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Titulo: CARACTERIZAGCAO QUIMICA, AVALIACAO DA TOXICIDADE E
ATIVIDADE MOLUSCICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS DA FOLHA DE
PIMENTA DIOICA LINDL, CASCA DE CITRUS LIMON LINNEO E
RIZOMA DE ZINGIBER OFFICINALE ROSCOE

Autor: Romer PessOa Fernandes
Orientadores: Prof. Dr. Victor Elias Mouchrek Filho

Prof. Dr. Antonio Gouveia de Souza

RESUMO

O wuso de moluscicida de origem vegetal no controle da
esquistossomose tem motivado pesquisas de novas substancias,
entre elas, os 6leos essenciais. Nesta pesquisa, os 6leos essenciais
foram extraidos das folhas de Pimenta dioica Lindl, da casca de Citrus
limon Linneo e do rizoma de zingiber officinale Roscoe por meio de
hidrodestilacdo, determinando-se as propriedades fisico-quimicas,
quantificando-se os componentes majoritarios e minoritarios pela
técnica de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de
massas (CG-EM), sendo o constituinte majoritario da Pimenta dioica
Lindl, o eugenol, com teor de 85,67 %, do Citrus limon Linneo, o
limoneno, com 48,99 % e do Zingiber officinale Roscoe, o0
zingibereno, com 27,14 % e caracterizando os majoritarios por
espectrometria na regiao do infravermelho comparando-se com os
padroes. Os resultados mostraram um rendimento (m/m) de 1,80%
para o Oleo da Pimenta dioica Lindl de 0,96 % para o Citrus limon
Linneo e de 0,71 % para o zingiber officinale Roscoe. Os 6leos foram
testados quanto & toxicidade (ensaio de letalidade com Artemia
salina), utilizando o critério de Dolabela e como agente moluscicida,
através da técnica preconizada pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS). Calculou-se a concentracdo letal (CLso) dos odleos, além do
limite de confianca a 95 % de probabilidade pelo método Reed-
Muench e Pizzi respectivamente. Dentre os o6leos estudados, o
extraido da casca de Citrus limon Linneo além de ser atdéxico, com
CLso de 263,03 mg.L ! alcancou o melhor resultado quanto a atividade
moluscicida com CLso de 13,18 mg.L?, mostrando-se, portanto, ser o
mais ativo frente ao caramujo Biomphalaria glabrata comparado ao
0leo extraido das folhas de Pimenta didica Lindl e do rizoma de
zingiber officinale Roscoe que obtiveram CLso de 39,81 e 56,2 mg.L™
respectivamente, nao sendo considerados ativos.

PALAVRAS-CHAVE: dleos essenciais, toxicidade, moluscicida.
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ABSTRACT

The use of plant molluscicide in controlling schistosomiasis has
motivated the survey in the search for new, among them the
essential oils. This survey, the essential oils extracted from the leaves
of Pepper dioica Lindl, bark of Citrus limon Linneo and Rhizome of
Zingiber officinale Roscoe through hydrodistillation, determining the
physico-chemical properties, quantifying the majority and minority
components of each essential oil by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC/MS), where the majority constituent of
Pepper dioca Lindl was eugenol, content of 85.673 %, in Citrus limon
Linneo, the majority was limonene, 48.996 % and Zingiber officinale
Roscoe, where the was zingibereno, with 27.14 %, characterizing
by in the region infrared spectrometry compared with the standards.
The results showed an income (m/m) 1.80 % for oil Pepper dioica
Lindl 0.96 % for Citrus limon Linneo and 0.71 % of Zingiber officinale
Roscoe. These oils have been tested for toxicity (lethality test with
Artemia salina), using the criterion of Dolabella and as a molluscicide,
through the technique recommended by the World Health
Organization (WHO). Estimated the lethal concentration (Lc50) of oils
beyond the limit of the 95 % interval by Reed-Muench and Pizzi
respectively. Between the analysed oils in this research, the extracted
from the peel of Citrus limon Linneo were consedered to be nontoxic
with Lc50 263,03 mg.L™?, achieving the best result as a molluscicide
with Lc50 activity 13, 18 mg.L™, thus being the most active front in
the snail Biomphalaria glabrata in comparation with the oil stracted
of Pepper dioca Lindl and the oil of the rhizome of Zingiber officinale
Roscoe that Lc50 from 39,81 and 56,2 mg.L™?, respectively being
actives.

KEY WORDS: essential oils, toxicity, molluscicide.
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1- INTRODUCAO

Os recursos terapéuticos eram predominantemente
constituidos por plantas e extratos vegetais até o meado século
XVIII. No Brasil, o guarana e jaborandi sdo muito utilizados, tendo
origem da cultura indigena. Atualmente a utilizacdo desses vegetais
ndo se restringe apenas as zonas rurais ou regides desprovidas de
assisténcias meédicas e farmacéuticas (MOUCHREK FILHO, 2000;
TELES 2003).

Segundo Nascimento (2004), com o advento da revolucao
industrial, a utilizacdo de plantas diminuiram em funcdo do
desenvolvimento de drogas sintéticas. Porém, a preocupacdo do
homem moderno na busca de uma vida saudavel fez com que as
pesquisas com plantas medicinais voltassem.

As plantas aromaticas e seus sub-produtos tém atraido a
atencao de pesquisadores do mundo inteiro, por suas propriedades
medicinais e organolépticas (TEIXEIRA et al, 1986). Essas plantas
possuem substancias biologicamente ativas, podendo ser usadas para
fins terapéuticos ou para fornecer precursores para a sintese quimica
farmacéutica. Existe uma grande variedade de espécies usadas
popularmente para diversos fins, dos quais o conhecimento cientifico
€ escasso ou nulo. (TELES, 2003).

Nos ultimos 30 anos, tém sido aconselhado pela
Organizagdao Mundial de Saude (OMS, 2002) os estudos com extratos
de plantas consideradas medicinais (pelo conhecimento popular). A
partir de 1978, segundo Soares (2002), a instituicdo passou a
incentivar a comunidade cientifica a intensificar e divulgar os
resultados.

Entre os produtos obtidos de plantas, encontram-se os éleos

essenciais, 0s quais ja sdo largamente utilizados na industria para a

UFPB Tese de Doutorado — Romer Pessda Fernandes



03

producao de sabonetes, perfumes e outros produtos de higiene
pessoal.

As plantas utilizadas neste trabalho sao conhecidas da
comunidade cientifica e alguns estudos realizados com os dleos
essenciais extraidos das espécies tém mostrado resultados
interessantes: a pimenta da Jamaica (Pimenta dioica Lindl) possui
efeito comprovadamente analgésico e antipirético (LOPEZ et al.,
1998); o gengibre (Zingiber officinale Roscoe) tem sido comprovado
como agente antibacteriano (SRINIVASAN et al., 2001) e utilizado
contra disturbios gastrintestinais (MARTINS et al., 2001) e o dleo
volatil de Citrus limon L. inibe o crescimento de Candida albicans
(EZZAT et al, 2001).

A esquistossomose, causada pelo trematoide Schistosoma
mansoni, € uma importante doenca endémica no Brasil e em muitos
paises tropicais, onde o caramujo Biomphalaria glabrata é o
hospedeiro intermediario do schistosoma mansoni e transmissor para
o homem, hospedeiro definitivo (Souza, Mendes 1991).

Para o controle da esquistossomose, além dos tratamentos
das pessoas infectadas, € preciso que se faca um controle da
populacao de caramujos, como forma de reducao do risco de
transmissdo da doenca. Na atualidade este controle é limitado a
substancias sintéticas, que acarretam em varios problemas para
outras espécies da fauna, como também aos aplicadores por serem
toxicos, outra inconveniéncia é seu alto custo (WHO, 1983). Devido
ao exposto, a utilizacdo de moluscicida sintético é extremamente
limitada a casos necessarios (AMARAL, PORTO 1994).

Neste contexto, os Oleos essenciais extraidos de plantas
representam uma alternativa no controle do caramujo transmissor
da esquistossomose, a fim de quebrar o ciclo evolutivo, antes que

este venha contaminar o hospedeiro definitivo, levando os estudiosos
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a pesquisarem substancias oriundas de vegetais que pudesse
contribuir na eliminagcdo dos mesmos com mais eficiéncia (DOS
SANTOS & SANT'ANA, 1999).

As plantas em estudo devem ser abundantes em areas
endémicas da doenca, ou serem facilmente cultivaveis, o produto
ativo responsavel pela toxidez deve estar presente em partes de facil
regeneracao da planta, como folhas, flores, frutos e sementes. O
principio ativo deve ser extraido preferencialmente com agua, o
extrato deve manter-se ativo sob quaisquer alteracdes fisicas e
quimicas (Kloos & McCullough, 1981; WHO, 1983).

Tendo em vista contribuir com a pesquisa cientifica voltada
aos Oleos essenciais, o presente trabalho teve como objetivo
caracterizar quimicamente, avaliar a toxicidade e a atividade
moluscicida de dleos essenciais extraidos da folha de pimenta didica
Lindl, da casca do Citrus limon Linneo e do rizoma do Zingiber
officinale Roscoe, espécies de plantas de grande importancia
medicinal e podem ser encontradas onde a doenca é endémica no

Brasil.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Consideracoes sobre plantas medicinais

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é
tao antigo quanto a civilizacdo humana e por um longo periodo, as
plantas e os minerais foram as principais fontes de medicamentos
utilizadas pelo homem (RATES, 2001). De fato, Essawi e Srour
(2000) descrevem que na Pré-Histéria havia uso de plantas para
combater doencas como bronquite, Ulceras, pneumonias, desordens
gastrintestinais, dentre outras.

Nesse contexto, as plantas sao uma importante fonte de
produtos biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em
modelos para a sintese de um grande numero de farmacos. Simdes
et al. (1999) referem que pesquisadores da area de produtos naturais
mostram-se impressionados pelo fato desses produtos encontrados
na natureza revelarem uma gama quase que inacreditavel de
diversidades em termos de estrutura e de propriedades fisico-
quimicas e biologicas. Apesar de ser notavel o volume de estudos
nessa area, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal.

Dessa maneira, Soares (2004) diz que esse interesse é fruto
do incentivo dado pela Organizacao Mundial de Saude (OMS), apds
1978, quando reconheceu a importancia das plantas medicinais na
cura de doencas, recomendando a divulgacdo, em nivel mundial, dos
conhecimentos necessarios para o seu uso. Esse fato se torna ainda
mais importante porque, de acordo com Nascimento (2004), estima-
se que 80% da populagdo mundial ainda utilizam direta ou
indiretamente as plantas para o tratamento de saude.

De acordo com Barbosa (2003), dados da OMS informam
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que em 2003, os medicamentos derivados de vegetais representaram
uma constancia de 25% de todas as prescricdes médicas nos Estados
Unidos, e este percentual torna-se mais significante na demonstragao
da importancia das plantas medicinais e, também, como estimulo a
sua investigagao.

A respeito desse mercado que vem emergindo
acentuadamente, é interessante ressaltar que as empresas do setor
fitoterapico olham para as plantas de forma diferenciada, dentro do
conceito da OMS, que preconiza o uso de todos os principios ativos
das plantas de forma integral. Camara (2004) diz que este é o grande
diferencial entre o fitofarmaco (principio ativo isolado) e o fitoterapico
(principios ativos integrais).

Calixto et al. (1997) explanam que as plantas tém sido
empregadas na medicina popular para o tratamento de diversas
doencas e alguns dos constituintes isolados dessas plantas, como os
flavondides, taninos, alcaldides, cumarinas e terpenos, parecem ser
0s principais responsaveis pelas agdes analgésicas, anti-inflamatorias,
antivirais, hipoglicemiantes, antiespasmoddicas e antialérgicas desses
vegetais. Salvat et al. (2001) relatam que muitas pesquisas com
substancias biologicamente ativas, isto €, de plantas medicinais, tém

sido fontes de agentes terapéuticos muito proveitosos.

2.1.1- Pimenta dioica Lindl

A Pimenta da Jamaica, mundialmente conhecida como
Pimenta dioica Lindl pertence a familia Mirtacea, € uma arvore que
mede de 6 a 15 m de altura, apresentando folhas pecioladas, eliptico
alongadas e um forte aroma em todas as suas partes (Figura 2.1),
originaria da América Central e Oeste da India (CAVICCHIOLI, 1986;
WEYERSTAHL, 1998). Ao chegar a Jamaica os exploradores espanhois
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ficaram impressionados com o gosto e aroma dos seus frutos e
folhas.

Conforme, Guenther, (1950); Parry, (1969); Katzer, (2004),
devido ao fruto seco da arvore da “allspice”, foi atribuido o nome
“pimenta”, originario da palavra "pimienta" (termo espanhol para
pimenta) por exploradores espanhodis, logo depois que Colombo
descobriu o Novo Mundo. Este termo foi completamente imprdprio,
pois foi baseado somente na aparéncia visual com o grao de pimenta
preta, no que diz respeito ao tamanho, forma e aroma.

No Brasil, a Pimenta dioica Lindl., apresenta alguns
sinbnimos como: pimenta da jamaica, pimenta de coroa e murta
pimenta. A espécie apresenta a seguinte posicao taxonémica: Reino:
Vegetal; Divisdo: Angiosperma; Classe: Dicotiledoneas; Ordem:
Mirtales; Familia: Mirtacea; Género: Eugenia; Espécie: Pimenta dioica
Lindl (PURSEGOLVE, 1960; PARRY, 1969; CORREA, 1998; BARROSO,
1978).

T

4

—

Fonte: O autor
Figura 2.1. Folhas da Pimenta didica Lindl.
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2.1.2- Citrus limon Linneo

O Citrus limon Linneo conhecido como limdo verdadeiro é o
fruto do limoeiro (Figura 2.2), tendo origem na regido sudeste da
Asia, é uma arvore pertencente & familia das Mirtaceas, perenifdlia,
pequena de 3 - 6 metros de altura, com numerosos ramos e
espinhos. Folhas unifolioladas de cor verde, formato lanceolada,
eliptico - ovada de 6 - 12,5 cm de comprimento e 3 - 6 cm de
largura; ponta obtusa; margem serreada - dentada; peciolo curto e
extensamente alado; folhas jovens avermelhadas; flores solitarias ou
em racimos axilares, avermelhadas em forma de botdo; pétalas
brancas na parte superior e purpura abaixo. 20 - 40 estames; fruto
oblongo ou oval, 7 - 12 cm de comprimento, amarelo claro ou
dourado; casca mais ou menos grossa e com presenca de glandulas,
dependendo das variedades; sementes pequenas, ovais e
pontiagudas (OJASTI et al., 2001).

Fonte: O autor
Figura 2.2. Arvore do Citrus limon Linneo e fruto do limao.

Segundo Raquel Patro, (2007), no Brasil o limdo se

popularizou devido a sua eficidcia no combate de diversas patologias,
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tais como infeccoes, febres, aterosclerose, acidez gastrica, alteracoes
do figado e biliares entre outras, por possuir propriedades antibidtica,
antitérmica, antiinflamatoria, vermifuga, anti-séptica e

antiespasmadica.
2.1.3- Zingiber officinale Roscoe

O gengibre, também conhecido como ajengibre, jengibre
dulce (Argentina e Espanha), ginger (Estados Unidos e Inglaterra),
gingembre (Franca) € uma planta herbacea e perene, nativa do
sudeste da Asia e outros climas tropicais, que pertence a familia
Zingiberaceae (MORGAN, 1994).

A planta pode atingir 1,50 m e o rizoma - principal parte
comercial do vegetal (o 6leo também é de interesse) (Figura 2.3) é
formada por ramificagcbes horizontais, sendo usada como remédio,
condimento, matéria-prima no preparo de bebidas (incluindo
refrigerantes) e na industria de perfumaria, conhecida na Europa a
mais de 2000 anos e atualmente varios estudos tém sido publicados
relatando os seus efeitos medicinais (NASCIMENTO, 2004; ANDRADE,
2004; AMBR, 2004).

Fonte: Bildegalleri (2004).
Figura 2.3. Zingiber officinale Roscoe: Rizoma.
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2.2-0Oleos essenciais

Os odleos essenciais, também denominados de 6leos volateis,
sao misturas complexas de substancias organicas volateis, formadas
por componentes de consisténcia semelhante ao dleo. Sao
constituidos basicamente de terpenos, terpenos oxigenados,
sesquiterpenos oxigenados, acidos graxos, materiais corantes, etc.
(TELES 2003).

Os terpenos sao classificados de acordo com a quantidade de
unidades isoprénicas (C5): monoterpenos (C10); sesquiterpenos
(C15); diterpenos (C20); triterpos (C30) e carotendides (C40). Todos
os terpenos derivam de unidades do isopreno (2-metil-1,3-butadieno)
(SIMOES; SPITZER, 2004). O isopreno é composto de dois isdmeros,
o isopentenil pirofosfato (IPP) e o dimetil-alil-pirofosfato (DMAPP), os
quais se ligam entre si, originando o geranil pirofosfato (GPP), que é
o precursor de quase todos os monoterpenos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Este grande niumero de compostos quimicos presentes nos
O0leos essenciais apresentam inUmeras atividades bioldgicas,
avaliadas em varios estudos, como antiinflamatoria, pesticida,
inseticida, moluscicida, larvicida, carrapaticida, antioxidante, anti-
séptica, herbicida, antioxidante, entre outras atividades (WORWOQOOQOD,
1995; DAVIS, 1996; CHENG, 2003).

Conforme a International Standart Organization (ISO),
podemos definir como 6leos essenciais:

[...] os produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste de vapor d‘dgua, bem como os
produtos obtidos por expressao dos pericarpos de frutos
citricos (Rutacea). De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente

odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de
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Oleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias. Eles sdo assim
chamados por serem: geralmente de aparéncia oleosa e
liquidos, volateis; geralmente possuem aroma agradavel;
soluveis em solventes apolares, como o éter. Em agua,
eles apresentam solubilidade limitada, mas o suficiente
para aromatizar suas solucbes aquosas, que nesse caso

sdo denominadas hidrolatos.

Existe uma grande diferenca quimica entre dleos essenciais,
6leos vegetais e Oleos minerais. Os primeiros sao misturas de
terpenos e oxigenados, juntos com outros tipos de compostos
organicos, os oOleos vegetais sao ésteres da glicerina com Aacidos
graxos de longas cadeias, enquanto que os Oleos minerais sao
parafinas liquidas misturadas a outros hidrocarbonetos de peso
molecular elevado. (WILLIANS, 1996).

Devido a baixa solubilidade dos 6leos essenciais em agua,
ha necessidade de se utilizar um tensoativo hidrofilico, geralmente
soluvel ou dispersivel em &agua, empregado para se obter uma
emulsdo do tipo d6leo em agua (O/A). Neste trabalho utilizou-se o
TWEEN 80 como dispersante ou solubilizante dos oleos, a serem
estudados, tem como nome quimico, monooleato Sorbitan Etoxilado,
cuja formula molecular Ce4H124026, de peso molecular 1310,0 e
densidade 1,06-1,09 g/mlL, devido a caracteristica hidrofilica da
cadeia de polilioxietileno faz da linha TWEEN, tensoativos hidrofilicos,
geralmente sollveis ou dispersiveis em agua e empregados para
obter emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), como dispersantes ou
solubilizantes de dleos (Merck 13, 7664).
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2.2.1- Extracao de oleo

A determinacao das condicOes de extracao de dleos volateis é
uma etapa muito importante, por ser um fator determinante na
relagdo entre a composicdo quimica e a qualidade do dleo extraido,
embora todas as partes de uma planta possam acumular o6leo
essencial, sua composicao pode variar segundo a localizacao na
planta (SIMOES et. al., 2007).

Segundo Mouchrek Filho (2000), o tempo de extracao do
o0leo essencial € um dos principais parametros fisico-quimicos da
industria de esséncias, no que se refere a qualidade e a natureza
econdémica. Por isso, uma destilacdo rapida pode conduzir a um
produto contendo predominantemente constituintes mais volateis,
porém destituido das melhores caracteristicas; ao contrario, uma
extracdo prolongada encarece o produto e também pode
sobrecarrega-lo de compostos de aromas indesejaveis (CHAAR,
2000).

Existem varios métodos de extracdo dos Oleos essenciais,
variando de acordo com a regiao da planta em que ele se encontra, e
com a proposta de utilizagao do mesmo. Os mais comuns sao:
enfloracdao, prensagem, extragdo com solventes organicos, extragao
por fluido supercritico e arraste por vapor d’agua (MOUCHREK FILHO,
2000).

A enfloracao € 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 6leo de alto valor
comercial. E empregada para extrair 6leo essencial de pétalas de
flores onde as pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente,
sobre uma camada de gordura, durante certo tempo. Em seguida,

estas pétalas esgotadas sao substituidas por novas até a saturagao
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total, quando a gordura é tratada com 4&lcool. Para se obter o dleo
essencial, o alcool é destilado a baixa temperatura e o produto assim
obtido possuem alto valor comercial (WILLIANS, 1996).

Na prensagem, os pericarpos de frutos citricos sdo
prensados e a camada que contém o Oleo essencial &, entdo,
separada. Posteriormente, o 6leo essencial é separado da emulsao
formada com a agua por decantacdo, centrifugacdo ou destilacao
fracionada (SIMOES; SPITZER, 2004)

A extracdo de Obleos essenciais com solventes organicos
envolve o uso de compostos como o éter etilico, éter de petrdleo ou
diclorometano que, entretanto, extraem outros compostos lipofilicos,
além do Odleo essencial. Por isso, os produtos obtidos assim
raramente possuem valor comercial (SIMOES; SPITZER, 2004).

Pela extracdo por fluido supercritico consegue-se recuperar
os aromas naturais de varios tipos ndao somente 6leo essencial, de
modo bastante eficiente e, atualmente, € um dos métodos de escolha
para extracao industrial de d&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, é
primeiramente liquefeito 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 andloga a de um gas,
mas sua capacidade de dissolucao € elevada como a de um liquido.
Uma vez efetuada a extragao, faz-se o CO, retornar ao estado
gasoso, resultando na sua total eliminacdo (SIMOES; SPITZER,
2004).

A extracdo por arraste por vapor d’dgua é um dos métodos
mais simples e mais utilizados. Na industria de dleos essenciais
existem trés tipos de extracdes, distinguidas pela forma como se

estabelece o contato entre a amostra e a agua, na fase liquida ou de
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vapor; a primeira é chamada de hidrodestilagao, 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 destilagao
pelo vapor de dgua, onde a amostra é colocada em uma caldeira e o
vapor de agua ali injetado provém de um gerador proprio,
independente (WILLIANS, 1996).

A industria utiliza, de preferéncia, o vapor d’agua por ser
reduzido o contato com a 4&gua, relativamente aos métodos
anteriores, é menos acentuada a hidrdlise dos ésteres e a
polimerizacdo de outros constituintes, em particular dos aldeidos
(WILLIANS, 1996).

2.2.2- Analises dos componentes dos 6leos essenciais

A anadlise quimica de separacao e identificagcdo dos
constituintes dos dleos é feita por meio de técnicas de cromatografia
gasosa(CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ROBLES,
1998; WEYERSTAHL, 1998; KIRK, 1981) e espectroscépicas
(SILVERSTEIN, 2007), dentre as quais as mais freqlentes sao a
espectrofotometria de ultravioleta (UV), infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio(RMNH!) e de carbono
13 (RMN C!®) e a espectrometria de massas (EM), além do uso de
bibliotecas contendo informagdes existentes na literatura de um
grande numero de substancias ja conhecidas (KOLLMANNSBERGER,
1993; DI STASI, 1996; FAJARDO, 1997; CAVICCHIOLI, 1986;
WEYERSTAHL et al., 1998; SILVERSTEIN, 2007).

A cromatografia gasosa permite determinar,
qualitativamente e quantitativamente, as fragdes individuais que

podem ser observadas nos cromatogramas (SCHREIER, 1984;
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LANCAS, 1993). Como os 6leos sdo misturas complexas, requer uma
aplicacdao de métodos analiticos mais modernos e instrumentagao
adequadas. A técnica baseia-se na separacdao da mistura em
componentes individuais, na distribuicao dos componentes da
amostra entre a fase estacionaria (sélido ou liquido) e uma fase
movel (gas ou liquido) (SCHREIER, 1984; LANCAS, 1993).

A absorgao molecular na regiao do UV e do Vis depende da
estrutura eletronica da molécula. A absorcao de energia é quantizada
e conduz a passagem dos elétrons de orbitais do estado fundamental
para orbitais de maior energia em estado excitado. Para muitas
estruturas eletrénicas esta absorcao ocorre em uma porgao acessivel
do UV. Na pratica, a espectrofotometria no UV é limitada, na maior
parte, aos sistemas conjugados (SILVERSTEIN, 2007).

Como alternativa para avaliagcdes cromatograficas de
compostos volateis, podem ser usadas técnicas que proporcionam
informacao direta acerca da composicao de uma amostra particular
sem prévia separacdao dos componentes, isto &, os métodos
espectroscopicos complementares. A  espectroscopia no
infravermelho pode ser usada para obter informagdes acerca dos
grupos funcionais da composicao dos 6leos essenciais, principalmente
grupos contendo oxigénio, uma vez que as vibragdes moleculares sao
perceptiveis nessa regidao do espectro. Apesar de ser uma técnica
altamente sensivel, é pouco seletiva no caso de misturas de
multicomponentes e dificeis para fazer medidas quantitativas de
concentragdes de componentes individuais (RALPH, 1983).

A espectroscopia na regiao do infravermelho (IV) € uma das
ferramentas mais comuns para a identificagdgo de compostos
organicos e inorganicos puros, pois, com excecao de poucas
moléculas homonucleares, tais como 0., N; e Cl,, todas as espécies

moleculares absorvem radiacdo no IV. A intensidade de absorgao é
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uma fungao da variagao do momento de dipolo envolvido na vibragao
(CRACKER, 1987).

Duas categorias basicas de vibragcdes moleculares sao
conhecidas: as vibragoes de deformacgoes axiais e as de deformacgoes
angulares. Uma vibragao de deformacao axial (estiramento) envolve
uma mudanga continua na distancia interatdmica ao longo do eixo da
ligacdo entre dois atomos. Vibracbes de deformacao angular sdo
caracterizadas pela mudanga no angulo entre duas ligacdes. O
espectro IV é obtido depois que uma transformacdao de Fourier
converte o interferograma do dominio do tempo a forma mais familiar
do dominio de freqliéncias. O interferograma é uma série oscilatoria
de combinacdes destrutivas ou construtivas, resultando de uma
variagao completa de comprimentos de onda (SILVERSTEIN, 2007).

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 € grande o suficiente para permitir a
obtencao de diversos espectros de massas por pico eluido no
cromatdégrafo (ADAMS, 2007).

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
fragmentacdbes dos componentes individuais separados (ADAMS,
2007).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente
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usada em espectrometria de massas, um espectrometro de massas
bombardeia moléculas na fase vapor com um feixe de elétrons de
alta energia e registra o resultado do impacto dos elétrons como um
espectro de ions separados na base da razao massa/carga (m/z). A
maior parte dos ions formados tem carga unitaria. Os espectros de
massas sao obtidos rotineiramente com o uso de um feixe eletronico
de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em
fase gasosa é a remocao de um Unico elétron pelo feixe, com
formagao do ion molecular, um cation-radical (M+). O ponto simples
representa o elétron desemparelhado. A maior parte dos ions
desintegra-se em 10*° - 10 s, dando, no caso mais simples, um
fragmento carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se
certo nimero de fragmentos iGnicos que podem ser posteriormente

decompostos em fragmentos menores (SILVERSTEIN, 2007).

2.2.3- Oleo essencial da Pimenta diéica Lindl

O componente quimico majoritario do oleo essencial
extraido das folhas de Pimenta didica Lindl é o eugenol (Figura 2.4),
um liquido fracamente amarelado, que escurece ao ar, com aroma de
cravo, e com sabor ardente e picante. (MOUCHREK FILHO, 2000).
Este €& muito usado como flavorizante (CRAVEIRO, 1981),
antioxidante (FAJARDO, 1997), antiespasmoédico (MOUCHREK FILHO,
2000), anti-séptico, agente bactericida, fungicida, inibidor
inflamatorio (OMS, 2002), antialérgico, na composicao de cosméticos
assim como no tratamento de AIDS (MONTEIRO, 2004) e atrativo de
insetos (MONTEIRO, 2008).
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Fonte: O autor
Figura 2.4. Férmula estrutural do eugenol.

2.2.4- Oleo essencial do Citrus limon Linneo

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais de frutas citricas
compreende hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos e
monoterpénicos oxigenados. O dleo volatil da casca do fruto e das
folhas de Citrus limon L. é rico em limoneno, b-pineno, g-terpineno,
terpinoleno, neral e geranial (GHELARDINI et al., 1999; BISSET;
VEKIARI et al., 2002).

O Limoneno (IUPAC: 1-metil-4-isopropenilcilohex-1-eno), é
o componente quimico majoritario, uma substancia quimica,
organica, natural, pertencente a familia dos terpenos, classe dos
monoterpenos, de formula molecular CioHis, encontrado em frutas
citricas (cascas principalmente de limdes e laranjas), volatil, por isso
responsavel pelo cheiro que essas frutas apresentam.

Por possuir um centro quiral, concretamente um carbono
assimétrico, apresenta isomeria Optica. Portanto, existem dois
isbmeros Opticos: o d - limoneno e o | - limoneno. A nomenclatura
IUPAC correta é R - limoneno e S - limoneno (Figura 2.5), porém se

emprega com mais freqténcia os prefixos d e | ou alfa e beta.
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Fonte: O autor
Figura 2.5. Formula estrutural do Limoneno.

2.2.5- Oleo essencial do Gengibre, Zingiber officinale Roscoe

Segundo Araujo (1999) o componente majoritario do dleo
essencial de gengibre é o zingibereno (CisH24) (Figura 2.6), em média
30% presente no 6leo. Por conseguinte, Morgan (1994) relata que
grande parte das atividades farmacoldgicas encontradas nos extratos
da planta é isolada dos rizomas e algumas fracdes de seus principios
ativos sao: citral, 1,8-cineol, zingibereno, bisaboleno, geraniol,
acetato de geranila, gingerol, shogaol, zingiberol, canfeno,
felandreno, borneiol, lilanol, acetatos e caprilatos de zingiberol; além
de aldeidos e cetonas.

O gingerol é descrito na literatura como principio ativo que
da ao gengibre seu sabor caracteristico e marcante (adocicado e
ardente) (MORGAN, 1994 e ANDRADE, 2004). A respeito desse
constituinte, o extrato de 6-gingerol possui comprovada atividade
contra larvas Shistosoma mansoni (ALEJO et al., 1999).

Hammer et al. (1999) estudaram diversos 6leos essenciais
frente a bactérias gram positivas e gram negativas e a atividade
antibacteriana do éleo de gengibre foi comprovada para Enterococcus

faecalis e Klebsiella pneumoniae, dentre outros microrganismos.
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Fonte: O autor
Figura 2.6. Formula estrutural do zingibereno

2.2.6- Aplicabilidade industrial

As industrias utilizam os 6leos essenciais para conferir
aromas especiais em inumeros produtos, tais como perfumes,
cosméticos, sabonetes, condimentos e etc., como também para
mascarar odores desagradaveis em ambientes de trabalho e
instalacbes sanitarias, e muito usadas como insumos em diversos
produtos das industrias de plasticos, tintas, borrachas, inseticidas e
outras. (TELES, 2003).

2.3- Esquistossomose

A esquistossomose, conhecida como barriga d’agua, xistosa,
doenca do caramujo, xistosomose transmitida por caramujo, da
espécie Biomphalaria glabrata (RAGHAVAN et al, 2003). E uma
doenca complexa devido aos seus variados fatores causais e sua
ampla distribuicdo geografica, motivo pelo qual se encontra inserida
no contexto das doencas consideradas problema de saulde publica
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1994).

No Brasil, a esquistossomose mansoOnica é endémica em
vasta extensdo do territério, porque acomete milhdes de pessoas,

provocando, anualmente, um numero expressivo de formas graves e
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dbitos. (MINISTERIO DA SAUDE, 1995). Considera-se uma doenca
endémica, aquela que existe constantemente em determinado lugar,
atacando um nudmero maior ou menor de individuos; ja epidemia
refere-se ao ataque rapido de uma doenga, que acomete um grande
numero de pessoas ao mesmo tempo. A epidemia pode, também, ser
o surto de agravamento de uma endemia (MINISTERIO DA SAUDE,
1995).

A doenga ocorre em localidades sem saneamento ou com
saneamento basico inadequado, sendo adquirida pela pele e pelas
mucosas devido ao contato do homem com aguas contaminadas com
as formas infectantes de S. mansoni (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Entretanto, para que ocorra a transmissao da doenga, é
indispensavel a presenca do homem na condicao de hospedeiro
definitivo, que excreta os ovos do verme pelas fezes, e dos
caramujos aquaticos do género Biomphalaria, que atuam como
hospedeiros intermediarios, liberando as larvas infectantes do
Schistosoma mansoni nas colegdes hidricas utilizadas pelos seres
humanos susceptiveis & doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

A presenca do hospedeiro intermediario constitui condicao
necessaria e indispensavel para que se desenvolva o ciclo do
parasita. Atualmente, existem dez espécies e uma subespécie do
género Biomphalaria e, destas, trés sao hospedeiras intermediarias
naturais (B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea) (Figura 2.7) e
duas (B. amazonica e B. peregrina) sao hospedeiras intermediarias
potenciais, uma vez que sé se infectam experimentalmente
(MINISTERIO DA SAUDE, 1995).
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Fonte: Surveillance and Control of Mollusks with Epidemiological Importance:
technical directives: Schistosomiasis.
Figura 2.7. (a) B. Glabrata, (b) B.straminea e (c) B. Tenagophila.

O Biomphalaria glabrata (Figura 2.8), reconhecido
popularmente como caramujo, pertencente ao reino Animalia, da
classe Gastropoda, e da familia Planorbidea é um importante vetor do
Schistosoma mansoni nas Américas, devido ao alto potencial
biolégico de infeccdo natural e vasta distribuicdo (SOUZA et al.,
1995; BARBOSA et al., 2000), sendo encontrado em todos os Estados
brasileiros desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul e também em
algumas areas do Para, Maranhdo e Piaui, ao norte e Goids e Mato

Grosso no Centro-Oeste.

Fonte: O autor
Figura 2.8. Caramujo da espécie Biomphalaria glabrata
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Os indices elevados da esquistossomose mansonica
correspondem, na maioria dos casos, a presenca do molusco B.
glabrata, principal hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni
(COUTO, 2005).

Segundo Santos et al., (2007), a esquistossomose se
enquadra nas chamadas doencas negligenciaveis. Portanto, os
estudos com plantas com propriedades moluscicidas, que sejam de
facil acesso a populacdo, representa uma forma de redugao do risco
de transmissao da esquistossomose, pois age diretamente no ciclo da
doenca e constitui-se uma alternativa de baixo custo (LEMMICH et
al., 1995; LUNA et al., 2006).

2.3.1- Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo acontece de duas formas, uma no interior

do caramujo e outra no interior do homem (Figura 2.9).

Esquistossomose
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Fonte: Filo Platelmintes 2009
Figura 2.9. Ciclo evolutivo
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O homem, quando doente, elimina ovos do verme pelas
fezes. Estes, em contato com a agua, rompem-se e libertam o
miracidio (Figura 2.10) que é a larva ciliada, que nada ativamente,

penetrando no caramujo onde penetram pelo tegumento.

Fonte: Sinclair Stammers/OMS/TDR
Figura 2.10. (a) Os ovos e (b) O miracidio.

Por reproducdao assexuada, os miracidios transformam-se
em esporocistos primarios, que produzem internamente esporocistos
secundarios; estes desenvolvem cercarias de cauda bifurcada apds 25
a 35 dias (Figura 2.11).

Fonte: Sinclair Stammers/OMS/TDR
Figura 2.11. Cercaria da S.mansoni.
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As cercarias, por estimulo de luz e calor, deixam o caramujo
e passam para a agua, onde nadam a procura de contato com o
hospedeiro vertebrado; neste penetram ativamente através da pele e
perdem a cauda. Apds a penetracdo no vertebrado, as cercarias dao
origem a esquistossOmulos, que podem ser destruidos na derme, ou
ganhar a circulagao geral, sendo arrastadas para 0 coragao e
pulmdes, de onde migram ativamente até o figado. Ao chegar no
sistema porta intra-hepatico, os esquistossomulos desenvolvem-se
até a fase adulta 28 a 48 dias apdés a penetracdao no 6rgao. Os
vermes adultos machos e fémeas acasalam-se e migram para as
vénulas da parede intestinal, caminhando contra a corrente
sanguinea da veia porta e das veias mesentéricas. As fémeas
eliminam ovos um a um, em fila, até 300 por dia. Em torno de 22%
dos ovos chega a luz intestinal e saem com as fezes, e o restante fica
retido nos tecidos do figado e paredes do intestino, dando origem a
granulomas. Os parasitos podem viver de 20 a 25 anos no organismo
humano nao tratado (CUNHA, 1970; SOUZA; LIMA, 1990; REY,
2001).

2.4- Atividade moluscicida

Para ser considerada moluscicida a substancia deve eliminar
0 caramujo em todas as fases do seu ciclo de vida e no seu habitat
natural, possuir baixas concentracdes, baixo custo, ser estavel no
armazenamento em condigOes tropicais; facil de transportar e
aplicar; ter acdo letal seletiva a caramujos, ser inécuo para o
homem, animais domeésticos, peixes e plantas, ndo sofrer
decomposicdo na agua e no solo e ser estavel em condicdes de
temperatura e irradiagao solar (WHO, 1965, 1983 e 2002).

O ciclo do Schistosoma mansoni pode ser interrompido com
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a utilizacdo de plantas ricas em substancias moluscicidas que sao
eficazes no controle do caramujo (CARVALHO et al., 1998; RUG,
RUPPEL, 2000). Esses estudos com extratos vegetais, visando a
obtencdo de moluscicidas tém sido realizados de acordo com as
especificacdes da Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1965, 1983,
2002), afim de padronizar os ensaios fitoquimicos publicou um guia
de avaliacao de plantas com potencial moluscicida, onde define que
um bom moluscicida deve apresentar efeito toxico em moluscos
adultos em concentragdo menor ou igual a 20 mg.L! do extrato
soltivel e menor ou igual a 100 mg.L™! do extrato bruto, além de ser
atoxico para os demais organismos do meio.

A Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1983) recomenda
que, apds a identificacdo de uma espécie com potencial moluscicida,
sejam realizados estudos do perfil quimico do vegetal, seguido da
identificacdo da estrutura quimica responsavel pela acao moluscicida,
ensaios em campo, de estabilidade do composto e de toxicidade. Nao
existe uma ordem determinada para esses estudos.

No passado, diversos produtos foram testados e utilizados
em campo, porém somente a niclosamida € aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (CAS n.° 50-65-7) como
agente moluscicida e permanece disponivel comercialmente
(MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

A niclosamida (Figura 2.12), substancia comercialmente
conhecida como Bayluscide, com nomenclatura (IUPAC) de 2’,5-
dicloro-4'-nitrosalicilanilida, férmula molecular C;3HgCI2N>O4, de uso
exclusivo em Campanhas de Saude Publica, no controle da
esquistossomose, no combate aos caramujos vetores, sendo no
Brasil, usada sob a responsabilidade da Fundacao Nacional de Saude.
A sua baixa seletividade, podendo ser toxica também sobre outras

espécies da fauna e flora e a resisténcia de caramujos a essa
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substancia fazem com que aumente a procura por substadncias de
origem vegetal, facilmente biodegradaveis e com baixa toxicidade
(NEVES, 2004).

HO

I

O,N NH—C
W

Cl Cl

Fonte: O autor
Figura 2.12. Féormula estrutural da niclosamida

Os caramujos sao considerados mortos quando a sua massa
cefalopodal estiver retraida para o interior da concha, liberar a
hemolinfa ou entdo estiver inchada e estendendo o cefaldpode para
fora da concha (MCCULLOUGH et al., 1980).

Segundo Chifundera et al., (1993), as substancias como
terpendides, esterdides e saponinas, oriundas do metabolismo
secundario dos vegetais, sdo potenciais agentes moluscicidas. Ao
testar as saponinas extraidas de Agave decipiens, Abdel-Gawad,
(1999), obteve 90% de mortalidade de Biomphalaria alexandrina
(espécie transmissora da esquistossomose no Egito).

As pesquisas realizadas por Jurberg et al., (1989) com 344
espécies, distribuidas em 73 familias, demonstraram mortalidade de
20% a 100%, nas concentracdes variaram de 0,5 mg/L a 20 mg/L,
ou seja, dentro dos critérios estabelecidos pela OMS. As seguintes
espécies, mostraram bons resultados: Anacardium ocidentale,
Dasyphylium brasiliensis, Delonix regla, Eclipta alba, Euphorbia
cotinifolia, Euphorbia splendens, Euphorbia splendens var. Hisiopil,
Euphorbia tirucalli, Macrosiphonia guaranitica, Magonia pubenscens,

Pithercolobium multiflocum e Buta gryeolens.
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Luna (2005) estudando 23 espécies de plantas da regido
nordeste sobre o molusco B. glabrata, dessas, o extrato das folhas de
Annona muricata (graviola Annonaceae) na concentracao de 100
mg.L! foi eficaz em 100% na mortalidade dos moluscos adultos. A
suspensao aquosa das folhas, sementes e cascas das raizes do
Guaiacum officinale, apresentaram 100% de mortalidade para
moluscos do género B. glabrata, nas concentracdes de 20, 50 e
100mg.L™* (MENDES et. al., 1993). Pinheiro et al (2003), testando a
atividade moluscicida do extrato metandlico de Kielmeyera variabilis
Mart numa concentracao de 12,5, 25, 50 e 100mg.L'1 foi eficaz em
100%. Para o extrato de Magonia pubescens na concentragao de 25
mg.L?, Corréa, Bezerra et al, (2006) obteve 100% de mortalidade
dos moluscos. Estudos realizados por Araujo (2008) do acido Usnico
extraido da Cladonia substellata Vainio numa concentracao de 10
mg.L? demonstraram uma mortalidade de 100% dos moluscos. Silva
Filho et al (2009), estudando o extrato de curcuma (Curcuma longa
L.. Zingiberacea) obteve um indice de mortalidade de 94% para uma
concentracdo de 70 mg.L™.

Algumas espécies como Piper marginatum produzem
substancias de composicao quimica e acdao conhecidas, que agem
como moluscicida e cercaricida, e tem atividades antiespasmaddicas
com acdo seletiva em receptores muscarinicos e histaminérgicos da
musculatura lisa ileal, enquanto Piper nigrum produz compostos com
ampla utilizacao como estimulante indutor da secrecao de bile,

combate a cdlera, flatuléncia, diarréia e artrite (Maia 2002).

2.5- Toxicidade

Segundo Forbes e Forbes (1994), o teste de toxicidade tem

como finalidade avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas
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bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias.

Existem diversos ensaios que podem avaliar os efeitos
toxicos de extratos ou substancias isoladas de plantas. No extrato, os
orgaos de defesa de animais e os altos custos dos ensaios “in vivo”
vem estimulando a substituicao destes por testes “in vitro”. Dentre
estes; tem-se destacados o0 ensaio de letalidade com o
microcrustaceo Artemia salina, que além de avaliar toxicidade geral,
pode detectar compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et
al., 1982).

Testes utilizando como bioindicador a Artemia salina ja
foram realizados por pesquisadores como, Ruiz et al. (2005), Santos
et al. (2007), Silva-Filho et al. (2009). Os oOleos essenciais em
estudos foram submetidos ao bioensaio com Artemia salina para
verificar a toxicidade frente a outros organismos que coabitam com
caramujos.

A Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo da
ordem Anostracea. Esta espécie é utilizada em testes de toxicidade
devido a sua capacidade de formar cistos dormentes, fornecendo
desse modo material bioldgico que pode ser armazenado durante
longos periodos de tempo sem perda de viabilidade e sem
necessidade de se manterem culturas continuas de organismo-teste.
E uma espécie de facil manipulacdo em laboratério e baixo custo
econdmico (CALOW, 1993).

O bioensaio de toxicidade com Artemia salina € em geral
simples, rapido, sensivel e barato, e consiste na estimativa da
concentragdao de uma substancia através da medida de uma resposta
bioldgica, na qual existe apenas dois parametro envolvido: vida ou
morte. O ensaio de letalidade permite a avaliagao da toxicidade
aguda e, portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar

no estudo de compostos com potencial atividade bioldgica, sendo
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atualmente aceito pela comunidade cientifica (CAVALCANTE et al.,
2001). Pode ser util também para prever a toxicidade de extratos de
plantas e orientar seu fracionamento fitoquimico (CACERES, 1996).

A Artemia salina vive em aguas salinas e salobras de todo o
mundo. Possui quatro estagios de desenvolvimento (ovo, nauplio,
metanduplio e adulto) e alguns mecanismos de adaptacao que as
tornam cosmopolitas, como a osmorregulagao, a presenca de
pigmentos respiratérios como alternativas reprodutivas que facilitam
a dispersao e a perpetuacao dessa espécie. Os individuos adultos
apresentam notavel dimorfismo sexual e, em condi¢cdes adequadas, é
possivel eclodir simultaneamente as larvas em cultura. O custo da
implantacdo e manutencao da cultura de Artemia salina é muito
baixo, o que faz desta, um excelente modelo experimental, utilizado
nas mais diversas areas da biologia. Artemia salina é amplamente
conhecida como indicador de toxicidade em um bioensaio (Brine
Shrimp Test), utilizando-se a Concentracdo Letal Média (CLsg) como
parametro de avaliacdo da atividade bioldgica (toxicidade) de um
composto ou extrato natural (LOPES et al., 2002).

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre
Artemia salina com atividades como antifuUngica, viruscida e
antimicrobiana (MacRae, et al 1988), parasiticida (Sahpaz et al
1994), entre outras. McLaughlin, et al (1995) e colaboradores tém
utilizado sistematicamente este bioensaio na avaliagdo prévia de
extratos de plantas conhecidas como antitumorais. As fracdes ou
substancias ativas sdo posteriormente testadas em diferentes
culturas de células tumorais, obtendo-se uma boa correlacdo.

Pesquisadores utilizam sistematicamente este bioensaio na
avaliacdo prévia de extratos de plantas conhecidas como antitumorais
(Meyer et al., 1982; Mclaughlin et al., 1993), mostrando-se boa

correlacdo para substancias com Clsg < 10° mg.L™.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Caracterizar guimicamente os 6leos essenciais extraidos das

folhas de Pimenta dioica Lindl, da casca do Citrus limon Linneo e do

rizoma de Zingiber officinale Roscoe avaliando a toxicidade e testando

atividade moluscicida.

3.2- Objetivos especificos

UFPB

> Extrair quantitativamente os 6leos essenciais;

Caracterizar os 0Oleos por processo fisico quimico,
espectrometria vibracional na regiao do infravermelho e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de

massas;
Avaliar a atividade moluscicida dos 6leos essenciais,
utilizando o método preconizado pela Organizagao Mundial

de Saude (OMS);

Avaliar a concentragdo letal (CLsp) dos dleos essenciais;

Testar os odleos essenciais quanto a toxicidade frente a

Artemia salina.
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4-PARTE EXPERIMENTAL

Esses estudos foram desenvolvidos no Laboratério de
Combustiveis e Materiais (LACOM) na Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) em parceria com o Laboratério de Fisico-Quimica de
Alimentos do Pavilhdao Tecnolégico da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA), Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada (NIBA) da
Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) e Central Analitica da

Unicamp.

4.1- MATERIAIS

Esta pesquisa envolveu a utilizacao de equipamentos usuais
em um tratamento analitico de plantas aromaticas e em testes de

atividade moluscicida e toxicidade.

4.1.1- Moinho elétrico

Utilizou-se o moinho elétrico Tecnal, modelo TE-340 para a
trituracdo da amostra da Pimenta didica Lindl e um triturador para as

amostras do Citrus Limon Linneo e Zingiber officinale Roscoe.

4.1.2- Extrator de Clevenger
Para a extragcao dos 6leos essenciais foi utilizado um extrator de

Clevenger de vidro, acoplado a um balao de fundo redondo com uma

manta aquecedora como fonte de calor.
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4.1.3- Coletor dos moluscos
O coletor consiste de uma concha associada a um cabo de
madeira.

4.1.4- Reservatorio dos moluscos

A armazenagem dos moluscos é feita em aquarios de vidro

com agua desclorada.

4.1.5- Expositor dos moluscos a luz

A exposicao dos moluscos é realizada em suportes metalicos,

com trés lampadas de 60 W.

4.1.6- Estereoscopio de analise

A andlise é realizada em lupa STEMI SV6 marca ZEISS
GERMANY.

4.1.7- Refratometro

Utilizou-se um refratdmetro de ABBE, modelo 2 WAJ, para as

medidas de indice de refracao.

4.1.8- Balanga digital

As pesagens foram realizadas em balanga digital MARTE AL

500, com precisdo de 10™ unidades.
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4.1.9- Pichometro

Um frasco de vidro especialmente confeccionado e aferido

para 1mL.

4.1.10- Espectrofotometro de infravermelho

Utilizou-se um espectrofotometro IR PRESTIGE-21, FOURIER
TRANSFORM INFRARED ESPECTROPHOTOMETER SHIMADZU.

4.1.11- Cromatdégrafo a gas acoplado a espectrometro de

massas

Os odleos essenciais foram analisados em um equipamento
GC/EM, HP 5880, HEWLETT PACKARD.

4.2- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

As metodologias realizadas nos experimentos deste

trabalho sao descritos a sequir.

4.2.1- COLETA DAS AMOSTRAS

4.2.1.1- Folhas da planta: Pimenta dioica LindlI

As folhas foram coletadas na Cooperativa Agricola Mista do
Projeto Onga LTDA, no municipio de Taperoa-BA, Brasil, em abril de
2009, registrada nos arquivos botanicos do Instituto
o

Biodindmico(IBD) de Botucatu de acordo com certificado n

CA021205, armazenadas em recipientes plasticos e transportados
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para o Laboratério de Fisico Quimica de Alimentos do Pavilhao
Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), onde
foram secas em temperatura ambiente, trituradas (em pd) e

recolocadas no frasco para futura extracdao do dleo essencial.

4.2.1.2- Frutos da planta: Citrus limon Linneo

Os frutos do limdo foram coletados no bairro do Sa Viana,
situado na regido da periferia do municipio de S3o Luis-Ma,
diretamente do pé de limoeiro, sem uso de qualquer agrotéxico.

O galho e os frutos do limoeiro foram identificados como
Citrus limon Linneo, registrado no Herbdrium - Atico Seabra da
Universidade Federal do Maranhao (UFMA) sob o numero 100379,
levados ao Laboratério de Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhao
Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhao (UFMA) para retirar

as cascas dos frutos, triturar e extrair o 6leo essencial.
4.2.1.3- Rizoma da planta: Zingiber Officinale Roscoe

Os rizomas de gengibre foram obtidos em supermercado da
rede varejista de Sdo Luis-Ma, identificados como zingiber officiale
Roscoe, registrado no Herbarium - Atico Seabra da Universidade
Federal do Maranhdao (UFMA) sob o numero 1678, levados ao
Laboratério de Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhdo Tecnoldgico
da Universidade Federal do Maranhao (UFMA) para trituragcao e

extracao do éleo essencial.
4.2.2- EXTRAGCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os dleos essenciais foram extraidos por hidrodestilagdo em
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sistema de Clevenger de vidro acoplado a um baldao de fundo redondo
de 1000 mL, com uma manta aquecedora controlando-se a
temperatura a 100 °C. Para a extracao foram utilizados 30 gramas de
cada amostra com 300 mL de agua destilada, realizadas em triplicata
e os Oleos obtidos foram secos por meio da percolagdao com Na,;SOy,
armazenados em coletores de vidro envolto em papel aluminio sob

refrigeracao, a fim de evitar perdas de constituintes volateis.

4.2.2.1- Rendimento de extracao do 6leo essencial

O célculo do rendimento da extracdao foi avaliado de duas
formas, uma, baseado na relagao massa/volume, onde o volume foi
sendo observado no proprio sistema de extracdo, sendo feitas seis
extracdbes nos tempos 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 horas, e o
melhor tempo foi determinado em fungao do rendimento de cada dleo
essencial. A outra forma, expressa em percentagem, na relagao
massa/massa pela medida da densidade, observando o volume
maximo obtido de cada dleo por massa (g) dos vegetais em estudos,
conforme formula abaixo (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1996).

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

(1)

Onde:
V= volume total de d6leo extraido (mL)
d= densidade do 6leo (g/mL)

m= massa do vegetal (g)

4.2.3- CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICAS DOS OLEOS
ESSENCIAIS

As propriedades fisico-quimicas dos dleos essenciais
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determinadas foram a densidade, solubilidade em etanol (90% v/v),

indice de refracao, cor e aparéncia.

4.2.3.1- Densidade

Determinou-se a densidade de cada dleo essencial utilizando
um picnémetro de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde
se adicionaram as amostras a 25 °C, pesando-as em seguida (IAL,
1985).

4.2.3.2- Solubilidade em etanol (90%)

Para se determinar a solubilidade, foi colocado um volume
constante de cada 6leo e adicionando volumes proporcionais da
solucao alcodlica previamente preparada a 90% (v/v) até

solubilizacao total.

4.2.3.3- Indice de refracao

A determinacao do indice de refracao foi realizada com
auxilio de pipeta “Pasteur” de vidro para adicionar as amostras dos
O0leos diretamente sobre o prisma do refratbmetro, a uma

temperatura de 25 °C fazendo-se entao as leituras.

4.2.3.4- Cor e Aparéncia

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se
comparou a cor de cada Oleo com cores conhecidas e para a
aparéncia se fez uma inspecao do dleo no que diz respeito a sua

transparéncia ou limpidez.
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4.2.4- ANALISE ESPECTROMETRICA VIBRACIONAL NA REGIAO
DO INFRAVERMELHO

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos no
equipamento modelo IR PRESTIGE-21, operando com resolucao de
8.0 cm™ e intervalo analisado foi de 400 a 4000 cm™. Todas as
pastilhas foram preparadas misturando-se uma quantidade de
brometo de potassio (KBr) anidro com uma gota de cada dleo, essa
mistura foi triturada e prensada a alta pressao com auxilio de uma
prensa hidraulica, para garantir que fique translicida, ou seja,

garanta a passagem da luz.

4.2.5- ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Os constituintes dos 6leos essenciais foram identificados por
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM)
na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual
de Campinas. Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 pL de
diclorometano (pureza 99,9%). As condicdes de analise foram as
seguintes:

> Método : Adams.M;

» Volume injetado: 0,3 uL;

» Coluna : Capilar HP-5MS (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano
) (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), nas dimensodes
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm);

> Gas de arraste : He (99,9995); 1,0 mL/min;

> Injetor : 280 °C, modo Split (1:10);

» Forno : 40°C (5,0 min.) até 240 °C numa taxa de 4 °C .min*,
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de 240 °C até 300 °C (7,5 min) numa taxa de 8°C.min™* );
tr = 60,0 min;
> Detector : EM!; EI (70 eV)
Modo varredura (0,5 seg/scan),
Faixa de massas: 40 — 500 daltons (uma)
Linha transferéncia: 280 °C.
Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min

lEspectrémetro de massas tipo quadrupolo linear.

Para a identificacao dos compostos na amostra utilizou-se o
programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass &

Identification System).

4.2.6- AMOSTRAGEM DOS CARAMUJIOS

As amostras dos caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata foram capturados nos periodos chuvosos de janeiro a junho
dos anos de 2009 e 2010, nas areas com baixo saneamento no bairro
Sa Viana, Sao Luis-Ma, com utilizacdo de EPI's (equipamento de
protecao individual).

A técnica de coleta foi realizada de acordo com proposta de
Brasil (2007), efetuando uma varredura com uma concha nas areas
submersas e o0s caramujos capturados foram recolhidos em um
recipiente de vidro com tampa, com agua do préprio criadouro. A
busca dos mesmos foi realizada em diversos pontos de cada
criadouro, a fim de obter uma boa amostragem e depois levados para
o NIBA (Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada) da UFMA, para

posteriores analises.

UFPB Tese de Doutorado — Romer Pessda Fernandes



43

4.2.6.1- Analise para testar positividade dos caramujos

Os caramujos foram mantidos em laboratério por 30 dias
sendo analisados a cada 07 dias, para confirmacdo da auséncia de
infeccao por Schistossoma mansoni. Para isso, foram colocados 05
caramujos em recipientes de vidro transparente com 25 mL de agua
desclorada, ou seja, 5 mL/caramujo, exposto a luz (lampadas de 60
W) por uma hora com uma distancia de 30 cm para estimular a
liberacdo das cercarias (SMITHERS; TERRY, (1965) apud SOUZA,
(1992)) e levados para serem analisados, através de visualizagao
com auxilio de uma lupa estereoscépica (8x), aqueles que estavam
parasitados (positivos) eram etiquetados e separados para futura
anadlise individual e os que ndo apresentaram sinais de infeccao pelo
trematddeo no periodo de 30 dias foram selecionados para o teste de

atividade moluscicida.

4.2.6.2- Teste para atividade moluscicida

Para a avaliacao da atividade moluscicida foi utilizada a
técnica preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
1983), onde dois testes foram efetuados em triplicata. No primeiro,
denominado de teste piloto, preparou-se uma solucao de cada dleo
em estudo num volume de 500 mL na concentracdo de 100 mg.L" e
0,15 mL de Tween 80(tenso ativo), onde foram colocados 10
caramujos adultos, negativos para Schistossoma mansoni, obtendo-
se no final uma proporcao de 50 mL/caramujo e alimentando-os com
alface hidropbnico ad.libittum (MALEK, 1995). Os mesmos ficaram
expostos na solugao por 24 h, sob temperatura ambiente, removidos

da solugao, lavados por duas vezes com agua desclorada, colocados
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em um recipiente de vidro contendo 500 mL de agua desclorada,
alimentando-os com alface hidroponico e observados a cada 24 h, por
4 dias para avaliar a mortalidade.

No segundo teste, denominado de concentracao letal (CL),
foram preparadas solugdes de cada 6leo num volume de 500 mL nas
concentracdes de 10, 25, 50 e 75 mg.L* e 0,15 mL de Tween
80(tensoativo), utilizando-se a mesma metodologia do teste piloto.

Para o controle negativo, utilizou-se também dois testes, no
primeiro colocou-se 500 mL de agua desclorada e 10 caramujos em
um recipiente de vidro e no segundo 10 caramujos imersos em uma
solucdo com 0,15 mL de Tween 80 em 500 mL de agua destilada,
alimentando ambos com alface hidroponico e procedendo-se a analise

igualmente realizada nos testes anteriores.

4.2.6.3- Analise dos dados estatisticos do tamanho da amostra

O programa estatistico Bioestat 5.0 (2007) foi o utilizado
para o0 calculos estatisticos da amostragem de caramujos
Biomphalaria glabrata e dos seguintes parametros: diferenca minima
entre a média dos tratamentos igual 3, desvio padrao de 3,1, niumero
de tratamentos igual a 6 (Controle negativo, 100, 75, 50, 25 e 10
mg.L? ), poder do teste de 80%, nivel de significAncia (a) de 5%, e
adicionando mais 10% de possiveis perdas, entdao o tamanho
amostral ficou em 30 caramujos por tratamentos, totalizando 180
animais, assim em cada tratamento deferiu-se grupos com dez

caramujos.

4.2.7- CULTURA DE ARTEMIA SALINA

Os cistos de Artemia salina Leach foram transferidos para
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um aquario contendo solucdo salina (60 g de sal marinho/1000 mL de
agua destilada) e saturagao de oxigénio, obtido com auxilio de bomba
de ar. O aquario foi dividido em dois compartimentos interligados,
permanecendo os cistos em um dos compartimentos, deixando o
segundo compartimento sob iluminagao artificial de uma lampada de
100 W. Apds 24 h, os cistos eclodiram, as larvas migraram para o
compartimento iluminado, por fototropismo positivo. Estas foram
transferidas para um aquario contendo solugao salina e mantidas em
incubagao por mais 24 h, sob as mesmas condigdes de iluminagao e
oxigenacgao (Figura 4.1). A metodologia utilizada foi a recomendada

por Meyer (1982) com modificagoes.

Fonte: O autor
Figura 4.1. Cultura de Artemia salina Leach, (a) Filtracdao da solucdo salina, (b)
solugdo salina sobre saturacdo de oxigénio, (c) Aquario dividido em dois
compartimentos (cistos e iluminacdo e (d) Exposicdo os cistos eclodidos sob
iluminagao artificial de uma Idmpada de 100 W.

4.2.7.1- Analise da toxicidade

Para a avaliacao da letalidade de Artemia salina Leach, foi
preparada uma solucdao salina estoque de cada odleo essencial na

concentracdo de 10.000 mg.L™* e 0,02 mg de tween 80(tenso ativo).
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Aliguotas de 5, 50 e 500 pL desta foram transferidas para recipientes
e completados com solucdo salina ja preparadas anteriormente até 5
mL, obtendo-se no final concentracdes de 10, 100 e 1000 mg.L?,
respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas,
onde dez larvas na fase nauplio foram transferidas para cada um dos
recipientes. Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da solugao
salina e para o controle negativo 5 mL de uma solucdo 4 mg.L™! de
Tween 80. Apods 24 horas de exposicao, realizou-se a contagem das
larvas vivas, considerando-se mortas aquelas que nao se
movimentaram durante a observacao e nem com a leve agitagao do
frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para
classificacdo da toxicidade dos d6leos essenciais, sendo considerado
produto altamente toxico quando Clsg < 80 mg.L?, moderadamente
tédxico para 80 mg.L' < ClLsp = 250 mg.L! e levemente téxico ou

atéxico quando CLsg = 250 mg.L™.

4.2.8- ANALISE ESTATISTICA DA CONCENTRAGCAO LETAL
(CLso)

A anadlise 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 aquela, 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
para cada concentracdo testada, é construido um gréafico onde se
observa uma curva para o acumulo de animais mortos em cada

concentragdo e outra curva para o acumulo de sobreviventes.
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O ponto de intercessao entre as curvas é a Concentracao Letal 50%
(CLso), pois nesse ponto o nimero de animais sobreviventes é igual
ao numero de animais mortos (COLEGATE e MOLYNEUX, 1993).

O intervalo de confianga foi calculado segundo o método de
PIZZI (1950) no qual se constrdi 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 o0 log da dose que mata 25% das larvas. Calcula-se tambem a
variavel —h. que consiste na média das diferencas dos valores de log
das doses. Com esses dados determina-se o log do erro padrao (SE),

através da seguinte férmula:

(SE)*> = 0,79. h.[R/20] (2)

Os valores: 0,79 (encontrado no dividendo) e 20 (situado
no divisor) do quociente da radiacao acima se referem aos fatores de
conversao necessarios para calcular o erro padrao estabelecido nas
amostras. Finalmente, o valor do intervalo de confianca é igual a
2x10°F,
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- AVALIACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DOS
OLEOS ESSENCIAIS

Os parametros fisico-quimicos dos oleos essenciais sao
importantes ndao apenas para determinacao da qualidade, como
também para o controle da sua pureza. Os resultados sao

apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais estudados

. ] Oleo essencial Oleo essencial Oleo essencial
Parametros Fisico- )
_ Pimenta dioica Citrus limon zingiber officiale
quimicos
Lindl Linneo Roscoe
Densidade (g/mL) 0,982 0,822 0,859
Indice de refracdo
1,5185 1,4754 1,5101
(ND 25°)
Solubilidade em &lcool a
1:2 1:3 1:5
90% (v/v)
Cor Amarelo Incolor Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido
Rendimento (m/m) (%) 1,80 0,96 0,71

Investigando os componentes do 6leo extraido do rizoma do
gengibre, Miyazawa e Kameoka (1988) obtiveram um valor da
densidade de 0,9714 g.mL™ e Martins (2009) de 0,822 g.mL. Para o
indice de refracao, Tripathi, Dubey e Shukla (2008) obtiveram um
valor de 1,4842 e Martins (2009) de 1,4826. No que diz respeito a
solubilidade, o valor obtido por Martins (2009) foi de 1:5 (alcool 90
%).

Para os componentes do 6leo extraido das folhas da Pimenta
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didica Lindl, Mouchrek Filho (2000), Sobrinho (2007) e Carvalho
(2009), obtiveram os mesmos valores da densidade de 0,980 g.mL™,
Diniz Junior (2008) um valor da densidade de 0,982 g.mL™. Para o
indice de refracdo, Mouchrek Filho (2000) e Carvalho (2009)
obtiveram os mesmos valores de 1,515, Sobrinho (2007) de 1,521 e
Ribeiro (2009) de 1,525. Para a solubilidade, Mouchrek Filho (2000),
Sobrinho (2007), Diniz Junior (2008) e Carvalho (2009) encontraram
valores semelhantes de 1:2(alcool 70 %).

Segundo Kesterson et al. (1971), pesquisando os
componentes do 6leo extraido do Citrus limon Linneo encontrou como
indice de refracdo, minimo de 1,4738 e maximo de 1,4745, para
Liberti et al. (1973) a densidade a 20 °C foi de 0,875 e o indice de
refracdo minimo de 1,4720 e maximo de 1,4753, para Di Giacomo et
al. (1994), a densidade a 15 °C foi de 0,8572 e 0,8590 e para o
indice de refracdo a 15 °C o minimo foi de 1,4734 e o maximo de
1,4765 e Oliveira et al. (2010), a densidade 0,85 g.mL?, solubilidade
em alcool 90 % na proporcao 1:6 (v/v), indice de refracao 1,46 e
rendimento 2,5 %.

Comparando os valores para os Oleos essenciais estudados
com os da literatura, pode-se observar que houve uma similaridade
entre eles, no que diz respeito aos parametros analisados. As
pequenas diferencas nos valores encontrados podem ser atribuidas a
fatores tais como época de coleta, diferentes tipos de solo, condigdes

e tempo de armazenamento.

5.2- AVALIAGAO DA CINETICA DE EXTRACAO E RENDIMENTO
DOS OLEOS ESSENCIAIS

As extracOes dos O6leos essenciais foram realizadas num

tempo de 05 horas, para uma massa de 30 g de amostra até um
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volume de 300 mL de dgua destilada, a uma temperatura de 100 °C
(Figura 5.1). O estudo revelou que a partir de uma razdo de agua dez
vezes maior que a massa da amostra utilizada ja se chegava a sua
extracgdo maxima, o qual influenciava consideravelmente no
rendimento da extracdo e aspectos visuais do 6leo. Quando era
utilizada uma quantidade de agua inferior a minima requerida, havia
0 risco de queima da amostra e o baixo rendimento da extracao. Por
outro lado, a extracao quando era realizada com uma quantidade
exagerada de agua, além do aumento do tempo de extracdo, ocorria

ainda formacao de hidrolato em grande quantidade.

Volume (mL)
o
w
|

= Pimenta didica Lindl

¢ Citrus limon Linneo

zengiber officinale Roscoe

o
o

. . T . T . T . T
o 1 2 3 4 5
Tempo (horas)

Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.1. Cinética referente ao rendimento de extracdo dos 6leos em fungdo do
tempo, com massa de 30g e temperatura de 100°C.

Os rendimentos m/m foram calculados mediante a
quantidade de 6leo extraido, da massa e da densidade, para a
Pimenta dioica Lindl foi de 1,80 %, para o zingiber officinale Roscoe

de 0,71 % e para o Citrus limon Linneo de 0,96 %.
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Ao extrair o 6leo essencial do rizoma do gengibre, Martins,
André (2009), 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 (2005) num tempo de 7 horas ficou no intervalo de 0,56-0,92
%. J& para o 6leo da Pimenta didica Lindl, Mouchrek Filho (2000),
Ribeiro (2009) e Sobrinho (2007) obtiveram rendimento
respectivamente de 2,3 %, 2,5 % e 2,9 %. Os valores dos
rendimentos Odleos essenciais estudados apresentam-se préximo ao
da literatura.

Conforme Ozcan e Chalchat (2002), a variacdo sazonal e a
localidade sao fatores importantes para diferentes variedades de
plantas com relacao aos rendimentos de extracao encontrados na

literatura.

5.3- ANALISE ESPECTROSCOPICA VIBRACIONAL NA REGIAO
DO INFRAVERMELHO

A espectroscopia na regidago do infravermelho € uma
importante técnica de caracterizacdo de compostos organicos, pois é
capaz de reconhecer as mudancgas estruturais em diferentes
compostos. Esta se baseia no fato de que as ligagdes quimicas das
substancias possuem freqliéncias de vibracdes especificas, as quais

correspondem a niveis de energia da molécula.

5.3.1- Branco com Brometo de potassio (KBr)

Para o branco foi utilizado o sal anidro altamente purificado
de KBr por ndo absorver radiacao infravermelha, com isso as Unicas
linhas espectrais a aparecer virdao do analito. O espectro do branco

com KBr pode ser observado na Figura 5.2.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.2. Espectro do branco KBr.

5.3.2- Pimenta dioica Lind|

Os espectros do padrao de eugenol e do odleo essencial
extraidos das folhas de Pimenta dioica Lindl na regido do infravermelho
podem ser visto na Figura 5.3. Comparando os espectros observa-se
gue existe semelhanca em todas as bandas de absorcao nas mesmas

freqUéncias.
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Oleo essencial da Pimenta dioica Lindl
Padréo do eugenol
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.3. Espectros na regido do infravermelho do padrao de
eugenol e oleo essencial da Pimenta dioica Lindl.

Pode-se observar na Figura 5.3 uma forte banda de
absorcdo na regido de 3500 cm™, correspondente ao estiramento O-
H, confirmando a presenca majoritaria do eugenol, quando
comparado ao padrdo. O estiramento observado em 3071 cm'
referente ao grupo =CH—H. As bandas na regiao de 2943 e 2981 cm’
! sdo atribuidas, respectivamente, a deformacdo axial assimétrica e
simétrica do grupo CH,, em 1639 cm™ deformacdo axial referente ao
grupo C = C do alceno, em 1610 e 1512 cm™ deformacdo axial C = C
do anel aromatico, o estiramento da ligagdgo C—0O—C é devido a
banda observada em 1274 cm™ referente a deformacdo axial do
plano do grupo metoxi, em 1036 cm™ banda referente ao grupo C—H
aromatico e em 740 cm™ banda é atribuida a deformacdo angular
fora do plano referente ao grupo C—H do anel
aromatico(SILVERSTEIN et al., 2007; PEREIRA e MAIA, 2007).
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5.3.3- Citrus limon Linneo

Os espectros do padrao do limoneno e do dleo essencial da
casca de Citrus limon Linneo na regiao do infravermelho podem ser
observados na Figura 5.4, onde a semelhanca das bandas de
absorcdo nas mesmas freqliéncias indica a presenca de limoneno,

como sendo o composto majoritario do 6leo essencial.

Oleo do Citrus limon Linneo
Padréo do limoneno

100

% Transmitancia
(é)]
o

T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas cm™

Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.4. Espectros na regiao do infravermelho do padrdo do
limoneno e dleo essencial do Citrus limon Linneo.

As bandas de absorcao compreendida nas regides de 2832
a 3460 cm™ na Figura 5.4 sdo atribuidas a estiramentos C—H fracas
resultantes de vibragdes de alquenos e as vibragdes de deformacao
axial da ligacao C=C acopla-se com a vibracao de deformacao axial
das ligagbes C—C adjacentes, nas regidbes 801 a 1645 cm’
'(SILVERSTEIN, R.M; WEBSTER, F. X; KIEMLE, D.J. 2007).
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5.3.4- Zingiber officiale Roscoe

Os espectros na regiao do infravermelho do éleo essencial
extraido do rizoma do gengibre em estudo e do d6leo do gengibre

retirado da literatura podem ser observados na Figura 5.5.

120
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©
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% Transmitancia

20 +

04

-20 4
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.5. Espectros na regido do infravermelho do 6leo essencial

do Zingiber officinale Roscoe da literatura e do Zingiber officinale Roscoe
em estudo.

A Figura 5.5, mostra as bandas de absorcao na regidao de
2914 cm™ ¢é atribuida a estiramento C—H fortes resultantes de
vibragbes de alquenos. Na regido compreendida 1671 a 726 cm™ é
decorrente de deformacao angular simétrica do plano de =C-H de
alquenos (SILVERSTEIN, R.M; WEBSTER, F. X; KIEMLE, D.J. 2007).
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5.4- AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DOS
OLEOS ESSENCIAIS OBTIDAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROSCOPIA DE MASSAS (CG-EM)

Os cromatogramas dos 6leos essenciais obtidos mostraram

0s componentes majoritarios e minoritarios.
5.4.1- Oleo essencial da Pimenta dioica LindlI

O cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas de
Pimenta dioica Lindl obtido na analise de CG/EM pode ser observado
na Figura 5.6. Os picos cromatograficos foram identificados através
da comparagao dos respectivos espectros de massa com os dados das
espectrotecas (1) WILEY 139; (2) NIST107 e (3) NIST21.

=

Sinal do detector (mV)
§
8

&

1 OO0 2
3
O :;.J I} g5
.| L 1 L -

%00 BO0 1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 B0 DE00  SE00 W00 200 3400

Tempo (min)

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.6. Cromatograma da amostra do éleo extraido das folhas da
Pimenta didica Lindl, apresentando os picos selecionados e identificados
através da comparacao dos respectivos espectros de massas com a
espectroteca NIST21.
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De acordo com os resultados apresentados na tabela 5.2, os
compostos identificados no dleo essencial extraidos das folhas da
Pimenta dioica Lindl estao em ordem de tempo de retencao, observa-
se 07 componentes na amostra, sendo o constituinte majoritario o
eugenol com 85,673 %.

Tabela 5.2. Compostos identificados na amostra do é/eo essencial extraido da
Pimenta dioica Lindl.

Pico? 2tr (min.) Componentes Teor (%)
1 8,772 Octenol 1,186
2 9,164 Mirceno 2,762
3 10,488 Limoneno 1,730
4 13,251 Linalol 0,884
5 16,122 Terpineol 0,973
6 19,026 Chavicol 6,792
7 22,755 Eugenol 85,673

Nota: ‘NUmero do pico pela ordem de eluigdo da coluna; “tr: Tempo de retengdo
dos composto.

A Figura 5.7 mostra o espectro de massas correspondente

ao constituinte majoritario identificado no o6leo essencial e os

possiveis fragmentos.
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Figura 5.7. Espectros de massas: (a) Composto majoritario da amostra do
Oleo essencial extraido da Pimenta didica Lindl referente ao pico 7 do
cromatograma da Figura 5.6 (b) Proposta de identificacdo através da
espectroteca NIST21.

O pico intenso com m/z 164, correspondente a férmula
Ci0H120, mostra a presenca majoritaria do componente eugenol no
0leo, e conforme SILVERSTEIN et al. (2007) os fendis apresentam um
pico intenso correspondente ao ion molecular, o que facilita a sua
identificacao

Segundo SILVERSTEIN et al. (2007) a quebra de fendis e

éteres aromaticos mostram ainda picos tipicos, sendo o pico m/z 149
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caracteristico da perda do radical metila (CHs*) e os picos m/z 77 e
m/z 65 sdo correspondentes aos ions [CeHs'] e [CsHs'],
respectivamente, originados por rearranjo com a saida do grupo CO;
ja o fragmento com pico em m/z 133 é referente a perda do grupo
OCHs do éter.

Conforme CORTEZ et al. (1998) o mecanismo de
fragmentacdao dos principais picos caracteristicos formados pelo

eugenol sao mostrados na Figura 5.8.

CH,0 H, 8t
s a
HO ¢ . HO
m/z 164
*CHs - CH;0
A
Q I
Y
HO
=+
m/z 149 ™
HO
m/z 133

Fonte: Cortez (1998)
Figura 5.8. Fragmentacdo do eugenol.

O espectro de massas observado na Figura 5.9 corresponde
ao constituinte chavicol referente ao pico 6 da Figura 5.6 com os

possiveis fragmentos.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.9. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do déleo essencial
extraido da Pimenta didica Lind| referente pico 6 do cromatograma da Figura 5.6
( b) Proposta de identificagdo através da espectroteca NIST21.

O mecanismo de fragmentagao dos principais picos

caracteristicos formados pelo chavicol podem ser observados na
Figura 5.10.
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o+

Fonte: O autor
Figura 5.10. Fragmentacdo do chavicol.

O pico intenso com m/z 134, correspondente a formula
CoH100 referente ao composto chavicol, segundo SILVERSTEIN et al.
(2007) um pico de ion molecular intenso facilita a identificacdao de
fendis. Sendo o pico m/z 107 caracteristico da perda do grupo (-
CzH3), conforme SILVERSTEIN et al. (2007) é eliminado muito mais
facilmente do que um atomo de hidrogénio a e os picos m/z 92 e m/z

77, sao caracteristico da perda do radical metila (CHs®)
O espectro de massas do componente identificado como 3-

mirceno, correspondente ao pico 2 da Figura 5.6 pode ser observado

na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo essencial
extraido da Pimenta didica Lind| referente o pico 2 do cromatograma da Figura
5.6 (b) Proposta de identificacdo através da espectroteca NIST21.

Os picos correspondentes a m/z 69 e m/z 67 cujas formulas
CsHo™ e CsH,™, respectivamente, séo resultantes de clivagem bialilica
(Figura 5.12).
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= |
|

m/z 136

m/z 67 m/z 69

Fonte: O autor
Figura 5.12. Clivagem bialilica

A estrutura de férmula Cs;He" formada por isomerizagédo
(provocada pelo aumento da conjugacao) seguida por clivagem alilica
€ comprovada pela formacdao do pico em m/z 93, conforme
SILVERSTEIN et al. (2007) (Figura5.13).

[ 7 e — — 4

| isomerizacao | |
—h.

Fonte: O autor
Figura 5.13. Clivagem alilica

De acordo com o banco de dados da espectroteca e espectro

de massa padrao constante na literatura (ADAMS, 2007), o pico 3 da
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Figura 5.6 corresponde ao limoneno, CioHis, evidenciado pela
presenca do ion molecular m/z 136 observado no espectro de massa
da Figura 5.14.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.14. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo essencial
extraido da Pimenta didica Lind| referente o pico 3 do cromatograma da Figura
5.6 (b) Proposta de identificacdo através da espectroteca NIST21.

O referido espectro mostra ainda o pico em m/z 121 que é
referente a perda do grupo metila, enquanto que o pico em m/z 93
pode ser decorrente da estrutura C;H¢* que é formada por

isomerizacao, seguida de clivagem alilica. O aparecimento do pico em
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m/z 67 é atribuido ao fragmento CsH;* resultante de clivagem alilica,
enquanto que o pico em m/z 68 (CsHs") pode ser decorrente da
quebra das ligagdes carbono-carbono semelhantemente a reagao
retro-Diels-alder, o qual é bastante comum em alquenos ciclicos,
sendo que resulta ainda numa molécula neutra, conforme
demonstrado na Figura 5.15 (SILVERSTEIN et al., 2007).

N it
+
Fonte: O autor

Figura 5.15. Ocorréncia da reacdo de retro-Diels-Alder na fragmentacdo
do limoneno.

A Figura 5.16 mostra o espectro de massa do pico 1, da
Figura 5.6, identificado como 1-octen-3-ol de férmula CgHic0 e
massa molar igual a 128 g/mol, de acordo com a espectroteca
NIST21 e comparado com os dados da literatura (RAMONI et al.,
2001; ADAMS, 2007).
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Figura 5.16. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do déleo essencial
extraido da Pimenta didica Lind| referente o pico 1 do cromatograma da Figura
5.6 (b) Proposta de identificagdo através da espectroteca NIST21.

A substancia oct-1-en-3-ol € um alcool secundario, o que
justifica o ndo aparecimento do pico correspondente ao ion molecular
m/z 128, conforme previsto na literatura. No entanto, observa-se o
pico caracteristico m/z 57 do ion [H,C=CH-CH=HO]'*, o qual é
decorrente da quebra da ligagdao carbono-carbono vizinho ao atomo
de oxigénio com liberacdo do maior grupo, ou seja, o radical [CHs-
(CH3)3-H.C]". Este ultimo por se tratar de um fragmento longo, sofre
ainda fragmentacao semelhantemente aos alcenos com liberagao de

grupo metileno, resultando no pico m/z 43.
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Buhr e colaboradores (2002) comentam que durante o
processo de fragmentacdo o 1-octen-3-ol é protonado e sofre
ressonancia de estabilizagdo com perda de agua originando o ion
[CH3-C=CH-(CH;)4-CHs3]" com pico em m/z 111, que por sua vez
sofre fragmentagao resultando em outro ion caracteristico em m/z 69
(MH"-H,0-C3He). J& o pico m/z 99 é atribuido a saida do grupo etil
(SILVERSTEIN, et al., 2007).

A Figura 5.17 mostra os principais ions formados na

fragmentagao do 1-octen-3-ol protonado (BUHR et al., 2002).

W e W
QH +QH
H H
. H H
lvagem
ﬁgw =g o N
QA +0H m/z 71
m/z 128 m/z 57 .
H HH H H H H H
e = e N
H H m/z 43
m/z71

Fonte: O autor (2010)
Figura 5.17. Fragmentacdo do 1-octen-3-ol protonado.

5.4.2- Oleo essencial do Citrus limon Linneo

O cromatograma do oleo essencial extraidos das cascas de

Citrus limon Linneo pode ser observado na Figura 5.18.
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Figura 5.18. Cromatograma da amostra do 6leo das cascas do Citrus limon
Linneo, apresentando os picos selecionados e identificados através da
comparacao dos respectivos espectros de massas com a espectroteca NIST21.

Na tabela 5.3, podemos observar o0s constituintes
identificados no oOleo essencial do Citrus limon Linneo em ordem de
tempo de retengao, observa-se 14 componentes na amostra, sendo o

constituinte majoritario o limoneno com 48,996 %.
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Tabela 5.3. Compostos identificados na amostra do Oleo Essencial extraidos das
cascas de Citrus limon Linneo

2tr

Pico’ (min.) Componentes Teor(%)
1 6,923 Tujeno 0,880
2 7,126 a-Pineno 3,041
3 8,504 Sabineno 3,255
4 8,592 B-Pineno 23,296
5 9,179 Mirceno 1,039
6 10,368 Etil Dimetil Benzeno 8,596
7 10,544 Limoneno 48,996
8 11,658 Terpineno 3,020
9 16,650 Terpineol 1,046
10 18,521 B -Citral (Neral) 1,393
11 19,595 a-Citral (Geranial) 1,152
12 24,688 Nerolidol 1,207
13 25,236 Bergamoteno 1,024
14 27,586 Bisaboleno 2,056

Nota: !NUmero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; “tr: Tempo de retencdo
dos composto.

Na Figura 5.19 o espectro de massas corresponde ao
constituinte majoritario identificado como limoneno no dleo essencial
do Citrus limon Linneo e os possiveis fragmentos conforme o banco
de dados da espectroteca e espectro de massa padrao constante na
literatura (ADAMS, 2007). A fragmentacao do limoneno ja foi

demonstrada na figura 5.14.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.19. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo
extraido das cascas do Citrus limon Linneo referente o pico 7 do
cromatograma da Figura 5.18 (b) Proposta de identificagdo através da
espectroteca NIST21.

Na Figura 5.20 e 5.21 refere-se aos espectros de massas
corresponde ao constituinte identificado como B-Pineno e a- Pineno
respectivamente de formula CioHis € massa molecular
correspondente a 136 g.mol* segundo a espectroteca e a literatura
(FEITOSA et al., 2009; ADAMS, 2007).
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.20. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do dleo
extraido das cascas do Citrus limon Linneo referente o pico 4 do
cromatograma da Figura 5.18 (b) Propostas de identificacdo através da
espectroteca NIST21.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.21. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo
extraido das cascas do Citrus limon Linneo referente o pico 2 do
cromatograma da Figura 5.17 (b) Proposta de identificagdo através da
espectroteca NIST21.

Esses hidrocarbonetos monoterpénicos apresentam o pico
molecular m/z 136 e o pico caracteristico em m/z 121, referente a
perda do grupo metil. O espectro de massa apresenta ainda o pico
em m/z 93, o qual pode ser originado da subseqiente perda do grupo
(-CH3)2 (SILVERSTEIN et al., 2007).
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O espectro de massas do composto referente ao pico 6 do

cromatograma da Figura 5.18, identificado como etil dimetil benzeno

pode ser visto na Figura 5.22.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.22. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo
extraido das cascas do Citrus limon Linneo referente o pico 6 do
cromatograma da Figura 5.18 (b) Proposta de identificagdo através da
espectroteca NIST21.

De acordo com a fragmentacao do composto etil dimetil

benzeno de m/z 134, apresenta o pico caracteristico em m/z 119

referente a perda do grupo metil; enquanto o pico em m/z 91 indica a

formagao de um anel de benzeno com cadeia lateral alquila. O ion de

massa 91 na maioria dos casos tem sido proposto como o cation
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tropilio e ndo o cation benzila Observa-se ainda um pico m/z 65
resultante da eliminacao de uma molécula neutra de acetileno do ion
tropilio (SILVERSTEIN et al., 2007).

Na Figura 5.23 o espectro de massas corresponde ao

constituinte identificado como Sabineno e os possiveis fragmentos
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.23. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do dleo
extraido das cascas do Citrus limon Linneo referente o pico 3 do
cromatograma da Figura 5.18 (b) Proposta de identificagdo através da
espectroteca NIST21.

A fragmentagao do sabineno pode ser observada na Figura

5.24, onde apresenta o pico molecular m/z 136, mostrando ainda o

UFPB Tese de Doutorado — Romer Pessda Fernandes



76

pico m/z 121 referente a perda do grupo metila, enquanto o pico m/z
93, cuja estrutura CsHo", pode ser em decorréncia da isomerizagao
seguida de clivagem alilica e o pico m/z 79 originados subseqliente

pela perda do grupo metileno.

H,C CH,
m/z 136
CH,
L
CH .
HBC I ] }—» H3

J H !

. H,C. . .H
m/z 93
\CH2 CH,
H m/z 121
m/z 79

Fonte: MATA ( 2003)
Figura 5.24. Fragmentacdo do sabineno.

5.4.3- Oleo essencial do zingiber officiale Roscoe

Os espectros obtidos na CG/EM, a comparagao com o0s
dados da biblioteca do instrumento e a deducao dos fragmentos dos
compostos volateis no dleo essencial extraido do rizoma de zingiber

officiale Roscoe podem ser observados na Figura 5.25.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.25. Cromatograma da amostra do dleo extraido do rizoma do Zingiber
officiale Roscoe, apresentando os picos selecionados e identificados através da
Comparacgao dos respectivos espectros de massas com a espectroteca.

Na tabela 5.4, podemos observar o0s constituintes
identificados no dleo essencial do Zingiber officiale Roscoe em ordem
de tempo de retencao, observa-se 18 componentes na amostra,

sendo o constituinte majoritario o a-Zingibereno com 27,14 %.
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Tabela 5.4. Compostos identificados na amostra do dleo essencial extraido do
rizoma de Zingiber officinale Roscoe.

Pico’ (n:?:;.) Componentes Teor(%)
1 11,52 a-Pineno 1,46
2 12,17 Canfeno 5,02
3 14,14 B-Mirceno 1,29
4 15,76 Sabineno 5,23
5 15,66 1,8-Cineol 4,35
6 18,48 Linalol 0,50
7 21,59 4,4-Dimetil-2-pentinal 0,80
8 23,22 terc-Dodeciltiol 0,71
9 23,65 Neral 9,64
10 24,13 Nerol 1,07
11 24,70 Geranial 14,06
12 25,48 2-Undecanona 0,63
13 28,47 Farnesol 1,27
14 30,05 1,1-Diciclopropiletileno 0,55
15 31,59 ar-Curcumeno 3,33
16 31,99 a-Zingibereno 27,14
17 32,37 Nerolidol 13,51
18 32,83 B-Sesquifelandreno 9,45

Nota: 'NUmero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; “tr: Tempo de retengdo
dos composto.
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A Figura 5.26 mostra o espectro de massa referente ao
componente majoritario, no qual, o ion molecular [M**] apresenta a
relagdo m/z 204, confirmando a férmula CisH.4, que caracteriza o

composto como a-zingibereno (ADAMS, 1995).
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(b) 40 50 &0 7O &0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 21204
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.26. (a) Espectro de massa e possiveis fragmentos do a-zingibereno e
(b) Proposta de identificacdo segundo a espectroteca NIST21 do programa.

A fragmentagao do a-zingibereno pode ser observada na
Figura 5.27, o pico intenso em m/z 119 caracteriza a perda do
grupamento hexil (CgHi3) radical monovalente derivado da molécula
de hexano presente na formula estrutural do zingibereno. Enquanto,
o pico em m/z 91 indica a formagao de um anel de benzeno com
cadeia lateral alquila. O ion de massa 91 é denominado de cation
tropilio (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007).
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l
| CH, «CH,
H3C™ ~CH,
|

CH
3
C/
. H
—_— -
CH3 H é_éHz m/z 91
m/z 119

Fonte: MATA ( 2003)
Figura 5.27. Fragmentacgao do a-zingibereno.

A Figura 5.28 é referente ao espectro de massas do

geranial, observa-se o pico do ion molecular m/z 152, confirmando

como Ci0H160 a formula do geranial e na Figura 5.29 pode ser visto a

sua fragmentacgao.

a1 89
1004
=1
—~
E 84
g 53 o
8 o 85 ‘ gl 123 137 o
O
-8 (a) i) I”l =i|||| |I ||.|I! _'H'lllhla |I'-|' . ||||I ll ] r | . “L .
3 40 50 &0 70 BO 90 10 110 120 130 140 150 160
o
©
© 69
£ 1 4
)
Bd
FE R | a? 100 123 137 152
(b) olebi el ity T2 ol I e I .
Tt LNLINL I LN L SN LR SR JL L N (L LR LN N L I L R I S |
40 &0 70 BOD 90 00 10 120 130 140 150 16D
Tempo (min)

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.28. (a) Espectro de massa do geranial e (b) Proposta de Identificacdo

segundo a espectroteca WILEY139 do programa.
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Fonte: O autor (2010)
Figura 5.29. Fragmentacdo do geranial .

A Figura 5.30 mostra o

espectro de massa

S

referente ao nerolidol. Oberva-se a auséncia do pico do ion

molecular m/z 222, referente a formula molecular CisH»60

em decorréncia da instabilidade deste alcool.
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Figura 5.30. (a) Espectro de massa do nerolidol e (b) Proposta de
Identificacdo segundo a espectroteca WILEY139 do programa.

O pico m/z 204 ¢é resultante da perda de uma

molécula de H,O.
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A Figura 5.31 representa o espectro de massa do neral.
Percebe-se que o pico do ion molecular m/z 152, o qual ndo aparece
no espectro por causa da sua instabilidade, corresponde a formula

Ci0H160. O pico 137 corresponde a perda de uma metila ("CHs).
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.31. (a) Espectro de massa do neral e (b) Proposta de
Identificacdo segundo a espectroteca NIST21 do programa.

A Figura 5.32 e a Figura 5.33 referem-se a férmula
molecular CisHys relativa ao B-sesquifelandreno, onde pode ser
observado o pico do ion molecular m/z 204 e a fragmentagao

respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.32. (@) Espectro de massa do B-sesquifelandreno e (b)
Proposta de Identificacdo segundo a espectroteca NIST107 do programa.
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CH,
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H,C
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CH
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v CH,
CH,
o
) m/z 161 cH,
H,C HC
. + H,C
CH
f : Hﬁ‘ m/z 131
H
HC™ | .
H m/z 91

Fonte: O autor (2010)
Figura 5.33. Fragmentacao do B-sesquifelandreno.

Pesquisa realizada por CHOUDHURY et al.,(1996),
RICHMOND & POMBO-VILLAR, (1997) e SHARMA et al.,(1997) em
rizomas de curcuma constaram a presenga dos mesmos compostos.
Os principais compostos volateis identificados por Chatterjee et al.,
(2000) na curcuma irradiada foram a-felandreno, p-cimeno, 1,8
cineol, B-cariofileno, arcurcumeno, zingebereno, B-sesquifelandreno,
nerolidol, ar-turmerona, curlona e dehidrozingerona. Segundo
Govindarajan, os compostos ar-curcumeno e arturmerona podem ser
formados durante tratamentos térmicos, aos quais a curcuma é
submetida, podendo o ar curcumeno também ser formado pela
conversao do zingibereno e do B-sesquifelandreno durante o

armazenamento.
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5.5- CAPTURA E TESTE DA POSITIVIDADE DOS CARAMUJOS

A captura dos caramujos foi realizada em periodos chuvosos
por existir uma maior proliferacdo, onde as areas ficam alagadas pela
falta de saneamento, propiciando um excelente habitat. Os testes de
positividade mostraram a presenca de estagios larvais em alguns
caramujos, fato muito preocupante, visto que somente um caramujo

pode liberar 18 mil cercarias diariamente (NEVES, 2004).

5.6- AVALIAGCAO DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA

A metodologia da Organizacdao Mundial de Salude é a
referéncia oficial para pesquisas de plantas e seus principios ativos,
com finalidade de averiguar seus potenciais quanto a atividade

moluscicida (Silva/Souza, 2002).
5.6.1- Avaliacao do teste piloto

Neste estudo foi realizado um teste piloto com os odleos
essenciais, na concentracdo de 100 mg.L!. Os percentuais de

mortalidade pelo tempo de exposicao e observacdo de cada odleo

podem ser observados no grafico da Figura 5.34.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.34. Percentual de mortalidade por tempo de exposicdo e observacao
para o teste piloto

Embora os 6leos essenciais extraidos das espécies de
plantas em estudo ja tenham muitas publicacdbes em atividades
biolégicas, a sua atividade moluscicida, na literatura consultada,
ainda ndo havia sido avaliada. Esta é a primeira vez que esses 0leos
sao submetidos a ensaios de atividade moluscicida contra caramujos

adultos do género Biomphalaria glabrata.

Inicialmente, foram realizados os testes pilotos na
concentracdo de 100 mg.L™! para verificar se existe ou ndo atividade
moluscicida dos dleos. O estudo mostrou que o mais eficaz foi o dleo
extraido das cascas de Citrus limon Linneo, visto que eliminou 100%
dos caramujos exposto no periodo de 24 horas, notando-se ainda
hemorragia, para o extraido das folhas de Pimenta didica Lindl foi de
90% em 48 horas também havendo hemorragia e o do rizoma de
Zingiber officinale Roscoe, obteve um percentual de 90% em 72

horas, sem hemorragia.
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Caracterizando que os 0Oleos possuiam componentes
capazes de eliminar os caramujos adultos do género Biomphalaria

glabrata.

5.6.2- Avaliacao da concentragao letal

Para cada 0Oleo essencial foram realizados testes nas
concentracdes de 75, 50, 25 e 10 mg.L?, onde determinou-se a

menor concentracgao letal.
5.6.2.1- Pimenta didica Lindl
Para avaliacdo da concentracdo letal do oleo essencial

extraido da folha da Pimenta didica Lindl pode-se observar no grafico

da Figura 5.35 os percentuais de mortalidade pela concentragao.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.35. Percentual de mortalidade pelas concentragdes do 6leo essencial
Pimenta didica Lindl

O grafico mostra que os moluscos em 24, 48, 72, 96 e 120
horas de exposicdo na concentracdo de 75 mg.L' obteve uma
mortalidade de 70, 80, 90, 90 e 90% respectivamente, para uma
concentracdo de 50 mg.L! foi de 40, 60, 60, 60 e 60%, de 25
mg.L? foi de 10, 30, 30, 30 e 30% e para 10 mg.L™ foi de 10%.

Para cada concentracao os testes foram realizados em
triplicata e os dados sobre o numero de caramujos vivos e mortos
foram encontrados através de uma média das trés repeticOes para

cada uma das cinco concentragoes testadas (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5. Mortalidade dos caramujos apds testes em varias concentracdes do
6leo essencial extraido das folhas da Pimenta dioica Lindl.

CONCENTRACAO LOG MORTOS | VIVOS | ACUMUL. | ACUMUL. %
( mg.L) CONCENTRACAO VIVOS MORTOS | MORTALIDADE

100 2 9 1 1 28 90

75 1,8751 9 1 2 19 90

50 1,699 6 4 6 10 60

25 1,398 3 7 13 4 30

10 1 1 9 22 1 10

A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos
frente ao 6leo da Pimenta dioica Lindl. € mostrada na Figura 5.36,
tornando-se constante a partir do logaritmo da concentracao 1,8751 (

concentracdo 75 mg.L™).

—=8— Mortalidade

100

80

@
=]
1

% Mortalidade
8
1

0 T T T T T T
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Log concentracédo

Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.36. Taxa de mortalidade dos caramujos nas cinco
Concentragdes diferentes do déleo essencial de Pimenta dioica Lindl.

A Figura 5.37 mostra que a Concentragao Letal 50% (CLso),
foi encontrada préxima ao Logaritmo da concentragao 1,60; calculada
através da interseccdao das curvas de acumulados mortos e
acumulados vivos, tendo como resultado a concentracao de 39,81

mg.L™.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.37. Estimativa da CLso do dleo essencial de Pimenta dioica
Lindl pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de caramujos
vivos e mortos em funcgdo do logaritmo da concentragao aplicada.

5.6.2.2- Citrus limon Linneo

Para a avaliagcdo da concentracao letal do dleo essencial
Citrus limon Linneo o grafico da Figura 5.38 mostra os percentuais de

mortalidade pela concentragao.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.38. Percentual de mortalidade pelas concentracées do Oleo essencial
Citrus limon Linneo.

Observa-se no grafico que houve uma mortalidade de 100%
em vinte e quatro horas de exposicao dos caramujos nas
concentragdes de 50 e 75 mg.L}; na concentragdo de 25 mg.L! em
24 horas a mortalidade foi de 80%, passando para 90% em 48 horas,
permanecendo até final dos teste e em 10 mg.L™ a mortalidade foi de
30%.

A tabela 5.6 mostra os dados dos testes efetuados em
triplicatas nas diferentes concentragdes, através de uma média das

trés repeticdes para cada uma das cinco concentragdes testadas.
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Tabela 5.6. Mortalidade dos caramujos apds testes nas diferentes concentragoes

do dleo essencial extraido das cascas de Citrus limon Linneo.

CONCENTRAGAO LOG ACUMUL. | ACUMUL. %
(mg.L™") CONCENTRACAO | MORTOS | VIVOS | VIVOS | MORTOS | MORTALIDADE
100 2 10 0 0 42 100
75 1,8751 10 0 0 32 100
50 1,699 10 0 0 22 100
25 1,398 9 1 1 12 90
10 1 3 7 8 3 30

A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos

frente ao dleo de Citrus limon Linneo € mostrada na Figura 5.39,

mostrando-se constante a partir do logaritmo da concentracao 1,699

(concentracao

50 mg.L™).
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.39. Taxa de mortalidade dos caramujos nas cinco
concentragoes diferentes do 6leo essencial de Citrus limon Linneo.

A concentragdo Letal 50% (CLso) foi encontrada proxima ao

logaritmo da concentracdo 1,12 calculada através da interseccdo das

curvas de acumulados mortos e acumulados vivos, tendo como

resultado a concentracdo de 13,18 mg.L! de acordo com grafico da

Figura 5.40.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.40. Estimativa da CLsy do 6leo essencial de Citrus limon
Linneo pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de
caramujos vivos e mortos em fungao do logaritmo da concentracao
aplicada.

5.6.2.3- Zingiber officinale Roscoe

Para a avaliacdo da concentracdo letal do 6leo essencial

Zingiber officinale Roscoe o grafico da Figura 5.41 mostra os

percentuais de mortalidade pela concentracao.
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Figura 5.41. Percentual de mortalidade pelas concentragdes do o6leo essencial
Zingiber officinale Roscoe

O 6leo essencial extraido do rizoma do Zingiber officinale
Roscoe na concentracdo de 75 mg.L?, apresentou em 24 e 48 horas
uma mortalidade de 70%, passando para 90% em 72 horas
permanecendo até o final do teste. Na concentracdo de 50 mg.L™?, o
indice de mortalidade foi de 30%, para a concentragdo de 25 mg.L™
de 10% e para 10 mg.L ™! ndo houve mortalidade dos caramujos.

Na tabela 5.7 mostra os dados dos testes efetuados em
triplicatas nas diferentes concentragdes, através de uma média das

trés repeticdes para cada uma das cinco concentragdes testadas.
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Tabela 5.7. Mortalidade dos caramujos apds testes nas diferentes concentragoes
do dleo essencial extraido das cascas de Zingiber officinale Roscoe.

CONCENTRAGAO LOG MORTOS | VIVOS | ACUMUL. | ACUMUL. %
(mg.LY) CONCENTRACAO VIVOS | MORTOS | MORTALIDADE
100 2 9 1 1 22 90
75 1,8751 9 1 2 13 90
50 1,699 3 7 9 4 30
25 1,398 1 9 18 1 10
10 1 0 10 28 0 0

A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos

frente ao dleo de Zingiber officinale Roscoe € mostrada na Figura

5.42, mostrando-se constante a partir do logaritmo da concentragao

1,8751 (concentragcdo 75 mg.L ™).
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.42. Taxa de percentagem de mortalidade dos caramujos
nas cinco concentracoes diferentes do 6leo essencial de Zingiber

officinale Roscoe.

A Figura 5.43 mostra que a Concentragao Letal 50% (CLso),

foi encontrada préxima ao logaritmo da concentragao 1,75 calculada

através da

interseccao das curvas de acumulados mortos e

acumulados vivos, tendo como resultado a concentragdao de 56,23

mg.L™.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.43. Estimativa da CLs, do 6leo essencial de Zingiber
officinale Roscoe pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de
caramujos vivos e mortos em fungao do logaritmo da concentracao
aplicada. A CLsg € o ponto de interseccao das duas curvas.

O melhor resultado, em termos de potencial moluscicida, foi
obtido com o 6leo essencial da casca de Citrus limon L., onde a
concentragdo letal em 50% (CLso) foi de 13,18 mg.L!, estando
dentro do estabelecido pela WHO (1983), na qual indica que a planta
s6 deva ser considerada moluscicida quando a mortalidade nas
concentracdes iguais ou inferiores a 20 mg.L! para extratos e
100mg.L* para o vegetal bruto e possam ser submetidos a ensaios
em campo.

Para o oleo essencial extraido das folhas de Pimenta didica
Lindl, onde a concentracdo letal (CLsp) foi de 39,81 mg.L! e do
rizoma de Zingiber officinale Roscoe, de 56,23 mg.L?, indicando
assim, que pode existir componentes tdxicos na substancia para os
caramujos, que mesmo em pequenas concentracbes, podem ser
isolados ou obtidos a partir de outras fontes para serem submetidos
ao ensaio moluscicida (MARSTON; HOSTETTTMANN, 1985).
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5.6.3- Avaliacao do teste controle

Neste estudo os caramujos do grupo controle com agua
desclorada (branco) e com o Tween 80 permaneceram ativos e se
alimentando, ndo havendo interferéncia na bioatividade como pode

ser observado na figura 5.44.

Fnte: O autor (2010)
Figura 5.44. Grupo controle do branco e do Tween 80

5.7- AVALIAGCAO DO TESTE DE TOXICIDADE

As culturas de Artemia salina foram incubadas a
temperatura média de aproximadamente 28 °C, sendo feita a leitura
do numero de mortos apdés 24 horas. Foram consideradas larvas
mortas todas que nao apresentavam qualquer movimento ativo em

cerca de vinte segundos de observacao.

5.7.1- Pimenta diodica LindlI

Para o 6leo essencial extraido das folhas de Pimenta didica

Lindl a tabela 5.8 mostra a média dos testes realizados em triplicatas.
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Tabela 5.8. Mortalidade das larvas apos testes nas diferentes concentragdes do
6leo essencial extraido das folhas de Pimenta didica Lindl

CONCENTRAGCAO LOG MORTOS | VIVOS | ACUMUL. [ ACUMUL. %
(mg.L?) CONCENTRACAO VIVOS | MORTOS | MORTALIDADE
1000 3 10 0 0 23 100
100 2 8 2 2 13 80
10 1 5 5 7 5 50

Na figura 5.45 observa-se a taxa de percentagem da

mortalidade das

concentragao.

larvas frente ao Oleo versus ao
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.45. Taxa de percentagem de mortalidade das larvas nas
concentracdes diferentes do 6leo essencial da Pimenta didica Lindl.

logaritmo da

De acordo com os resultados obtidos a Figura 5.46 mostra

que a concentragao Letal 50% (CLsg) do dleo essencial foi encontrada

proxima ao logaritmo da concentracdo 1,15, sendo calculada através

da interseccao das curvas de acumulados mortos e vivos, tendo como

resultado a concentracdo de 14,13 mg.L™.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.46. Estimativa da CLs, do dleo essencial da Pimenta
didica Lindl. pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de
larvas vivas e mortas em funcdo do logaritmo da concentracao

aplicada.

5.7.2- Citrus limon Linneo
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Para o dleo essencial extraido das cascas de Citrus limon

Linneo a tabela 5.9 mostra a média dos testes realizados em

triplicatas.

Tabela 5.9. Mortalidade das larvas apos testes nas diferentes concentragdes do
oleo essencial extraido das cascas de Citrus limon Linneo.

CONCENTRACAO LOG MORTOS | VIVOS | ACUMUL. | ACUMUL. %
( mg.L) CONCENTRACAO VIVOS MORTOS | MORTALIDADE
1000 3 10 0 0 11 100
100 2 1 9 9 1 10
10 1 0 10 19 0 0

Na figura 5.47 observa-se a taxa de percentagem da

mortalidade das larvas frente ao dleo.
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Fonte: Dados da pesquisa
Figura 5.47. Taxa de percentagem de mortalidade das larvas nas
concentracOes diferentes do 6leo essencial de Citrus limon Linneo.

A Concentragdo Letal 50% (CLsg) do dleo essencial foi
encontrada proxima ao Logaritmo da concentracao 2,42, sendo
calculada através da interseccao das curvas de acumulados mortos e

vivos, tendo como resultado a concentragdo de 263,03 mg.L' como

mostra a Figura 5.48.
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—=— Acumulados mortos

204
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.48. Estimativa da CLsy do 6leo essencial da Citrus
limon Linneo pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de
larvas vivas e mortas em fungao do logaritmo da concentragao
aplicada.
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Para o Oleo essencial extraido do rizoma de Zingiber

officinale Roscoe a tabela 5.10 mostra a média dos testes realizados

em triplicatas.

Tabela 5.10. Mortalidade das larvas apds testes nas diferentes concentragées do
oleo essencial extraido do rizoma de Zingiber officinale Roscoe.

CONCENTRACAO LOG MORTOS | VIVOS | ACUMUL. | ACUMUL. %
(. mg.L?) CONCENTRACAO VIVOS | MORTOS | MORTALIDADE
1000 3 10 0 0 13 100
100 2 2 8 8 3 20
10 1 1 9 17 1 10

Na figura 5.49 observa-se a taxa de percentagem da

mortalidade das larvas frente ao dleo.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 5.49. Taxa de percentagem de mortalidade das larvas
nas Concentracgoes diferentes do éleo essencial de Zingiber
officinale Roscoe.

A Concentragdo Letal 50% (CLsg) do oleo essencial foi
encontrada proxima ao Logaritmo da concentracao 2,28, sendo
calculada através da intersecgao das curvas de acumulados mortos e
vivos, tendo como resultado a concentracdo de 190,55 mg.L* como

mostra a Figura 5.50.
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Figura 5.50. Estimativa da CLs, do 6leo essencial da Zingiber
officinale Roscoe pelo método Reed-Muench a partir do
acumulado de larvas vivas e mortas em fungdo do logaritmo da
concentracdo aplicada. A CLso € o ponto de intersecgao das duas
curvas.

5.7.4- Avaliacao do teste controle

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que as
larvas da Artemia salina do grupo controle branco, somente com
solugao salina e controle negativo com solucao salina e tween 80 nao
houve mortalidade, permanecendo ativas.

Conforme Dolabela (1997), a avaliacao da toxicidade dos
0leos essenciais nas concentracdes testadas, mostrou-se levemente
toxico ou atdxico; para o extraido da casca de Citrus limom Linneo,
para o extraido do rizoma de Zingiber officinale Roscoe
moderadamente téxico e o extraido das folhas de Pimenta didica Lindl
alta toxicidade aguda, indicando a importancia do ensaio de
toxicidade geral e a necessidade de maiores estudos para os Odleos
que nao obtiveram bons resultados, para comprovar a seguranga
contra organismos nao-alvo nas regidoes de ocorréncia dos caramujos.
Na literatura ndao foram encontrados estudos referentes a toxicidade

de plantas deste género.
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Por outro lado, uma baixa toxicidade pode ser considerada
uma caracteristica interessante para utilizacdo de extratos vegetais
em ambientes naturais para controle da populacao de caramujos. E
relevante observar que a niclosamida, substancia aprovada pela
ANVISA-MS mostrou-se toxica para espécies aquaticas como
crustaceos do zooplancton (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000).
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6- CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nos estudos analiticos e

na avaliagdo da toxicidade e atividade moluscicida dos o6leos

essenciais extraidos da folha de Pimenta didica Lindl, do rizoma de

Zingiber officinale Roscoe e casca de Citrus limon Linneo concluem-se

que:

O rendimento do 6leo essencial extraido das folhas de Pimenta
didica Lindl foi de 1,80%, do rizoma de Zingiber officinale
Roscoe de 0,96% e da casca de Citrus limon Linneo de 0,71%,
valores consideraveis para extracao por hidrodestilagao;

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais estudados
apresentaram valores semelhantes ao obtidos pela literatura;

A caracterizagao por CG-EM permitiu identificar os componentes
majoritarios e minoritarios dos Oleos em estudos, para o
extraido das folhas de Pimenta didica Lindl, o componente
majoritario foi o eugenol com teor de 85,673%, da casca de
Citrus limon Linneo, o limoneno com 48,996% e do rizoma de
Zingiber officinale Roscoe, o zingibereno com 27,140%;

A espectroscopia na regiao do infravermelho veio comprovar os
resultados obtidos por CG-EM, mostrando os componentes
majoritarios dos 6leos em estudos quando comparados aos
seus respectivos padrées, no que diz respeito as suas
absorbancias e seus deslocamentos quimicos;

Para o teste piloto, a atividade moluscicida dos odleos
apresentou uma mortalidade de 100% em 24 h para o extraido
da casca de Citrus limon Linneo, 90% em 48 h das folhas de
Pimenta didica Lindl e 90% em 72 h do rizoma de Zingiber
officinale Roscoe, indicando a presenca de componentes toxicos

nos 6leos frente ao caramujo da espécie Biomphalaria glabrata;
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A atividade moluscicida do 6leo essencial extraido da casca de
Citrus limon Linneo alcancou o melhor resultado, mostrando-se,
portanto, ser o mais ativo frente ao caramujo Biomphalaria
glabrata, a concentracdo letal 50% (CLso) foi de 13,18 mg.L?,
abaixo do preconizado pela ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE
(OMS); para os oleos essenciais extraidos das folhas de
Pimenta didica Lindl e do rizoma de Zingiber officinale Roscoe,
qgue obtiveram resultados da concentragao letal 50% (CLso) de
39,81 e 56,23 mg.L™? respectivamente, ndo foram considerados
ativos, porém suas esséncias apresentaram componentes com
propriedades moluscicida que podem ser testadas quando
isoladas;

O ensaio bioldégico com Artemia salina para a concentragao letal
50% (CLsp) realizado com os o6leos essenciais em estudos,
mostrou que o extraido das cascas de Citrus limon Linneo,
apresentou o melhor resultado, de 263,03 mg.L?, sendo
considerado atoxico, das folhas de Pimenta didica Lindl,
altamente toxico com Clsy de 14,13 mg.L? e do rizoma de
Zingiber officinale Roscoe, moderadamente toxico com ClLso de
190,55 mg.L?, segundo critérios de Dolabela (1997), indicando

a importancia deste ensaio.
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7- PERSPECTIVAS FUTURAS

UFPB

Extrair os 6leos essenciais das folhas de Pimenta didica Lindl,
da casca de Citrus limon Linneo e do rizoma de Zingiber
officinale Roscoe, por meio de outras técnicas de extracdo e
verificar possiveis alteragcdes na sua composicao quimica e

propriedades fisicas;

Determinar a perda de massa dos 6leos essenciais em estudos
através de anadlise termogravimétrica e andlise térmica
diferencial (TG-DTA);

Caracterizar analiticamente os éleos essenciais por Ressonancia

Magnética Nuclear de Carbono 13;

Isolar e testar atividade moluscicida e toxicidade dos

componentes majoritarios e minoritarios dos déleos essenciais;

Avaliar a atividade moluscicida e toxicidade das plantas

estudadas, utilizando somente os extratos brutos;

Avaliar a composicdao quimica dos hidrolatos dos repectivos

oleos bem como a atividade moluscicida e toxicidade.
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