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RESUMO

Com o aumento da proliferacdo do mosquito Aedes aegypti, transmissor de doencas como a
dengue, a febre amarela, a febre Chikungunya e o virus da Zika, faz-se necessaria a busca por
métodos de combate ao mosquito. O uso intensivo de inseticidas comumente utilizados pelas
organizacdes de vigilancia sanitaria tem provocado uma resisténcia e um problema no controle
desses vetores. O presente projeto visa a extrair o 6leo essencial de botdes florais do cravo-da-
india para sua utilizacdo como agente larvicida, por se tratar de um controle sobre a fase larval
do mosquito e ja elimina-la antes mesmo da fase adulta. Primeiramente, ocorreu a preparacao
dos botdes e a extracdo do dleo essencial pelo processo de hidrodestilagdo. Foram realizadas
analises para definir as propriedades fisico-quimicas do dleo e, com isso, foi possivel classificar
sua pureza e qualidade. Além disso, foi realizada a cromatografia gasosa, método utilizado
para identificar os componentes do 6leo essencial do cravo-da-india, na qual foram
identificados dois constituintes, provavelmente, o eugenol e o B-cariofileno. Apdés tais andlises,
seguiu-se com o teste de toxicidade que foi aplicado nas larvas do Aedes aegypti, utilizando
concentragdes mais altas do que as encontradas na literatura. A partir dos resultados
coletados, foi estabelecida a concentracéo letal do 6leo essencial, em torno de 1,92 mg.mL™,
evidenciando a resisténcia criada por esses vetores ao longo dos anos. O éleo essencial de
cravo-da-india ndo apresentou nocividade frente ao meio ambiente e aos seres vivos, sendo
muito viavel o seu uso.

Palavras-chave: Oleo essencial. Aedes aegypti. Larvicida natural.
ABSTRACT

With the proliferation of the mosquito Aedes aegypti, transmitter of the Zika virus and diseases
such as dengue, yellow fever and Chikungunya fever, it is necessary to search for methods to
combat the mosquito. The intensive use of insecticides commonly used by health surveillance
organizations has caused some resistance and a problem in the control of these vectors. The
present project aims to extract the essential oil of Syzygium aromaticum flower buds for its use
as a larvicidal agent, controlling the larval phase of the mosquito and already eliminating it
before their growth. First, it was performed the preparation of the flower buds and the extraction
of the essential oil by hydrodistillation process. Analyzes were made to define the
physicochemical properties of the oil, and then it was possible to classify on its purity and
quality, which was satisfactory. In addition, Gas Chromatography was performed, and used to
identify the essential oil components of Syzygium aromaticum, where two constituents had been
identified, probably, eugenol and B-cariofileno. After these analyzes, the toxicity test was
applied to Aedes aegypti larvae using higher concentrations than those found in the literature.
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From the collected results, the lethal concentration of the essential oil was established, around
1.92 mg.mL™, evidencing the resistance created by these vectors over the years. The essential
oil of clove does not present harmful to the environment and to the alive beings, being very
viable its use.

Keywords: Essential oil. Aedes aegypti. Natural larvicide.

INTRODUCAO

A dengue, a febre Chikungunya, a febre amarela e o virus da Zika sao
transmitidos pelo mosquito Aedes aegypti, sendo endemias que tém
preocupado a populacao. O 6leo essencial dos botdes de cravo-da-india possui
componentes que contém propriedades inseticidas, tendo um de seus
principais componentes como sendo 0 eugenol, possuidor de uma alta
atividade larvicida ja no inicio do desenvolvimento do mosquito (AFFONSO et
al., 2012).

O presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar
analiticamente, e investigar, o efeito do 6leo essencial extraido de botdes
florais do cravo-da-india como agente larvicida contra as larvas do Aedes

aegypti.
FUNDAMENTACAO TEORICA

Oleo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O termo Oleo essencial pode ser definido como um liquido oleoso, volatil
e dotado de aroma forte (NASCIMENTO, 2012). Estes 6leos sdo obtidos a
partir de técnicas de extracdo, sendo compostos encontrados em alguma parte
especifica, ou em todas as partes, de plantas denominadas aromaticas, uma
vez que apresentam uma porcentagem de 6leos essenciais, em relacdo a sua
massa seca, de 0,01% a 10,00% (PEREIRA, 2010). O componente majoritario
do cravo-da-india € o eugenol. De acordo com estudos, ele e o 6leo de S.
aromaticum apresentam boa tolerabilidade quando em contato com a pele,
bem como baixo indice de alergia quando adicionado a produtos de higiene
pessoal, a produtos odontolégicos e a perfumes, desde que as quantidades
ministradas sejam feitas de maneira correta e em concentracdes seguras
(AFFONSO et al., 2012).

Aedes aegypti

Originario da Africa, o0 mosquito Aedes Aegypti tem acompanhado o
homem nas migragdes e, atualmente, € mundialmente distribuido devido a sua
facilidade em adaptar-se aos ambientes urbanos (BRAGA; VALLE, 2007). A
dengue, a febre amarela, a Chikungunya e o Zika virus séo arboviroses
transmitidas pelo mosquito e possuem como agente etioldgico um virus do
género Flavivirus. O controle de tais endemias depende do controle de seu
vetor, até mesmo no caso da febre amarela, a qual possui uma vacina
preventiva (SINGHI; KISSOON; BANSAL, 2007).

METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério do Centro
Universitario Facens, em parceria com o Smart Campus. A Figura 1 apresenta
o fluxograma de todos os processos e analises realizados ao decorrer do



projeto.

Figura 1 — Fluxograma de todos os processos e analises realizados ao decorrer
do presente trabalho
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Fonte: Elaborada pelas autoras (2018)

Processo de preparo das amostras

Os botdes florais de cravo-da-india foram comprados ja desidratados na
guantidade de 150 g. Triturou-se a amostra e os pedacos resultantes foram
armazenados em um frasco de polietileno, longe da luz solar.

Processo de extracéo

Para a extracdo do 6leo essencial foi utilizado o método de extracdo com
arraste por vapor de agua, a partir da hidrodestilacdo, realizada em triplicata.
Em cada procedimento foi utilizada a quantidade de 50 g (gramas) dos botbes
florais de cravo-da-india ja moidos com 300 mL (mililitros) de &gua destilada.
As 3 amostras de 6leo extraidas foram secas por meio de percolagcdo, em
cerca de 10 g (gramas) de sulfato de sédio anidro (Na;S0O,4). O 6leo essencial
ja seco foi armazenado em frasco de vidro ambar sob refrigeracéo para evitar a
perda por volatilizagéo.

Anédlise por FTIR (espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier)

A espectroscopia no infravermelho é um método utilizado para
caracterizar e identificar uma substancia por meio da absor¢do de radiacdo
infravermelha, definindo e tragcando perfis atbmicos Unicos e exclusivos para
cada substancia. O teste foi feito com o intuito de analisar a existéncia de agua
nas amostras, por meio da inspecdo das bandas de radiacdo emitidas,
comparando-as com um espectro da literatura (LEITE; PRADO, 2012).

Andlise fisico-quimica do 6leo essencial



As caracteristicas fisico-quimicas determinadas foram: i. densidade,
utilizando o método do picndmetro; ii. solubilidade em etanol, adicionando-se
etanol até sua completa solubilizagao; iii. Cor; e iv. aparéncia.

Andlise quimica do 6leo essencial

Para determinacdo da composicdo quimica do Oleo essencial foi
utiizada a cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama,
técnica muito utilizada para separacdo e andlise de misturas de substancias
volateis.

Teste de toxicidade

O teste de toxicidade foi realizado com larvas no terceiro estagio de
desenvolvimento. Foram testadas seis diferentes concentracfes do 6leo
essencial com uma solucao tensoativa ndo-iénica, a fim de analisar a eficacia
perante a atividade larvicida. Em cada teste foram selecionadas 7 larvas, as
quais foram colocadas em placas de Petri com aproximadamente 20 mL
(mililitros) de &gua mineral. Ap6s esse procedimento, foram aplicados os seis
diferentes tipos de larvicidas e monitoraram-se as larvas durante o periodo de
24 horas. A Tabela 1 mostra as concentracdes em mg.mL™* (miligrama/mililitro)
de cada larvicida.

E importante ressaltar que, quanto mais o tempo passa, mais o Aedes
aegypti adquire resisténcia a esses larvicidas, bem como aos demais
inseticidas comumente aplicados. Por conta disso, as concentragcdes
encontradas na literatura foram aumentadas significativamente a fim de que a
eficiéncia na atividade larvicida fosse alcancada. As concentracfes foram
definidas seguindo-se um padrdo, qual seja o de duplicar os valores
encontrados na literatura e, além disso, preparadas mais 3 concentracdes com
uma porcentagem alta do Oleo essencial, a fim de analisar o tempo que o0s
larvicidas levavam para causar a morte das larvas e, assim, avaliar a melhor
concentracdo para ser aplicada.

Tabela 1 — Concentracdes dos larvicidas em mg mL™

Larvicidal Larvicida2 Larvicida3 Larvicida4 Larvicida5 Larvicida6
0,220 0,240 0,280 1,92 3,84 5,76

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacédo do rendimento de extragc&o do Oleo essencial de cravo-da-india

O processo de extragcdo de cada amostra durou aproximadamente
quatro horas. A Tabela 2 mostra o rendimento de Oleo essencial alcangado, em
termos de volume e em porcentagem volume/massa (% v/m), bem como os
respectivos desvios da média, os quais foram calculados levando em
consideracdo a massa vegetal utilizada em cada processo de extracdo. O
rendimento atingido foi bastante satisfatorio, visto que os volumes das
amostras foram bem proximos e similares aos volumes alcangados na
literatura, os quais estdo entre 1,87 a 4,80% v/m (SILVESTRI et al., 2010;
RAINA et al., 2001).



Tabela 2 — Dados dos rendimentos alcancados na extragcao

Oleo Essencial Volume obtido / mL Rendimento / % v/im

Amostra 1 (2,80 + 0,05) (5,6 £0,5)
Amostra 2 (2,50 + 0,05) (5,0+0,1)
Amostra 3 (2,35 + 0,05) (4,7 +£0,4)
Média: (2,6 £0,2) (5,1 £0,3)

Fonte: Elaborada pelas autoras, 2018.

Parametros fisico-quimicos do Syzygium aromaticum

Foi necesséario o dobro da quantidade de etanol para a completa
solubilizacdo do O6leo, o que demonstra que o Oleo obtido possui uma
solubilidade consideravelmente baixa. Os resultados obtidos na caracterizacéo
fisico-quimica do 6leo essencial extraido estdo na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial

Densidade 0,960 g.mL™

Solubilidade em etanol 1:2 viv

Cor; pH Transparente; 5,0

Aparéncia e odor Limpido e cheiro caracteristico

Fonte: Elaborada pelas autoras, 2018.
Anélise por espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A Figura 2 apresenta o espectro obtido em uma das 3 amostras
alcancadas na extracdo do Oleo essencial de cravo-da-india, as quais
apresentaram espectros muito semelhantes.

Figura 2 — Espectro de infravermelho da amostra 1 de 6leo essencial de cravo-
da-india
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Fonte: EIaborad‘a- belaé autoras, 2018.

Ao analisar a banda localizada na regido proxima & 3500 cm™, pode-se
suspeitar da presenca de agua no 6leo essencial, jA que ha um alongamento O
— H, que, normalmente, é causado devido as ligacdes de hidrogénio que
podem ser formadas. Provavelmente, a percolagcdo com sulfato de sodio anidro
(Na;SO4) néo foi suficiente para a retirada completa de agua. Porém, como o
Oleo seré aplicado em uma solucdo junto a agua destilada e ao tensoativo, tal



ocorréncia néo interfere negativamente nos resultados de toxicidade (LOPES;
FASCIO, 2004).

Seguindo o espectro, o pico em aproximadamente 1900 cm™ indica uma
flexdo C — H em metileno, enquanto os picos seguintes, entre 1650 cm™ e 1400
cm, correspondem a vibragdes de um anel fenil. O pico préximo a 1150 cm™ é
caracteristico de dobramentos nas ligacdes C — H nos grupos fenil e metil. Os
picos pontiagudos em cerca de 1250 cm™ e 1020 cm™ representam
alongamentos de C — O nos grupos aromaticos e, na ultima regiéo, no intervalo
entre 950 cm™ e 700 cm™, pode-se identificar uma curvatura de C — H em
metileno. Todas os picos citados e suas caracteristicas sao fortes indicios de o
6leo ser composto por eugenol, o componente do 6leo essencial que possui
maior efeito larvicida (YADAV; BALASUBRAMANIAN, 2014).

Para efeitos de comparacdo, € valido lembrar que quanto maior a
guantidade de impurezas, mais divergente sera o espectro obtido daquele
utilizado como padrdo de comparacao (LEITE; PRADO, 2012). A Figura 3
apresenta o espectro de um 6leo essencial de cravo-da-india com alto teor de
pureza produzido a partir da extragcdo com arraste de vapor de agua.

Figura 3 — Espectro no infravermelho do 0leo essencial de cravo-da-india
tomado como referéncia
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Fonte: Cunha, Lustosa e Concei¢éo, 2011.

Comparando os resultados obtidos com o espectro tomado como
exemplo (Figura 3), podem-se perceber pequenas diferencas nos valores de
picos de transmitancia, porém, a linha perfil caracteristica do 6leo essencial
apresenta-se muito satisfatéria, evidenciando que as amostras possuem uma
guantidade pouco significativa de impurezas e agua, e um alto teor de pureza e
gualidade.

Composicado quimica do 6leo essencial

Para a determinacdo da composicdo quimica do Oleo, foi utilizada a
analise por meio da cromatografia gasosa com deteccdo por ionizagdo em
chama, sendo utilizado um cromatografo do modelo CG-2010 Plus fabricado
pela Shimadzu, com uma coluna capilar HP-1, 100% dimetilpolissiloxano como
fase estacionaria. O gas de arraste foi o hidrogénio, com fluxo na coluna de 1
mL/min. Para a andlise, foi injetada uma aliquota de 1 puL da amostra, fixando-
se as seguintes condi¢fes: temperatura do injetor em 250 °C; temperatura do
detector em 270 °C; razao de split de 1:50 v/v; programacao de temperatura da
coluna de 80 °C pelo tempo de 5,0 minutos e, posteriormente, a temperatura se



elevou até 250 °C, com taxa de aquecimento de 8 °C/min.

Foi observada, com o cromatograma da Figura 4, a eluicdo de dois
constituintes do 6leo essencial de cravo-da-india (pico 2 e pico 3). Outras
bandas observadas podem ser consideradas impurezas presentes no 6leo.

Figura 4 — Cromatograma do 6leo essencial de cravo-da-india
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Fonte: Elaborado pelas autoras, 2018.

De acordo com a Figura 4, é possivel identificar que o pico mais intenso
corresponde ao solvente utilizado (pico 1), que se apresenta em excesso ha
amostra. O segundo pico corresponde ao componente em maior abrangéncia,
isso se devendo ao fato de que esse composto € 0 que apresenta uma maior
volatilidade e, consequentemente, uma menor afinidade com a fase
estacionaria. Com isso, € possivel dizer que ha uma grande probabilidade
desse composto ser o eugenol.

Nascimento (2012) encontrou 0s seguintes componentes: o eugenol em
27,40 minutos de retencéo e o B-cariofileno em 28,47 minutos, utilizando fase
estacionaria 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano. J& Ascencdo e Mouchrek
Filho (2013) encontraram em 27,40 minutos de retencdo o eugenol e, em 29,47
minutos o B-cariofileno, utilizando também fase estacionaria 5% difenil e 95%
dimetilpolisiloxano. Na cromatografia realizada no presente trabalho, o tempo
de retencdo encontrado para o segundo pico foi de 17,50 minutos, sendo para
o terceiro de 19,50 minutos.

Um dos fatores que pode interferir nesse parametro € o tipo de fase
estacionéria utilizada. Nas andlises feitas pelos autores citados anteriormente,
a coluna utilizada € composta por 95% dimetil e 5% difenilpolisiloxano. H&
presenca de anéis aromaticos na estrutura molecular da fase, representados
pelos grupos funcionais difenil, 0 que aumenta a area superficial de interagcéo
com o analito e, consequentemente, aumenta o tempo em que a molécula do
analito permanece retida (PICO, 2014). Sendo assim, é possivel predizer que
0s picos 2 e 3 que aparecem no cromatograma da Figura 4 correspondem,
muito provavelmente, ao eugenol e ao B-cariofileno, uma vez que a fase
estaciondria usada neste trabalho € formada apenas por radicais metila, o que
reduz a éarea superficial de interacdo, diminuindo os valores para tempo de
retencdo encontrados para estes compostos.

Além disso, é importante ressaltar que o conteddo do 6leo essencial nas
plantas aromaticas pode variar consideravelmente de espécie para espécie,
por parametros climaticos e por fatores agrondmicos como fertilizacéao,
irrigacdo e periodo de colheita. Tais fatores podem influenciar
significativamente na composicdo quantitativa e qualitativa do 6leo essencial



(STEFFENS, 2010).

Obtencéao e cultivo das larvas do mosquito da dengue

O trabalho contou com o apoio da Secretaria Estadual de Saude
(SUCEN) de Sorocaba com informagdes sobre as formas de captura dos ovos,
no auxilio da eclosédo das larvas e na sua identificacdo. Para a captura das
larvas do Aedes aegypti, foram confeccionadas 5 armadilhas distribuidas pelo
Centro Universitario Facens, com o intuito de estudar o foco de incidéncia do
mosquito no local, contemplando as seguintes areas: proximo ao lago; proximo
a secretaria; préximo ao prédio L; na mata proxima a sala de estudos e proximo
ao banheiro do prédio A.

As larvas para o teste de toxicidade foram disponibilizadas pela SUCEN,
devido a dificuldade encontrada em se capturar os ovos utilizando as
armadilhas espalhadas pela Facens. Posteriormente foi realizada a eclosé&o
das larvas e 0 monitoramento das mesmas até que atingissem o periodo entre
0 2° e 3° estagios de desenvolvimento, quando entdo foram utilizadas para o
teste da atividade larvicida do 6leo essencial de cravo-da-india.

Avaliacdo da taxa de mortalidade das larvas do Aedes aegypti nas
diferentes concentracgdes testadas

O teste de toxicidade foi realizado com larvas do 2° e 3° estagio de
desenvolvimento, com o intuito de se observar, experimentalmente, a
resisténcia das mesmas no decorrer das etapas de seu desenvolvimento, bem
como o tempo de acdo que os larvicidas levam para ocasionar a morte de um
namero determinado de larvas, possibilitando verificar a resisténcia que essas
possuem em relacdo aos larvicidas aplicados. Além disso, permite-se verificar
0 que ocorre quando a concentracdo de Oleo essencial nos larvicidas €
aumentada.

Nascimento (2012) encontrou a concentracdo letal em torno de 120
mg.mL™ para larvas do 3° estagio de desenvolvimento do Aedes aegypti. Ja
Rabélo (2010) encontrou a concentracdo letal em torno de 0,080 a 0,250
mg.mL™* em culturas de bactérias, utilizando o 6leo essencial de cravo-da-india.
Mediante tais constatacdes, é possivel verificar que o 6leo essencial de cravo-
da-india possui eficacia comprovada em causar a morte de certos patdgenos e
de larvas de alguns insetos.

A Tabela 4 demonstra os resultados obtidos com o teste de toxicidade,
mostrando o numero de larvas vivas e mortas, e também a taxa de mortalidade
em porcentagem nas diferentes concentragoes.

Tabela 4 — Mortalidade e sobrevivéncia das larvas nas diferentes concentracdes
testadas

Concentragdes Vivos Mortos Mortalidade
dos larvicidas / | %
mg.mL™*

0,220 5 2 28,6
0,240 3 4 42,8
0,280 3 4 42,8
1,92 0 7 100
3,84 0 7 100
5,76 0 7 100



Fonte: Elaborado pelas autoras, 2018.

Ao aplicar os larvicidas nas concentracbes mais baixas de oleo, foi
observado que as larvas mais proximas de se tornarem pupa apresentavam
uma maior resisténcia, tendo sido essas que sobreviveram.

Pode-se observar que a toxicidade dos larvicidas, em concentracdes
acima de 1,92 mg.mL™?, é alta, uma vez que, ap6s uma hora de exposic&o,
todas as larvas estavam mortas. Um periodo curto de tempo de exposicdo é
fundamental para que ndo somente a larva ndo tenha a possibilidade de criar
algum tipo de resisténcia como também se levem todas as larvas que estdo em
contato com o larvicida a morte.

Nas concentracdes entre 0,220 mg.mL™ e 0,280 mg.mL™, apés o
periodo de 24 horas de exposicdo ainda havia larvas vivas, evidenciando a
resisténcia criada por esses vetores ao longo dos anos, quando comparados
esses resultados aos encontrados na literatura. Ao analisar a mortalidade de
hora em hora foi constatado que nestas concentracfes a acao do larvicida era
bastante lenta. O numero de larvas mortas nestas concentragfes nao foi
satisfatorio, ndo sendo, portanto, viavel a utilizagcdo desses agentes em baixas
concentracfes pelo risco de as larvas criarem resisténcia por estarem em um
tempo maior de contato, possibilitando o0 desenvolvimento de genes
modificadores e tornando o 6leo essencial de cravo-da-india ineficaz para
causar a morte das mesmas (FERREIRA, 2012).

Diante dos resultados alcancados, € possivel afirmar que o O6leo
essencial de cravo-da-india, devido ao seu componente majoritario, o eugenol,
e também aos seus componentes em menor abrangéncia, como o acetato de
eugenila e o [B-cariofileno, é capaz de combater o desenvolvimento de
mosquitos causadores de doencas. Ao mesmo tempo, os larvicidas a base
deste Oleo sdo seguros, uma vez que ndo sao toxicos ao meio ambiente e néo
oferecem risco a saude dos seres vivos, além de serem biodegradaveis.
Ademais, o uso do 6leo essencial de cravo-da-india é economicamente viavel,
pois uma pequena quantidade tem um efeito muito significativo em relagcé&o aos
processos bioquimicos dos insetos que especificamente perturbam o seu
equilibrio endocrino. Assim, o Oleo essencial de Syzygium aromaticum
apresenta-se como um promissor larvicida natural que pode ser muito benéfico
e eficaz no combate ao Aedes aegypti (NASCIMENTO, 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Com o crescente aumento nos casos de doencas e virus transmitidos
pelo Aedes aegypti, faz-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas
de combate ao vetor, ja que a Unica forma de controle da maioria das endemias
transmitidas pelo mosquito € evitando sua reproducdo. Embora existam
métodos de combate como, por exemplo, a fiscalizacdo de terrenos pela
vigilancia sanitaria, a conscientizacdo das pessoas, por meio de veiculos de
comunicagcdo e a utilizacdo de repelentes e inseticidas, percebe-se que tais
recursos nao se mostram suficientes para a erradicacao do problema. Por isso,
nesse trabalho, buscou-se uma nova forma de controle do mosquito antes de
seu desenvolvimento biol6gico completo, utilizando o 6leo essencial extraido
dos botdes florais do cravo-da-india.

Ao identificar a composicdo do 6leo extraido experimentalmente, por
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meio da espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
e da cromatografia gasosa, foi possivel comprovar a existéncia de uma
significativa porcentagem do composto mais importante para a a¢éo larvicida: o
eugenol. Ademais, 0 Oleo apresentou caracteristicas fisico-quimicas
adequadas, comprovando sua qualidade e o bom rendimento do método de
hidrodestilacéo, utilizado para a extracao.

Além dos resultados anteriormente citados, o teste de toxicidade
comprovou o desempenho satisfatério do 6leo essencial como larvicida, bem
como verificou um aumento da resisténcia do mosquito aos larvicidas no
decorrer do tempo, ja que para o teste foi utilizada uma concentragdo maior do
gue a encontrada na literatura. Tal fato reforca a importancia da busca de
métodos efetivos para o combate ao mosquito que, com o passar do tempo,
torna-se cada vez mais dificil.
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