidal activity.
Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Em termos de morbidade e mortalidade, a dengue é considerada
atualmente a mais nociva doenga viral humana transmitida por mosquitos, sendo um
sério problema de saude publica dos centros urbanos das é&reas tropicais da
América do Sul, América Central, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (FUNASA,
2002).

A dengue é uma doenca de grande relevancia para a medicina, pois é
transmitida pelo Aedes aegypti, vetor de quatro sorotipos do flavivirus causador da
dengue classico e da febre hemorragica. Portanto, torna-se necessério o controle da
densidade populacional do Aedes aegypti ocorra para que a dengue ndo assuma
propor¢cdes de uma epidemia, pois ndo existe vacina para a doenca, e a melhor
forma de combaté-la € atacar o vetor, principalmente eliminando os locais onde
ocorre a oviposicao e o desenvolvimento das larvas do mosquito (BRASIL, 2009).

Atualmente o controle é feito por meio de aplicacbes de inseticidas
organofosforados e piretroides (BRASIL, 2009). Porém, o uso frequente e em doses
cada vez maiores desses produtos tem evidenciado os 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 (LUNA et
al., 2004; CARVALHO; SILVA, 2000; POLANCZYK et al., 2003).

Por mais de 30 anos o organofosforado temephos foi o larvicida exclusivo
usado no Brasil para o controle do Aedes aegypti (BARRETO, 2005). Contudo esta
sendo paulatinamente substituido; e a razdo é o desenvolvimento de grande
resisténcia das larvas, que ndo mais estavam sendo adequadamente controladas
por aquele produto quimico.

Uma alternativa tem sido o uso de plantas, as quais possuem substancias
cujas moléculas possuem acao fagoinibidora, repelente, inseticida, além de serem
capazes de alterar a regulacédo do crescimento. Os Oleos essenciais, produzidos no
metabolismo secundario das plantas, também tém se apresentado como fontes de
materiais com atividade inseticida, larvicida e repelente (COSTA, 2005; MURUGAN
et al., 2007).

Nos ultimos 30 anos, tém sido aconselhados pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS, 2011) os estudos com extratos de plantas consideradas medicinais

(pelo conhecimento popular). A partir de 1978, segundo Soares (2011), a instituicdo
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passou a aconselhar a comunidade cientifica a intensificar e divulgar os estudos
com plantas.

Entre os produtos obtidos de plantas, encontram-se os 0leos essenciais
de algumas espécies de plantas aromaticas, os quais ja sdo largamente utilizados
na industria para a producdo de sabonetes, perfumes e outros produtos de higiene
pessoal. Estudos sobre a avaliacdo das atividades inseticida, bactericida e fungicida
dos Oleos essenciais de algumas espécies de plantas tém mostrado resultados
interessantes, em varias pesquisas pelo mundo todo, e em especial em alguns
grupos de pesquisa no Brasil (LEMOS, 1990).

Nesse contexto, a procura por compostos larvicidas advindos de espécies
vegetais, como os 6leos essenciais extraidos de certas plantas, tem se intensificado.

Esses extratos de plantas, chamados “6leos essenciais”, sdo misturas
guimicas complexas formadas, as vezes, por mais de cem componentes
responsaveis, entre outras coisas, pelo seu aroma. Diferentes partes das plantas
tém sido usadas para obtencdo do 6leo essencial: flores, folhas, sementes, raizes,
frutos, cascas, rizomas e tubérculos (ARIDOGAN et al., 2002).

Para o Brasil, pesquisas nesta area tém grande significado. No pais, 0
dengue causa morte de muitas pessoas todos 0s anos ou a incapacidade de
trabalho por um periodo de aproximadamente 10 dias devido aos sintomas
geralmente severos. Isto representa uma perda de milhdes de reais tanto no
investimento para erradicacdo da doenca no Brasil, como na contagem dos dias de
trabalho parado (SILVA, 2006).

Tendo em vista 0 crescimento da doenca e 0s prejuizos causados pelo
dengue no pais, torna-se de suma importancia a descoberta de novos materiais e
desenvolvimento de métodos de combate ao seu vetor. Dessa forma, pelo fato de
muitas plantas, por natureza, serem toxicas para 0s mosquitos, os 0leos essenciais
pode representar uma saida eficiente para esse problema (TELES, 2003).

Nesse contexto, na busca por produtos naturais que possam ser usados
como larvicidas contra Aedes aegypti no controle da transmissdo da dengue, bem
como seu uso potencial, foi testado o 6leo essencial extraido dos rizomas de uma
planta da flora brasileira, o Zingiber officinale Roscoe, contra as larvas desse

mosquito.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideracdes sobre 6leos essenciais

A International Organization for Standardization (ISO, 2011) define dleos
essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por
arraste de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos
pericarpos de frutos citricos (Rutaceae). De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem
ser chamados de 6leos volateis’, 6leos etéreos ou esséncias. Tais denominacdes
derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, a de
possuirem aparéncia oleosa e aroma agradavel, serem liquidos volateis e soluveis
em solventes apolares (como o éter). Em agua, eles apresentam solubilidade
limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solu¢bes aquosas, que, nesse caso,
sédo denominadas hidrolatos (TELES, 2003).

E interessante destacar que os 6leos essenciais diferem-se quimicamente
dos O6leos vegetais e dos minerais. Os primeiros sao misturas de terpenos e
compostos oxigenados, juntos com outros tipos de substancias organicas. Os 6leos
vegetais sdo ésteres da glicerina com acidos graxos de longas cadeias. Os ultimos
Oleos citados sao parafinas liquidas misturadas a outros hidrocarbonetos de peso
molecular elevado.

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais é muito complexa, chegando
a algumas centenas de compostos com diferentes funcdes organicas. A esse
respeito Simdes et al. (2007) esclarecem que o0s constituintes dos 6leos variam
desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
éteres, fenadis, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo 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 (tracos).

Alguns autores explanam que embora todos os 6rgdos de uma planta
possam acumular 6leo essencial, sua composi¢ao pode variar segundo a localizacéo

na planta. Dessa maneira, 0leos essenciais obtidos de diferentes 6rgdos de uma

! Sua principal caracteristica, de acordo com Simées et al. (2007), é a volatilidade, diferenciando-se
assim, dos o6leos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes.
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mesma planta podem apresentar composicdo quimica, caracteristicas fisico-
guimicas e odores bem distintos.

Segundo Bakkali et al. (2008), os géneros capazes de elaborar os
constituintes que compdem o0s 6leos essenciais estédo divididos em varias familias,
tais como: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae,
Cupressaceae, Zingiberaceae, Poaceae, Myristicaceae, Piperaceae, dentre outras.
Geralmente, a sintese e o acumulo dos Oleos essenciais estdo associados a
presenca de estruturas histoldgicas especializadas, localizadas sobre ou nas
proximidades da superficie da planta, tais como em pélos glandulares (Lamiaceae),
células parenquiméaticas diferenciadas (Laureaceae, Piperaceae, Poaceae), canais
oleiferos (Apiaceae e Asteraceae) ou glandulas secretoras (Mytarceae). Os 6leos
essenciais podem armazenar-se em todos 0s 0rgaos vegetais, tais como: nas flores
(laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-liméo, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas
dos caules (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas
(carcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva doce) ou sementes (noz-
moscada) (SIMOES et al., 2007).

Quanto aos métodos de extracdo dos Oleos essenciais, eles variam de
acordo com a regido da planta em que ele se encontra, bem como com a proposta
de utilizacdo dos mesmos. Os mais comuns sdo enfloracdo (enfleurage), arraste
por vapor d’agua, extragao com solventes organicos, prensagem e extracdo por CO,
supercritico (MOUCHREK FILHO, 2000).

Em relacédo a importancia econémica dessas substancias, segundo Teles
(2003) os odleos essenciais sao largamente utilizados em muitas industrias para
conferir aromas especiais em inumeros produtos, tais como perfumes, cosmeéticos,
sabonetes, condimentos etc. Eles sdo empregados também para mascarar odores
desagradaveis em ambientes de trabalho e instalagBes sanitarias, além de serem
usados como insumos em diversos produtos em industrias de plasticos, tintas,
borrachas, inseticidas, entre outras.

A conservacao dos 6leos essenciais, em funcdo da relativa instabilidade
das moléculas que os constituem, torna-se dificil, uma vez que podem sofrer
diferentes tipos de degradacdo: fotoisomerizacdo, fotociclizacdo (citrais), ruptura

oxidativa de propenilfenois, peroxidacdo de hidrocarbonetos e decomposicdo de

% Burt (2004) relata que o primeiro auténtico escrito acerca da obtencdo de dleo essencial foi por
destilacéo e atribuido ao fisico cataldo Villanova (que viveu de 1235-1311).
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cetonas e &lcoois (limoneno), termoisomerizacao (citrais), dentre outras. Estas
degradacdes podem modificar as propriedades e/ou pér em duvida a inocuidade do
produto (COSTA, 1994).

Os procedimentos para realizacdo do controle de qualidade de matérias
primas vegetais ricas em 0leos volateis sdo descritos em farmacopéias. Diferentes
ensaios podem ser utilizados para a identificagcdo dessas alteragbes, tais como:
avaliacdo da miscibilidade em etanol, medidas fisicas (indice de refracdo [n]D%,
rotacdo optica [a]D?°, densidade relativa [d]20, viscosidade e as vezes ponto de
solidificacdo), determinacdo de indices de acidez, ésteres do acido ftalico, em
algumas ocasifes, busca de O6leos graxos e Oleos essenciais resinificados,
determinacdo do residuo de evaporacdo, dentre outros. Segundo BRUNETON
(2001) a deterioracdo dos 6leos essenciais reduz seu valor comercial, além de
constituir um fator de risco quando eles sdo destinados ao uso externo, ja que
podem provocar alergias.

Dentre as técnicas utilizadas para separar e quantificar substancias
componentes dos Oleos essenciais, a Cromatografia Gasosa (CG) € geralmente a
mais utilizada em funcédo do seu alto poder de diferenciacéo e por ser um método
simples usado para separacdo e quantificacdo dos componentes de Oleos
essenciais. No entanto, outros métodos como a Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectroscopia de
Ultravioleta (UV) e Infravermelho (IV) e a Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono 13 (RMN *H e *3C) também s&o utilizadas para a andlise de
6leos essenciais (SIMOES et al., 2007).

Para ter maior seguranca na identificacdo dos picos e controlar a pureza
de um pico cromatografico, € recomendavel analisar um 6leo essencial também por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM). Esse
método permite como, a CG, a separacdo dos componentes e fornece, ainda, um
espectro de massas para cada pico. O espectro de massa geralmente indica a
massa molecular e o padrao de fragmentacdo. O padrdo de fragmentacdo pode ser
comparado com outros constantes da biblioteca de espectros de massas, onde
propostas de probabilidade quanto a identidade das substancias sdo analisadas
(JENNINGS, MITTLEFEHLDT, STREMPLE, 1997).
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2.2 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O gengibre, cientificamente conhecido como Zingiber officinale Roscoe,
foi primeiramente descrito em 1807, pelo botanico inglés William Roscoe.
Pertencente a familia Zingiberaceae, a qual engloba mais de 1.200 espécies de
plantas incluidas em 53 géneros, o género Zingiber, inclui aproximadamente 85
espécies.

A planta do gengibre é herbacea, perene e produz um rizoma articulado,
carnoso, revestido de epiderme rugosa e de cor pardacenta (Figura 1). O rizoma do
gengibre apresenta corpo alongado, um pouco achatado, com uma coloracdo que
vai do amarelo couro a marrom brilhante, € estriado na longitudinal, algumas vezes
fibroso, com terminagdes conhecidas como “dedos” que surgem obliquamente dos
rizomas. Internamente, de cor marrom-amarelada, apresenta uma endoderme
amarela, com numerosos feixes fibrovasculares e abundantes células oleaginosas
contendo oleoresina e 0,5% a 1,5% de 6leo essencial. Apresenta odor agradavel e
aromatico e sabor fortemente pungente (MAGALHAES et al., 1997; ZANCAN et al.,
2002).

Figura 1 — Zingiber officinale Roscoe: vista geral da planta e do rizoma
Fonte: Elpo, (2004)

Segundo Lamas (2011), o gengibre é uma planta herbacea, perene, de
cultivo anual, com cerca de 1m de altura, apresentando folhas lineares e sésseis;
flores verde-amareladas, rizomas com varias gemas, sabor picante e odor
aromatico.

O cultivo do gengibre foi introduzido no Brasil logo apés o inicio da
colonizacdo européia. No entanto, somente nas Ultimas décadas, apos a introducao
de variedades de rizomas gigantes por agricultores japoneses, a cultura do gengibre

tornou-se efetivamente comercial no Brasil, especialmente nos litorais de Santa
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Catarina, Sdo Paulo e do Parana. A india, China e Nigéria estdo entre os principais
produtores mundiais de gengibre (ELPO, 2004).

A cultura do gengibre apresenta uma exploragcdo econémica relevante na
forma in natura (FREITAS, 2006). No entanto, o uso dos rizomas para a obtencao de
Oleos essenciais, extrato e concentrados de gengibre tem despertado interesse da
industria farmacéutica e cosmética pelos seus principios ativos (SACCHETTI, 2004;
BANDEIRA-PEREIRA et al., 2007).

2.3 Oleo essencial do Gengibre, Zingiber officinale Roscoe

Segundo Araudjo (1999) o componente majoritario do 6leo essencial de
gengibre é o zingibereno (CisH24) (Figura 2), em média 30% presente no Oleo.

Zarate (1992) e colaboradores relatam que a composicdo do oleo
essencial do gengibre pode variar conforme a origem geografica, secagem, época
de colheita e tipo de adubacéo. Dentre os principais constituintes do 6leo essencial
do gengibre estdo: monoterpenos: (a), (B)-pineno, canfeno, mirceno, limoneno, B-
felandreno; sesquiterpenos: zingibereno, curcumeno, B-farneseno, [-cariofileno,
bisaboleno, sesquifelandreno; alcoois: 2-butanol, 2-metil-but-3-en-2-ol, citronelol,
zingerenol, B-eudesmol; aldeidos: butanal, 2-metil-butanal, pentanal, citronelal, neral,
geranial; cetonas: gingerona, criptona, carvotanacetona e 6xidos como o 1,8-cineol
(Figura 2).

Varias propriedades do gengibre foram comprovadas em experimentos
cientificos, destacando-se as atividades antiinflamatorias, antiemética e antinausea,
antimutagénica, antidlcera, hipoglicémica, antibacteriana, entre outras. Além das
propriedades terapéuticas, o0 gengibre €& usado também na culindria como
condimento ou no preparo de bebidas tais como a ginger beer e, principalmente na
forma de chas (HABSAH et al., 2000; DEDOQV et al., 2002).
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Figura 2 — Algumas estruturas de componentes encontrados no 6leo essencial
do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
Fonte: Afzal et al., (2001)

As plantas da familia Zingiberaceae, em geral, apresentam ingredientes
pungentes, 0s quais provocam a sensacdo de ardéncia, tais como o 6-gingerol e 6-
paradol, os quais possuem efeito antitumoral, analgésico, antipirético, atividade anti-
hepatotoxica e antinauseante (GREGIO et al., 2006). Cai et al., (2004) citaram o
efeito antioxidante de 112 ervas chinesas, dentre elas o gengibre, evidenciando a
potencial aplicacdo desta especiaria como fonte de antioxidantes naturais. Teske e
Trentini (1995) relataram que o 6leo essencial de gengibre é fototoxico; portanto,
nunca se deve usa-lo e expor o corpo ao sol. Usar com moderacdo em massagens e

banhos aromaticos, evitando alergias em peles sensiveis.

2.4 Aplicabilidade industrial

As industrias utilizam os 0leos essenciais para conferir aromas especiais
em inameros produtos, tais como perfumes, cosméticos, sabonetes, condimentos
etc. (BERNALE, 1984; CLAY, 1993; FUH, 1996; ROBLES, 1998). Também para
mascarar odores desagradaveis em ambientes de trabalho e instalacdes sanitarias,
e muito usadas como insumos em diversos produtos das industrias de plasticos,
tintas, borrachas, inseticidas e outras (COSTA, 1975; KALIL FILHO, 2000).

2.5 Técnicas Analiticas

As técnicas analiticas permitem a avaliagdo das qualidades do Oleo
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essencial, garantindo, assim, a identificacdo, constancia de seus constituintes
guimicos e a seguranca de sua utilizagao.

A avaliagdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizagdo de diversas
técnicas basicas que sofreram algumas alteragbes nos Ultimos anos, devido
essencialmente a revolucdo da informética (programa de computadores, niveis de
automacao, forma de integracdo dos dados obtidos) e da sofisticagcdo dos
experimentos que podem ser realizados resultando na dedugéo de uma estrutura
coerente. Entre as técnicas citamos a seguir, basicamente, aquelas utilizadas neste

trabalho.

2.5.1 Cromatografia Gasosa (CG)

A analise de misturas complexas de multicomponentes como os 6leos
essenciais requer a aplicagdo de métodos analiticos modernos e instrumentacao
adequada. Diferentes técnicas cromatograficas sdo 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). Assim, a cromatografia permite determinar, qualitativamente e

guantitativamente, as fra¢des individuais obtidas nos cromatogramas.

2.5.2 Espectroscopia Vibracional na Regiéo do Infravermelho (IV)

Como alternativa para avaliacdes cromatograficas de compostos volateis,
podem ser usados técnicas que proporcionam informacdo direta acerca da
composicao de uma amostra particular sem prévia separacédo dos componentes, isto
€, 0s métodos espectroscopicos.

A espectroscopia na regido do infravermelho pode ser usada para obter
informacBes acerca dos grupos funcionais da composicdo dos Oleos essenciais,
principalmente grupos contendo oxigénio, uma vez que as vibracbes moleculares
sdo perceptiveis nessa regido do espectro. Apesar de ser uma técnica altamente
sensivel, é pouco seletiva no caso de misturas de multicomponentes, e dificil para
fazer medidas quantitativas de concentracdes de componentes individuais (RALPH,
1983).
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A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) € uma das ferramentas
mais comuns para a identificacdo de compostos organicos e inorganicos puros, pois,
com excecdo de poucas moléculas homonucleares (como O,, N, e Cl,), todas as
espécies moleculares absorvem radiacao no IV. A intensidade de absorcdo € uma
funcdo da variacdo do momento de dipolo envolvido na vibracdo (CRACKER;
SIMON, 1987).

Duas categorias bésicas de vibracdes moleculares sao conhecidas: as
vibracOes de deformacdes axiais e as de deformacdes angulares. Uma vibracéo de
deformacdo axial (estiramento) envolve uma mudangca continua na distancia
interatdbmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois atomos. Vibracbes de
deformacédo angular s&o caracterizadas pela mudanca no angulo entre duas
ligacbes. 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 é uma série oscilatoria de combinacdes 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 é grande o
suficiente para permitir a obtencao de diversos espectros de massas por pico eluido
no cromatégrafo. A conexao 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, € possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas
acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentacdes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 2007).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada em
espectrometria de massas, um espectrémetro de massas bombardeia moléculas na

fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado do
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impacto dos elétrons como um espectro de ions separados na base da razéo
massal/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 eletronico
de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa é a
remocédo de um Unico elétron pelo feixe, com formacdo do ion molecular, um cétion-
radical (M"). O ponto simples representa o elétron desemparelhado. A maior parte
dos fons desintegra-se em 10™° - 10 s, dando, no caso mais simples, um fragmento
carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se um namero de fragmentos
ibnicos 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 sequéncias de fragmentacdo que 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%),

€ lancada contra a razao massal/carga (m/z).

2.6 Aspectos sobre o Aedes Aegypti (Linnaeus, 1762)

A dengue, infeccdo viral transmitida por mosquitos do género Aedes, €
considerada uma das maiores preocupacfes mundiais de Saude Publica. A
enfermidade apresenta ampla incidéncia nos paises tropicais e subtropicais, e
estima-se que aproximadamente 1,3 bilhdes de pessoas estejam em risco de serem
infectadas com o virus da dengue (WHO 2004).

O mosquito Aedes aegypti L. € o principal inseto transmissor da dengue
nos paises tropicais (Figura 3). E doméstico e antropofilico, com atividade
hematofagica diurna e utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais de agua

limpa para colocar seus ovos (CDC, 2011).
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Figura 3 — Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
Fonte: Arbovirus, 2011.

Nas Américas, o Aedes aegypti, € responsavel por frequentes epidemias
e a circulacdo dos quatro sorotipos do virus no continente (WHO 1997).

A distribuicdo do Aedes aegypti no mundo em 2011 mostrando paises e
suas areas de risco onde ha uma maior concentracdo do mosquito transmissor
(Figura 4).

Figura 4 — Distribuicdo do Aedes aegypti no mundo em 2011: Paises ou area de
risco.
Fonte: Arbovirus, 2011.

No Brasil, um levantamento realizado pelo ministério da saude permitiu
identificar onde estdo concentrados os focos de reproducdo do mosquito
transmissor. Nos municipios em situacdo de risco, mais de 3,9% dos imoveis
pesquisados apresentaram larvas do mosquito. Ja nas cidades em situacdo de
alerta, o indice de infestacdo é de 1% a 3,9% e, no caso das cidades com baixo
risco, o indice fica abaixo de 1% (PORTAL DA SAUDE, 2012).
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O Aedes aegypti é um vetor oriundo do continente africano
(CHIARAVALLOTI-NETO, 1997), trazido juntamente com os escravos (CHIEFFI,
1985). Foi erradicado do Brasil pela primeira vez em 1958, mas, 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 recoloniza¢éo no Brasil.

Em 1977, foi encontrado no Rio de Janeiro e Santos; em 1979, em Natal,
e em 1981, no Parand (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 praticamente em todos os estados
brasileiros (NEVES et al., 1995).

Percebe-se que o mosquito Aedes aegypti, encontrou no mundo moderno
condi¢cbes muito favoraveis para uma rapida expanséo, pela urbanizacédo acelerada
gue criou cidades com deficiéncias de abastecimento de agua e de limpeza urbana;
pela intensa utlizacdo de materiais ndo biodegradaveis, como recipientes
descartaveis de plastico e vidro; e pelas mudancas climaticas. Com essas
condicles, espalhou-se por uma area onde vivem cerca de 3,5 bilhdes de pessoas
tornando-se o causador de uma doenca que € um grande problema de salde
publica (FUNASA, 2002).

Nas regides Norte e Centro-Oeste, a maior presenca do mosquito da
dengue esta concentrada no lixo. Ja no Sudeste e no Sul, a concentracao esta nos
depdsitos domiciliares (pratinhos de plantas, calhas, entre outros locais). No
Nordeste, o problema é com os depédsitos de aguas, principalmente as caixas d’agua
(PORTAL DA SAUDE, 2012).

Segundo o Portal da Saude (2012), dos sorotipos virais, 1.537 amostras
foram inoculadas em todo o pais sendo que 219 foram consideradas positivas. A
proporcdo de amostras positivas demonstra um equilibrio nos isolamentos dos
sorotipos DENV 4 (46%) e DENV1 (51%). O sorotipo DENV 2 foi isolado em baixa
proporcao (3%) e o DENV 3 nédo foi identificado na amostra. Foi observada uma
maior predominancia do DENV 4 nas regides Norte e Nordeste e nas regides

Sudeste, Centro Oeste e Sul o predominio do DENV 1.
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2.6.1 Ciclo Evolutivo do Aedes aegypti

O conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para melhoria das
formas de combate a esse vetor. O Aedes aegypti € uma espécie domeéstica, que se
reproduz, preferencialmente, em agua parada e limpa, acumulada em recipientes
fabricados pelo homem, como latas, pneus e vasos, dentro ou perto das habitagdes.
Seu ciclo de vida compreende em duas fases ecolégicas distintas e
interdependentes: a aquatica com trés etapas de desenvolvimento (o ovo, a larva e a
pupa) e a terrestre que corresponde ao mosquito adulto (Figura 5).

A duracao do ciclo de vida, em condic8es favoraveis (oferta de alimentos
e temperatura) é de aproximadamente 10 dias, a partir da ovoposicdo até a fase
adulta (USP, 2011).
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Figura 5 — Ciclo de vida do Aedes aegypti
Fonte: Arbovirus, 2011.

a) Ovo: O ovo (Figura 6), mede aproximadamente 1mm de comprimento,
com contorno alongado e fusiforme.
Os ovos sdo depositados pelas fémeas, fora da agua, mas préoximos da

superficie, ficando aderidos a superficie dos recipientes.
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Figura 6 — Ovos do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
Fonte: Arbovirus, 2011

Os ovos séo incubados por 2 a 3 dias, em condi¢Bes de elevados niveis
de umidade e temperatura. ApoOs este periodo estardo prontos para eclodir.

Os ovos sdo mais resistentes a dessecacdo apés o final do
desenvolvimento embrionario, podendo persistir por 6 a 8 meses.

b) Larva: nesta fase o Aedes aegypti (Figura 7) possui aspecto
vermiforme, sifdo curto, grosso e mais escuro que 0 COrpo e possui quatro estagios
evolutivos. As larvas séo providas de grande mobilidade e tém como funcéo primaria
o crescimento. Alimentam-se de substancias organicas, bactérias, fungos e
protozoarios existentes na agua. As larvas nao toleram elevadas concentracées de
matéria organica. Em boas condi¢des (temperatura de 25°C a 29°C e oferta de
alimentos) a fase larval dura de 5 a 10 dias, mas pode se prolongar por algumas

semanas dependendo das condicdes da agua.

-

Figura 7 — Larvas do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: Arbovirus, 2011.

c) Pupa: é o ultimo estagio da fase aquatica (Figura 8) e possui o aspecto

de virgula, sendo bastante mével quando perturbada; seu corpo escurece a medida
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gue se aproxima o momento da emergéncia do adulto. A pupa ndo se alimenta,
apenas respira e é dotada de boa motilidade. Raramente é afetada por acdo de
larvicida. Em condic¢des favoraveis a duracéo da fase pupal é de 2 dias.

T R——

Figura 8 — Pupa do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: Arbovirus, 2011.

d) Adulto: os mosquitos adultos estdo na fase de reproducéo e disperséao
da espécie. Seu corpo € escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos
tarsais e possui um desenho em forma de lira no mesonoto (Figura 3). Podem
acasalar 24h ap6s emergirem e o acasalamento pode ser durante o véo ou
pousados sobre uma superficie.

O repasto sanguineo das fémeas fornece proteinas para o
desenvolvimento dos ovos e ocorre nas primeiras horas do dia e ao anoitecer (0
macho alimenta-se de carboidratos extraidos dos vegetais). A fémea faz uma
postura (geralmente no fim da tarde) apds cada repasto sanguineo e o intervalo
entre a alimentacdo e a postura é de trés dias. A fémea € atraida por recipientes
sombreados ou escuros e prefere agua limpa e distribui cada postura em varios
recipientes (SILVA, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Extrair, caracterizar e avaliar a atividade larvicida do Oleo essencial
Zingiber officinale Roscoe (Gengibre) frente ao mosquito Aedes aegypti (Linnaeus,
1762).

3.2 Especificos

a) Coletar e identificar botanicamente o Zingiber officinale Roscoe
(Gengibre);

b) Determinar as propriedades fisico-quimicas do 0leo essencial;
c) Caracterizar quimicamente e quantificar os componentes majoritarios
do 6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e

espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho;

d) Calcular a CLsp do Oleo essencial a partir do teste de toxicidade

(atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti).
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisico-Quimica do
Pavilhdo Tecnolégico, Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada (NIBA) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Central Analitica da Unicamp, Central
Analitica da UFMA, Nucleo de Combustivel, Catalise e Ambiental (NCCA).

Esta pesquisa envolveu a utilizagdo de varios equipamentos e a
metodologia adotada envolveu atividades usuais em um tratamento analitico e em
analises fisico-quimicas, espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho e
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas para a caracterizacao
do dleo essencial do rizoma do Zingiber officinale Roscoe. Realizou-se o teste de
atividade larvicida calculando-se a CLsp segundo o método Reed-Muench
(COLEGATE e MOLYNEUX, 1993).

4.1 Obtencéo do Oleo Essencial

4.1.1 Origem, Coleta e Preparo da Amostra Botanica

Os rizomas de gengibre foram obtidos em supermercado da rede varejista
de Sao Luis, identificados como Zingiber officinale Roscoe, registrado no Herbario
Atico Seabra (SLS) da Universidade Federal do Maranh&o (UFMA) sob o nimero de
registro 1125 e levados ao laboratorio de Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhdo
Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), para extracdo do 6leo

essencial.

4.1.2 Extracao do Oleo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial do Zingiber Officinale Roscoe utilizou-
se um extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo de
6000 mL e a uma manta elétrica como fonte geradora de calor (Figura 9). A cada
rotina de extracdo do 6leo essencial, foram pesadas 400g dos rizomas e a seguir
triturados com agua destilada na proporcédo 1:10 e colocadas em um baldo de fundo
redondo acoplado ao sistema extrator. Em seguida ligava-se a manta elétrica e

mantinha-se a temperatura em 100°C. Apos 3,5 horas encerrava-se a destilacdo
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recolhendo-se o 6leo essencial. O 6leo foi seco por meio de percolagdo em Na,SO4
anidro. Essas operacgdes foram realizadas em triplicatas e as amostras armazenadas
em ampolas de vidro ambar sob refrigeracdo para evitar possiveis perdas de
constituintes volateis. Posteriormente esses 6leos foram submetidos as analises
(Figura 10).

Figura 10 — Oleo extraido dos rizomas do gengibre.

O rendimento do 6leo essencial foi expresso em % na relacédo
massa/volume pela medida da densidade, observando o volume (mL) de dleo
essencial obtido ap6s a extracdo do Oleo por massa (g) de material vegetal,
conforme a formula descrita abaixo (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1996;
FABROWSKI, 2002).
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(1)

Onde:

V = volume de 6leo apds processo de extracao;
d = densidade do 6leo;

m = massa em gramas da planta

4.2 Caracterizacao Fisico-Quimica

As propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial determinadas foram:

densidade, solubilidade em etanol a 70% v/v, indice de refragéo, cor e aparéncia.

4.2.1 Densidade

Para o célculo da densidade, utilizou-se um picndmetro de 1,0mL,
previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram e pesaram as amostras do

Oleo essencial (25°C).

4.2.2 Solubilidade em etanol (70%)

Na determinacédo da solubilidade, utilizou-se uma solucédo de etanol/agua
a 70% (v/v) mantendo-se constante o volume de Oleo e adicionando-se
proporcionalmente volumes diferentes e crescentes da solucdo alcodlica até se

atingir a completa solubilizacao.

4.2.3 indice de refracéo

Para a determinacdo do indice de refracdo, utilizaram-se pipetas de
Pasteur em vidro para adicionar as amostras dos 06leos diretamente sobre o prisma
de Flint do refratbmetro, a temperatura de 25°C; fazendo-se entdo as leituras. Para
as medidas de indice de refracdo utilizou-se um refratbmetro ABBE 2 WAJ (Figura
11).
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Figura 11 — Refratbmetro

4.2.4 Cor e Aparéncia

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se comparou a
cor do 6leo essencial com cores conhecidas e para a aparéncia se fez uma inspecéao

do 6leo no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez.
4.3 Analises Quimicas

Utilizaram-se as técnicas de Cromatografia a Gas Acoplada a
Espectrometria de Massas e Andlise Espectrométrica Vibracional na Regido do

Infravermelho.

4.3.1 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

As analises por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro
de massas por impacto de elétrons e analisador ion trap (CG-EM-IE-lon trap), foram
realizadas em equipamento Varian 2100, utilizando hélio como gas de arraste com
fluxo na coluna de 1mL min*; temperatura do injetor: 270°C, split 1:50; coluna capilar
(15mx0,25mm) com fase estacionaria VF-1ms (100% metilsiloxano 0,25um) e
programacao de temperatura do forno de 60 a 200°C com taxa de aquecimento de
8°C mint, e de 200 a 290°C com taxa de aquecimento de 15°C min’. No
Espectrémetro de Massas as temperaturas do mainfold, ion trap e da linha de

transferéncia foram de 50°C, 190°C e 200°C, respectivamente. Foram injetadas
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aliquotas de 1,0 pL (injetor automatico CP-8410) das amostras diluidas na propor¢ao
de 20uL em 1,5mL de hexano.

4.3.2 Andlise Espectrométrica Vibracional na Regido do Infravermelho

Analisou-se o0 Oleo essencial por infravermelho no espectrémetro IR
PRESTIGE-21, FOURIER TRANSFORM INFRARED ESPECTROPHOTOMETER
SHIMADZU (Figura 12). As amostras foram analisadas diretamente em janelas de
KBr.

IRPrestige-21

fro-.0F2

Figura 12 — Espectrofotdmetro com transformada de Fourrier

4.4 Obtencéao e Cultivo das Larvas

Como os ovos do Aedes aegypti ndo sdo postos diretamente na agua,
mas sim milimetros acima de sua superficie, principalmente em recipientes artificiais,
foi preparada uma armadilha simples para coleta desses ovos. Para tanto, foram
utilizados jarros de plastico para planta, de aproximadamente 500mL, semi-
preenchidos com agua e um pedaco de madeira de dimensdes de aproximadamente
20cmx5cm com uma parte imersa e outra ndo (Figura 13). A fémea do Aedes
aegypti deposita seus ovos na parte imediatamente superior a lamina d’agua, na

parte da madeira ainda Umida, mas fora da agua do jarro.
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Figura 13 — Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.
Fonte: Teles, 2003.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia plastica, de formato
retangular, com cerca de 3 litros de adgua mineral para a eclosao. ApGs a imersao
dos ovos, 0,5g 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
contaminacao por ovos de outras espécies de mosquito. Apos a eclosao, as larvas
foram acompanhadas até que atingissem o 3° estagio do desenvolvimento (Figura
14), quando entdo foram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida. Foram
necessarios de quatro a cinco dias para que as larvas atingissem o tamanho ideal

para 0s ensaios.

Figura 14 — Larvas no terceiro estagio

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.
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45 Teste de Toxicidade

Para realizagao do teste de toxicidade, as larvas selecionadas no terceiro
estagio (Figura 14) foram transferidas para um béquer contendo 20mL de agua
mineral (26-28°C). Dez larvas foram capturadas utilizando-se uma pipeta de Pasteur.
Cada teste foi feito em quintuplicata para cada concentracdo testada. Os controles
positivos foram realizados com o organofosforado temephos em larvas do Aedes
aegypti, na concentracéo utilizada pela Vigilancia Sanitaria que é de 100mg L™. Os
controles negativos foram realizados com 20mL de agua mineral (26-28°C) contendo
0,04% de Tween (tensoativo hidrofélico que facilita a aplicagdo em emulsées do tipo
6leo em &gua). As larvas foram expostas as solugdes por 24 horas, sendo
monitoradas de hora em hora. Ao fim dos periodos registrou-se a mortalidade.

Para o preparo da solucéo teste, pesou-se 20 mg do Oleo essencial em
um recipiente (do tipo eppendorf), para cada mililitro da solucéo teste e, em seguida,
foi adicionada uma gota de solvente do tipo Tween 80 sobre o Oleo, fazendo-se
entdo a homogeneizacdo. A seguir, utilizando-se uma pipeta automatica, foi
adicionado um mililitro de agua destilada fazendo-se nova homogeneizacao.

Esta solucédo foi entdo transferida para o béquer contendo as larvas

separadas para o teste, de acordo com as concentracoes prée-estabelecidas.

4 5.1 Andlise Estatistica

Apés os testes, montou-se uma tabela com os valores das oito
concentragfes, logaritmo das mesmas, o nimero de larvas mortas apos 24 horas
(média dos cinco pontos), niumero de larvas vivas apos 24 horas (média dos cinco
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 ira sobreviver em qualquer outra dose menor que aguela,
consequentemente, o animal que morrer com certa dose, também ira morrer em
doses maiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade

7

para cada concentracdo testada, € construido um gréfico onde se observa uma
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curva para o acumulo de animais mortos em cada concentragdo e outra curva para o
acumulo de sobreviventes. O ponto de intercessdo entre as curvas é a
Concentracdo Letal 50% (CLsp), pois nesse ponto o numero de animais
sobreviventes é igual ao nimero de animais mortos (COLEGATE; MOLYNEUX,
1993).

O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950)
no qual se constréi um gréafico 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
gue 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 diferencas dos valores de log das
doses. Com esses dados determina-se o log do erro padrdo (SE), através da
seguinte féormula: (SE)®> = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de

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

5.1 Avaliacdo da cinética de extragdo e rendimento dos 6leos essenciais

A determinacdo das condi¢cbes de extracdo de 6leos volateis € uma etapa
muito importante por ser um fator determinante na relagcdo entre a composicéo
guimica e a qualidade do 6leo extraido.

Segundo Mouchrek Filho (2000), o tempo de extracdo do éleo essencial €
um dos principais parametros fisico-quimicos da industria de esséncias, no que se
refere a qualidade e a natureza econémica. Por isso, uma destilacdo rapida pode
conduzir a um produto contendo predominantemente constituintes mais volateis,
porém destituido das melhores caracteristicas; ao contrario, uma extragao
prolongada encarece o produto e também pode sobrecarrega-lo de compostos de
aromas indesejaveis (CHAAR, 2000).

O trabalho de extracdo do 6leo essencial estudado foi realizado num
tempo de 5 horas, para uma massa de 400 g/amostra e volume de 4 litros, com uma
temperatura de 100°C. Pode-se observar o tempo maximo de extracdo dos éleos
(Figura 15).

—m— Zingiber Officinale Roscoe

0,26

1 - ] ]
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0,22
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0 1 2 3 4 5

Tempo (horas)

Figura 15 — Cinética referente ao rendimento de extragdo do 6leo em funcéo do
tempo, com massa de 400g e temperatura de 100°C.

A Figura 15 mostra que os tempos maximos de rendimento dos 06leos

essenciais em estudos e dos volumes obtidos, com relagdo ao tempo do rizoma de
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Zingiber officinale Roscoe foi de 3,5 horas, para um volume de 0,25mL.

O rendimento da extracdo foi calculado diante da quantidade de 6leo que
se obteve a partir de uma determinada massa do vegetal. Neste experimento partiu-
se de uma massa de 400 g dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe sendo obtido
em meédia 0,25 mL de O6leo. O rendimento m/v foi de 0,52% e a densidade
encontrada é de 0,8280 g.mL™ (Tabela 1).

Ao extrair o 6leo essencial do rizoma do gengibre, Martins (2010), obteve
um rendimento de 0,37% para um tempo de 4 horas, Tripathi, Dubey e Shukla
(2008) de 0,8% e Maia, Bovi e Duarte (1991) num tempo de 7 horas ficou no
intervalo de 0,56-0,92%. Os volumes extraidos do Oleo essencial estudado em
relac@o aos da literatura estdo bem préximos.

Conforme Ozcan e Chalchat (2002), a variagdo sazonal e a localidade sdo
fatores importantes para diferentes variedades de plantas com relagcdo aos

rendimentos de extracdo encontrados na literatura.

5.2 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do Oleo essencial dos
rizomas do Zingiber Officinale Roscoe

Os parametros fisico-quimicos do Oleo essencial sdo importantes na

determinacao e controle da qualidade. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais de Gengibre

Propriedades Fisico-Quimicas Oleo essencial estudado
Densidade (g/mL) (25°C) 0,8280
Solubilidade em alcool 70% (v/v) 1.5
indice de refracdo (N2” 1,4830
Rendimento (%) 0,52
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido

Investigando os componentes do 6leo extraido dos rizomas do gengibre,
foi encontrado para densidade valores no intervalo de 0,8282-0,9714g/mL
(Miyazawa e Kameoka, 1988; Fernandes 2010; Martins, 2010). Ja o indice de
refracdo, os valores encontrados para esta analise foram no intervalo de 1,4826-
1,5101 (Fernandes, 2010; Martins, 2010; Tripathi, Dubey e Shukla, 2008). No que
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diz respeito a solubilidade em alcool 70%, cor e aparéncia, os valores obtidos nesse
estudo para estas analises, tiveram valores idénticos aos da literatura.

Comparando os valores para o Oleo essencial estudado com os da
literatura, pode-se observar que ha 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,

condicdes e tempo de armazenamento.
5.3 Analise espectroscépica 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 vibracdes especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula.

Os espectros na regido do infravermelho do 6leo essencial extraido do
rizoma do gengibre em estudo e do 6leo do gengibre retirado da literatura podem ser
observados na figura 16, onde as bandas de absorcdo possuem as mesmas

frequéncias.
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Figura 16 — Espectros da regiao do infravermelho do 6leo essencial do
Zingiber officinale Roscoe em estudo.
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A Tabela 2 apresenta o numero de ondas dos principais estiramentos do
Oleo essencial de Zingiber officinale Roscoe.

Tabela 2 — Bandas de absor¢éo do a-zingibereno na regiao do Infravermelho.

Absorgéo Absorgéo

Composto Tipo de Grupo Tipo de zingibereno do 6leo

(zingibereno) deformacdo Funcional ligacéo (cm™) cm™)
Estiramento
de forte Alcanos C-H 3000-2850 3000-2850
intensidade
CHs
,J\ Estiramento Alcenos cC=cC 1680-1600 1680-1600
@\ de média
| (i, Intensidade
HC™ TCHy
Estiramento Alcanos - CH; 1450-1375 1450-1375
de média
a-zingibereno intensidade
Estiramento Alcenos =C-H 1000-650 1000-650

fora do plano

Fonte: SILVERSTEIN et al., 2007

A Figura 16, mostra as bandas de absorc&o na regido de 3000-2850 cm™
gue sao atribuidas a estiramentos C-H fortes resultantes de vibra¢des de alquenos.
Na regido compreendida entre 1000-650 cm™, é decorrente de uma deformacao
angular simétrica do plano de =C-H de alquenos (SILVERSTEIN et al., 2007).

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

O cromatograma do 0Oleo essencial do Zingiber officinale Roscoe obtidos
mostram 0s componentes majoritarios e alguns minoritarios.

Os espectros obtidos na CG/EM, a comparacdo com os dados da
biblioteca do instrumento e a deducao dos fragmentos dos compostos volateis no
O0leo essencial extraido do rizoma de Zingiber officinale Roscoe podem ser

observados na Figura 17.
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Figura 17 — Cromatograma da amostra do 6leo do rizoma do Zingiber officinale
Roscoe, apresentando os picos selecionados e identificados através da comparacao
dos respectivos espectros de massas com a espectroteca.

Na Tabela 3, pode-se observar os constituintes identificados no 6leo

essencial do Zingiber officinale Roscoe em ordem de tempo de retencéo.

Tabela 3— Compostos identificados na amostra do Zingiber officinale Roscoe.

Pico" tr® (min.) Componentes % A* Qualidade’
1 11,52 a-Pineno 1,46 -
2 12,17 Canfeno 5,02 90
3 14,14 B-Mirceno 1,29 86
4 15,76 Sabineno 5,23 91
5 15,66 1,8-Cineol 4,35 83
6 18,48 Linalol 0,50 -
7 21,59 4,4-Dimetil-2-pentinal 0,80 78
8 23,22 terc-Dodeciltiol 0,71 79
9 23,65 Neral 9,64 94
10 24,13 Nerol 1,07 90
11 24,70 Geranial 14,06 95
12 25,48 2-Undecanona 0,63 89
13 28,47 Farnesol 1,27 74
14 30,05 1,1-Diciclopropiletileno 0,55 74
15 31,59 ar-Curcumeno 3,33 87
16 31,99 a-Zingibereno 27,14 92
17 32,37 Nerolidol 13,51 92
18 32,83 B-Sesquifelandreno 9,45 92

Nota: “Ndmero do pico 4pela ordem de eluicdo da coluna; “tr: Tempo de retencdo dos composto na
coluna em minutos; %A™ Porcentagem da 4rea normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos
componentes na amostras e Qualidade® indice de pesquisa na base de dados que reflete a
similaridade do espectro de massas obtido com os registros nas bibliotecas utilizadas.
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O constituinte majoritario do 6leo foi o a-zingibereno (sesquiterpeno) com
27,14%, seguido pelo geranial (monoterpeno oxigenado) com 14,06%, nerolidol
(sesquiterpeno) com 13,51%, neral (monoterpeno oxigenado) com 9,64%,
sesquifelandreno com 9,45%, sabineno (monoterpeno hidrocarbono) com 5,23%,
1,8-cineol

canfeno (monoterpeno hidrocarbono) com 5,02%, (monoterpeno

oxigenado) com 4,35%, ar-curcumeno (sesquiterpeno) com 3,33%, a-pineno
(monoterpeno) com 1,46%, do B-mirceno (monoterpeno) com 1,29%, farnesol com
1,27%, nerol (monoterpeno) com 1,07%, 4,4-dimetil-2-pentinal com 0,80%, terc-
dodeciltiol com 0,71%, 2-undecanona com 0,63%, 1,1-diciclopropiletiieno com 0,55%
e linalol (monoterpeno) com 0,50%.

Nas Figuras 18-22 podem ser observados o0s fragmentogramas
correspondentes aos cinco constituintes majoritarios identificados no 6leo essencial
do gengibre.

A Figura 18 mostra o fragmentograma referente ao componente
204,
confirmando a formula CisH»4, que caracteriza o composto como zingibereno

(ADAMS, 1995).

majoritario, no qual, o fon molecular [M*] apresenta a relagdo m/z
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Figura 18 — Fragmentograma do composto do pico 16 (a-zingibereno) do cromatograma da
Figura 17 e sua proposta de identificacdo. (A) Fragmentograma do 6leo essencial do
rizoma do gengibre. (B) Proposta de identificacdo segundo a espectroteca NIST21 do
programa.
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O pico intenso em m/z= 119 [M - 85] caracteriza a perda do grupamento
hexil (Ce¢Hi3) radical monovalente derivado da molécula de hexano presente na
formula estrutural do zingibereno. Enquanto, o pico em m/z = 91 indica a formacao
de um anel de benzeno com cadeia lateral alquila. O ion de massa 91 é denominado
de cation tropilio (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A Figura 19 é referente ao fragmentograma do geranial, o pico do ion

molecular m/z = 152 [M], confirmando como CioH160 a férmula do geranial.
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Figura 19 — Fragmentograma do composto do pico 11 (geranial) do cromatograma da
Figura 17 e sua proposta de identificacdo. (A) Fragmentograma do 0leo essencial do
rizoma do gengibre. (B) Proposta de identificacdo segundo a espectroteca WILEY139
do programa.
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A Figura 20 mostra o fragmentograma referente ao nerolidol. O pico do

ion molecular m/z = 222, equivale a C15H260 a formula molecular do nerolidol.
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Figura 20 — Fragmentograma do composto do pico 17 (nerolidol) do cromatograma da
Figura 17 e sua proposta de identificacdo. (A) Fragmentograma do 6leo essencial do
rizoma do gengibre. (B) Proposta de identificacdo segundo a espectroteca WILEY139

do programa.
A auséncia do pico do ion molecular no espectro pode ser em decorréncia
da instabilidade desse alcool. O pico m/z= 204 [M — 18] é provavelmente resultante

da perda de uma molécula de H,O.
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A Figura 21 representa o fragmentograma do neral. Percebe-se que o
pico do ion molecular m/z = 152 [M*] (o qual ndo aparece no espectro por causa da
sua instabilidade), corresponde a formula C1oH;60 identificado como sendo o neral.

O pico 137 [M" - 15] corresponde a perda de uma metila (CHs).
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Hit 1. (replib) 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-, (Z)-

Figura 21 — Fragmentograma do composto do pico 9 (neral) do cromatograma da
Figura 17 e sua proposta de identificacdo. (A) Fragmentograma do Oleo essencial do
rizoma do gengibre. (B) Proposta de identificacdo segundo a espectroteca NIST21 do
programa.
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A Figura 22 refere-se a férmula molecular CisHzs4 relativa ao f-

sesquifelandreno, onde pode ser observado o pico do ion molecular m/z = 204.
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Hit 1. (replib) Cyclohexene, 3-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-6-methylena-, [S-(R",5%)]-

Figura 22 — Fragmentograma do composto do pico 18 (B-sesquifelandreno) do
cromatograma da Figural7 e sua proposta de identificacdo. (A) Fragmentograma do
Oleo essencial do rizoma do gengibre. (B) Proposta de identificacdo segundo a
espectroteca NIST107 do programa.

Os resultados encontrados na presente pesquisa quanto a composicao
guimica do Oleo essencial do gengibre revelaram que 0s mesmos foram
semelhantes aos obtidos por Onyenekwe e Hashimoto (1999) que ao analisarem a
composicao do 6leo essencial do gengibre nigeriano constataram que o zingibereno
foi o0 componente majoritario com 29,54% do total do 6leo. Outros compostos como
o B-sesquifelandreno (18,42%), a-pineno (0,21%), canfeno (0,61%) e sabineno
(tracos) também foram identificados. Singh et al., (2008) investigando sobre as
atividades quimica, antioxidante e antimicrobiana do 6leo e oleoresinas do gengibre
identificaram cinquenta e sete componentes, representando cerca de 92,7% do total

do dleo, dentre estes o geranial (25,9%), a-zingibereno (9,5%), (E,E)-a-farneseno
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(7,6%), neral (7,6%), curcumeno (6,6%), B-sesquifelandreno (5,1%), 1,8-cineol
(1,9%) dentre outros.

Yu et al., (2007) ao analisarem os componentes do Oleo essencial do
gengibre fresco pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
identificaram cerca de cinquenta e quatro compostos os quais incluiam o B-
felandreno (22,84%), a-zingibereno (15,48%), canfeno (7,30%), B-sesquifelandreno
(5,54%), geranial (5,25%), e o a-pineno (2,13%). Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados por Chrubasik, Pittler e Roufogalis (2005) que
analisando o Oleo essencial de gengibre usando a mesma técnica (CG-EM)
identificaram sessenta e seis compostos dos quais o canfeno o (-felandreno e 0 1,8
cineol foram o0s componentes majoritarios. Outros constituintes incluindo o
zingibereno, B- bisaboleno, B-sesquifelandreno e o a-ferneseno aciclico também
foram identificados.

Langner, Greifenberg e Gruenwald (1998) relataram que os componentes
do oOleo essencial de gengibre sdo caracterizados como sendo pertencentes
principalmente ao grupo dos monoterpenoides (B-feniladreno, canfeno, cineol,
geraniol, curcumeno, citral, terpineol, borneol) e sesquiterpenoides (a-zingibereno
(30-70%), B-sesquifelandreno (15-20%), B-bisaboleno (10-15%), a-farneseno, ar-

curcumeno, zingiberol).

5.5 Atividade Larvicida

A atividade larvicida do Oleo essencial extraido dos rizomas do Zingiber
officinale Roscoe foi testado em oito concentragfes diferentes: 20, 50, 70, 100, 120,
140, 150 e 160 pg mL™, sendo n, o nimero de larvas do mosquito Aedes aegypti
utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracdo (totalizando 10 larvas por
ensaio).

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 oito concentracdes testadas
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apos 24 horas de exposi¢ao
em varias concentragbes do Oleo essencial extraido dos rizomas do Zingiber officinale
Roscoe.

Dose, Lo : Acumul. Acumul. Mortalidade
mL'1Hg dosge doros ivee mortos vivos %
160 2,2041 10 0 53 0 100
150 2,1761 9 1 43 1 90
140 2,1461 9 1 34 2 90
120 2,0792 8 2 25 4 80
100 2,0000 8 2 17 6 80
70 1,8451 5 5 9 11 50
50 1,6990 3 7 4 18 30
20 1,3010 1 9 1 27 10

Numero de larvas (n = 10).

De acordo com a Tabela 4, a concentracdo de 20 ug mL™ do ¢éleo
essencial dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe apresentou a menor atividade
larvicida, matando, em média, uma larva, o que corresponde a 10% de mortalidade.
Na concentracdo de 70 pg mL™ apresentou uma mortalidade de 50 %. A partir da
concentracdo de 100 ug mL™ do 6leo essencial a atividade larvicida comecou a
crescer exponencialmente, até provocar a morte de 100% dos individuos testados
com a concentracgéo de 160 ug mL™, ou seja, 10 larvas.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o Oleo é
mostrada na Figura 23, mostrando-se o0 crescimento exponencial a partir do Log
dose 2,0000 (concentracdo 100 pg mL™).

120 — [ —=— Mortalidade

100

/*/”/+

Mortalidade (%)

40 —

W
20 - - |

. . . . :
1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
Log dose

Figura 23 — Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas a
oito concentragbes diferentes do 06leo essencial dos rizomas do Zingiber officinale
Roscoe, apos 24 horas — versus o logaritmo de cada dose aplicada.
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A Figura 24 mostra que a Concentragao Letal 50% (CLsp), concentragao
na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi encontrada préxima ao
Log dose 1, 8689 (abaixo da concentracéo de 80pg mL™). De acordo com Cheng et
al. (2003) valores de CLso<100 pg mL™ s&do considerados ativos.

i —a— Acumulados mortos
—e— Acumulados vivos
50 4
40 -
(7]
(@]
]
S 30
b |
£
=
g 20
10
04
¥ 1 i 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1
1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2

Log da dose

Figura 24 — Estimativa da CL50 do 6leo essencial dos rizomas do Zingiber
officinale Roscoe pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas
mortas e vivas em funcdo do logaritmo decimal da dose aplicada. A CL50 é o
ponto de interseccdo das duas curvas.

A dose letal 50% para o 6leo essencial dos rizomas do Zingiber officinale
Roscoe foi calculada através da interseccao das curvas de individuos acumulados
mortos e individuos acumulados vivos da Figura 24, tendo como resultado a
concentracdo de 76,07pg mL™ com um intervalo de confianca de 2,24ug mL™.

A Concentracdo Letal (CLsg) obtida qualifica o 6leo essencial como um
agente larvicida em potencial (CHENG, et. al., 2003), que considera bons agentes
larvicidas as substancias com valor de CLsg inferior a 100ug/mL.

A esse respeito, a potencialidade dos 6leos essenciais varia segundo a
espécie vegetal, a origem, a composi¢cao e 0s mecanismos de ac¢do contra a praga
em questao (LEYVA, 2009; TELES, 2009).
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Contra o Aedes aegypti alguns estudos mostram que 0S componentes
terpénicos, alcodis e aldeidos dos 6leos essenciais sdo 0s principais responsaveis
pela atividade inseticida ou larvicida (LUCIA et al., 2007; LEE, 2006; PANELLA et al.,
2005; CARVALHO et al., 2003; ARAUJO et al., 2003; KARR;COTAS, 1998).

E importante ressaltar, nesse contexto, que nio se pode apenas atribuir a
acao larvicida descrita neste estudo, portanto, ao composto a-Zingibereno
particularmente; apesar de estar presente em maior quantidade, na ordem de 27%,
nos rizomas da amostra de gengibre.

Essa premissa é fortuitamente alegada quando nos reportamos a diversos
achados na literatura referentes a alguns dos compostos identificados pelas técnicas
analiticas utilizadas neste trabalho e que, possivelmente, podem ter contribuido na
acéo larvicida do 6leo essencial dos rizomas do gengibre.

Santos et al. (2006) reportaram a atividade larvicida de mono e
sesquisterpenos extraidos de Oleos essenciais da familia Boraginaceae frente ao
Aedes aegypti. Entre os compostos majoritarios os monoterpenos a- e [(-pineno
foram destacados como responsaveis pela acao larvicida (no presente estudo o
primeiro composto apresentou um teor de 1,46%).

Simas et al. (2004) pesquisando produtos naturais no controle do dengue
identificaram diversas classes de terpenos, como 0s compostos a- pineno, B-pineno,
linalol e eugenol. Os referidos autores indicam também que algumas caracteristicas
estruturais quimicas sao importantes para a atividade biologica, como por exemplo,
a indicacdo de que a ligagdo dupla exociclica no B-pineno parece ser mais
importante que a ligagcao dupla endociclica do a-pineno.

Os 6leos essenciais podem atuar também em enzimas digestivas e
neurolégicas bem como interagir com o tegumento do inseto (ISMAN, 2006). Kim et
al. (2003) demonstraram a importancia da relacdo entre a estrutura quimica e
atividade biolégica dos compostos; reportando que quanto maior a lipofilicidade,
maior a penetracdo no tegumento do inseto.

Outra observacédo de Simas et al. (2004) é também quanto a importancia
da lipofilicidade de terpenos para a atividade larvicida em Aedes aegypti, quando se
compararam monoterpenos e sesquiterpenos de estruturas correlatas.

Furtado et al. (2005) reportaram em seu estudo a acao larvicida de Oleos
contendo limoneno, linalol e eugenol frente ao mosquito Aedes aegypti. Na ocasiao

esses compostos foram confirmados como majoritarios e apresentaram menores
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atividades quando testados isoladamente. Os autores também sugerem a
possibilidade de outros compostos serem responsaveis pela atividade larvicida do
0leo essencial ou ainda a existéncia de um sinergismo entre o composto majoritario
e outro(s) componente(s) do 6leo, existentes em menor fracéao.

Como ja relatado neste estudo, a melhor forma de combater a doenga €
erradicar o mosquito através do uso de larvicidas em seus locais de reproducéo, por
exemplo, o temephos que vem sendo utilizado pela Vigilancia Sanitaria. Entretanto,
as larvas e os mosquitos ja estdo adquirindo resisténcias aos inseticidas sintéticos.
E considerando que os 6leos essenciais de muitas plantas sdo por natureza téxicas
para 0s mosquitos, e menos agressores ao meio ambiente.

Em comparagéo ao principal larvicida utilizado no combate ao dengue, o
temephos, estudos recentes quanto a susceptibilidade deste composto referem que
se trata de um produto que com o passar dos anos perdeu a sua forga frente ao
mosquito, sendo necessarias doses cada vez maiores no seu combate (FURTADO
et al., 2005).

Prophiro (2008) estudou os efeitos do temephos 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.

Nesse contexto € valido relatar outra importante observacdo quanto a
ineficiéncia crescente do pesticida temephos utilizado no Brasil pelo Programa de
Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa): ele tem aspectos diferenciados no consumo
do produto — enquanto na regido Nordeste sdo consumidos 87,59, no Sudeste o
consumo € de 54,0g e no Sul 48,0g do produto (AUGUSTO;CAMARA NETO, 2007).

Diante desse panorama, os resultados alcancados com o 6leo dos
rizomas do Zingiber officinale Roscoe mostram a importancia da necessidade de
novas alternativas usando produtos de origem natural, especialmente se levarmos
em conta que estes podem minimizar a dependéncia aos inseticidas quimicos
sintéticos.

Partindo dos resultados alcancados e do principio de que o 6leo essencial
dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe € um produto natural e, portanto, menos
nocivo a saude das pessoas e dos animais domeésticos (ISMAN, 2000), pode-se
afirmar que o 6leo essencial é um promissor agente larvicida natural em locais de

crescimento de larvas do Aedes aegypti.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram empregadas técnicas que formam um conjunto
imprescindivel para o estudo analitico de 6leos essenciais. Os resultados obtidos
mostraram a eficiéncia das técnicas e dos métodos usados. Com as ferramentas
disponiveis, foi possivel caracterizar o Oleo essencial dos rizomas do Zingiber
officinale Roscoe. Na identificacdo do componente majoritario e dos demais
componentes, bem como suas quantificacbes, as técnicas foram precisas e 0s
métodos eficientes, proporcionando um bom desempenho analitico nas
determinacdes. Ficou evidenciado, também, que o Oleo essencial da Zingiber
officinale Roscoe apresenta atividade larvicida frente ao Aedes aegypti.

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

1. As técnicas espectroscopicas foram eficientes para a confirmacédo e
identificagdo do zingibereno como componente majoritario, com teor de 27,14%, e

de componentes minoritarios no Oleo essencial do Zingiber officinale Roscoe.

2. O presente estudo demonstrou que a espécie Zingiber officinale
Roscoe, forneceu uma quantidade de Oleo essencial significativa, cujo rendimento foi
de 0,52% (m/v);

3. Os estudos das constantes fisicas do Oleo essencial apresentaram

valores semelhantes aos valores obtidos pela literatura;

4. Os resultados sugerem que o Oleo essencial do Zingiber officinale
Roscoe apresenta atividade larvicida contra o Aedes aegypti sendo que o Oleo

essencial apresentou uma CLso, com valor 76,07 (+ 2,24) ug mL™.

5. As larvas do Aedes aegypti sdo susceptiveis a composicao do 6leo

essencial dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe;

6. Esta propriedade biologica do Oleo essencial deve-se muito
provavelmente aos sesquiterpenos presentes em sua composi¢cdo; atuando

isoladamente ou de forma sinérgica  com outros compostos.
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7 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

e Determinar a perda de massa dos 0leos essenciais em estudos através

de analise termogravimétrica e andlise térmica diferencial (TG-DTA);

e|solar e testar como agentes larvicidas os componentes majoritarios do

6leo essencial da Zingiber officinale Roscoe.

e Investigar o efeito residual do 6leo essencial no ambiente (persisténcia

larvicida).

e Testar 0 6leo em diferentes intervalos de temperatura para verificar se

hé resposta no monitoramento das larvas do mosquito Aedes aegypti.

e Testar o 6leo essencial como larvicida de outros insetos de interesse.

e Testar o hidrolato do 6leo essencial da Zingiber officinale Roscoe como

larvicida do mosquito Aedes aegypiti.
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