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Titulo: Caracterizacdo Quimica, Avaliacdo Térmica e Atividade Larvicida Frente
ao Aedes aegypti do Oleo Essencial da Espécie Vegetal Aniba duckei
Kostermans
Autor: Rogério de Mesquita Teles
Orientadores : Prof. Dr. Victor Elias Mouchrek Filho

Prof. Dr. Antdnio Gouveia de Souza

RESUMO

O Aedes aegypti € o vetor de quatro sorotipos do flavivirus causador da dengue
classica e da febre hemorragica da dengue. Até 0 momento nao existe vacina
para a dengue, e a melhor forma de combater a doenca é atacar o vetor,
principalmente eliminando os locais onde ocorre a oviposicdo e o0
desenvolvimento de suas larvas. Atualmente esse controle é feito através
aplicacoes de inseticidas organafosforados em doses cada vez maiores, 0 que
tem selecionado populagbes resistentes do mosquito. Em todo o mundo
diversas pesquisas sédo desenvolvidas no sentido de encontrar substancia de
origem vegetal, como alternativa para o controle da dengue. Este trabalho teve
como objetivo identificar os componentes do Oleo essencial da Aniba duckei
Kostermans, pau-rosa amazoénico, uma espécie nativa da regido amazénica, da
familia das Lauraceas, com arvores de até 30 metros de altura e um metro de
diametro. Seu 6leo essencial é utilizado em perfumaria, devido ao seu alto teor
de linalol. Nesta pesquisa, extraiu-se o Oleo essencial dos galhos finos da
Aniba duckei Kostermans por hidrodestilacdo. Foram determinadas
propriedades fisicas e quimicas, além do rendimento, incluindo o estudo do
tempo de extracdo. As técnicas de espectrometria no ultraviolet e visivel (UV-
Vis), infravermelho e de massas foram empregadas para a identificacdo de
seus componentes. Usou-se a cromatografia gasosa para a quantificacéo, pelo
método do padrédo externo, do principal componente. Fez-se o estudo térmico
do dleo. O rendimento médio foi de 1,93%. Os espectros no na regidao do
infravermelho e espectro de massas confirmaram a presenca majoritaria do
linalol. A concentracdo deste foi de 89,34 % no Oleo essencial. Também foi
determinado o ponto de ebulicdo e a entalpia para o 6leo essencial e o padrao
de linalol por Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC). Fez-se a aplicacdo do
Oleo essencial da espécie Aniba duckei Kostermans e dos padrdes de I-linalol e
dl-linalol como agente larvicida do mosquito Aedes aegypti. As Concentracdes
letais 50%, concentracdo na qual metade das larvas morre, para o 6leo
essencial, para o I-linalol e para o dl-linalol foi de 250,61 (+2,20) pg mL™,
279,89 (+2,12) pg mL™ e 346,73 (+2,14) pg mL™, respectivamente.

Palavras-chave: Oleo essencial; Aniba duckei Kostermans; Linalol; Aedes
aegypti; larvicida.
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ABSTRACT

Aedes aegypti is the vector of four flavivirus serotypes causing the classical
dengue and the dengue haemorrhagic fever. Up to now, there is no vaccine
against dengue, and the best way to fight the disease is to attack the vector,
mainly eliminating the places where occurs the oviposition and the development
of its larvae. Nowadays this control is done through the application of
organophosphorus insecticides at higher and higher doses, what has selected
resistant populations of the insect. All over the world, several research activities
are being developed aiming at finding out a substance of vegetable origin, as an
alternative for the dengue control. The present work had as objective to identify
the components of the essential oil from Aniba duckei Kostermans, a species
native from the Amazonian region, from the Lauraceae family, with trees of up
to 30m high and one meter diameter. Its essential oil is used in the perfume
industry, due to its high linalol content. In the present work, the essential oil was
extracted from fine branches of Aniba duckei Kostermans por hydrodistillation.
The physical and chemical properties were determined, besides the yield,
including the study of the extraction time. The techniques of UV/Vis
spectrometry, infrared spectrometry and mass spectrometry were utilized for the
identification of its components. The main component was quantified by gas
chromatography, by the external standard method. A thermal study of the oil
was carried out. The average yield was determined as 1.93%. The infrared and
mass spectra confirmed the presence of linalol as the main component,
reaching a content of 89.34 % in the essential oil. The boiling point and the
enthalpy of the essential oil and the linalol standard were determined using the
technique of Differential Scanning Calorimetry (DSC). The essential oil from the
species Aniba duckei Kostermans and standards of I-linalol and dl-linalol were
applied as larvicide agents for the Aedes aegypti mosquito. The 50% letal
concentration, a concentration at which 50% of the larvae die, for the essential
oil, for the I-linalol and for the di-linalol were of 250. 61 (+2.20) pg mL™, 279.89
(+2.12) pg mL ™t and 346.73 (+2.14) ug mL™, respectively.

Keywords: Essential oil; Aniba duckei Kostermans; Linalol; Aedes aegypti;
larvicide.
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1 INTRODUCAO

Em termos de morbidade e mortalidade, a dengue € considerada
atualmente a mais importante doenca viral humana transmitida por mosquitos,
sendo um sério problema de saude publica dos centros urbanos das areas
tropicais da América do Sul, América Central, Sudeste Asiatico e Pacifico
Ocidental (MS-FNS, 2002). Trata-se da arbovirose mais importante no mundo,
com estimativa de 50 milhdes de infec¢des por ano (COELHO, 2006).

Como néo existem vacinas validadas para o uso contra a dengue, o
melhor método de controle da doenca é a prevencdo, ou seja, atacando o
vetor, o Aedes aegypti. O controle vetorial € feito eliminando os locais propicios
a oviposicdo ou combatendo as larvas desse mosquito. Atualmente, esse
combate € feito por meio de aplicacbes de inseticidas organafosforados.
Porém, o uso frequente e em doses cada vez maiores desses produtos, tem
desenvolvido resisténcia pelo mosquito aos pesticidas comumente utilizados,
dificultando o trabalho. Verificou-se a existéncia de populagdes resistentes a
inseticidas organofosforados (LIMA, et al.,, 2003; BRAGA, et al., 2004),
requerendo, dessa forma, a necessidade de novas pesquisas em busca de
compostos com essa atividade.

Uma alternativa tem sido as plantas, fontes de moléculas com acdes
fagoinibidora, repelente, inseticida, além de substancias capazes de alterar a
regulacdo do crescimento. Os 6leos essenciais, produzidos no metabolismo
secundario das plantas, também tém se apresentado como fontes de materiais
com atividade inseticida, larvicida e repelente (COSTA, 2005; MURUGAN et al.,
2007).

No sentido de contribuir com o combate a larvas do Aedes agypti, no
presente estudo extraiu-se o Oleo essencial da espécie Aniba duckei
Kostermans, realizou-se o0 estudo de suas caracteristicas fisicas, de sua
composicdo quimica e sua analise térmica, além de testa-lo como larvicida

junto a larvas do mosquito Aedes aegypti em terceiro ou quarto estagio.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral caracterizar quimica
termicamente o Oleo essencial da espécie Aniba duckei Kostermans e avaliar
sua atividade como agente larvicida frente a larvas do Aedes aegypti no
terceiro estagio.

Para tanto tornou-se necessario o cumprimento dos seguintes objetivos

especificos:

i. Extrair o 6leo essencial da Aniba duckei Kostermans coletado da

Reserva Vegetal Adolfo Ducke (Reserva Ducke) em Manaus — AM,;
ii. Caracterizar fisicamente o 6leo essencial;

iii. Identificar analiticamente os componentes do 6leo, usando
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas, espectroscopia

no ultravioleta e infravermelho;

iv. Analisar termicamente o0 6leo essencial da Aniba duckei
Kostermans pelas técnicas Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada
(DTG) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC);

v. Testar a atividade larvicida 6leo essencial da Aniba duckei
Kostermans, e dos padrbes de linalol, I-linalol e dl-linalol frente a larvas do

Aedes aegypti entre os terceiro e quarto estagios.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 A Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa de origem viral, transmitida para
o homem por meio de fémeas de mosquito Aedes. O principal vetor é o inseto
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:Culidae), também vetor da febre
amarela urbana, embora outras espécies de Aedes possam esta envolvidas
nessa transmissdo (HALSTEAD, 1997; COELHO, 2006). A dengue apresenta
evolucdo benigna na forma cldssica, a Dengue Classica, e grave, na forma

hemorragica, a Febre Hemorragica da Dengue, FHD (KUNO, 1995).

Trata-se de uma arbovirose, cujo virus da familia Flaviviridae e do
género Flavivirus se apresenta em quatro sorotipos: Dengue virus 1, Dengue
virus 2, Dengue virus 3 e Dengue virus 4. Em termos de morbidade e
mortalidade, a dengue é a mais importante doenca viral humana transmitida
por mosquitos e constitui sério problema de saude publica dos centros urbanos
das areas tropicais da América do Sul, América Central, Sudeste Asiatico e
Pacifico Ocidental (MS-FNS, 2002).

A doencga é conhecida clinicamente nas Américas desde o final do
século 18, surto ocorrido na Filadélfia, Estados Unidos, em 1780, sendo que o
isolamento do virus nas Américas aconteceu pela primeira vez apenas em
1953 na llha de Trinidad (Caribe), com a identificacdo do Dengue virus 2. Em
1963, o Dengue virus 3 foi identificado em epidemia de Dengue Classica que
afetou o Caribe e a Venezuela (OPAS, 1997).

No Brasil, varias epidemias de Dengue foram registradas em 1846-
1848 no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Salvador e outras cidades. Em 1851 e
1853, novas epidemias aconteceram na cidade de Sao Paulo, com
reemergéncia em 1916. Em 1923 foi relatada uma epidemia de Dengue em
Niter6i/RJ (MS-FNS, 1996).
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O vetor foi declarado erradicado no territério brasileiro por duas
vezes. A primeira, em 1958, voltando em menos de uma década, em 1967, em
Belém — PA, e em outros 23 municipios do Estado. Dois anos depois foi
detectada a presenca do Aedes aegypti em Sao Luis e S&o José do Ribamar,
no Maranh&o. Em 1973, com a eliminagdo do ultimo foco de Aedes aegypti em
Belém/PA, o vetor foi considerado erradicado do Brasil pela segunda vez. A
reintroducéo foi registrada em 1976 na cidade de Salvador — BA (MS-FNS,
2001).

Durante a década de 1980, a magnitude do problema da dengue nas
Ameéricas, caracterizada por uma importante dispersdo geografica da doenca,
aumentou consideravelmente. Em 1982, em Boa Vista/RR, ocorreu uma
epidemia causada pelos sorotipos Dengue virus-1 e Dengue virus-4,
rapidamente controlada. Em 1986, o Dengue virus-1, introduzido no Rio de
Janeiro/RJ, Niter6i/RJ e Maceid/AL — causou surtos epidémicos importantes e
desde entdo propaga-se pela maioria dos estados brasileiros. Em 1990, novas
ocorréncias da doenca no pais apresentaram-se em ondas epidémicas com
aumento de circulacdo do Dengue virus-1 e introducdo do Dengue virus-2 no
Rio de Janeiro/RJ, momento em que se registram os primeiros casos de FHD
no Brasil, com 462 casos confirmados e oito 6bitos (FIGUEIREDO et al., 1990).

A situacdo epidemioldgica torna-se grave em todo o pais a partir de
1994. Nesse ano, 18 estados brasileiros reportam a ocorréncia do Aedes
aegypti. Em 1995, o vetor foi encontrado em 24 estados e no Distrito Federal,
as excecoes foram o Amazonas e o Amapa. A presenca do vetor j4 é detectada
em todos os estados em 1998 (MESSER et al, 2003). Em 1999, h&
notificacbes de Dengue em 1.946 municipios distribuidos por 23 estados (MS,
2001). No ano seguinte ocorre uma epidemia no Estado do Rio de Janeiro, com
a notificacdo de 4.281 casos de Dengue. Em 2001, registra-se o isolamento do
Dengue virus-3 em paciente da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Esse
novo virus provocou uma epidemia sem precedentes, em 2002, no Estado do
Rio de Janeiro, com a notificacdo de 254.862 casos. As vinte e sete unidades
da federacdo notificaram 783.143 casos da doenca. As notificagdes do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina séo referentes a casos importados (MS/SVS,
2003).
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No ano de 2006, foram registrados 345.922 casos, sendo as
regides mais acometidas, o Sudeste (141.864) e o Nordeste (105.017 casos).
Foram notificados 682 casos de Febre Hemorragica da Dengue e 76 6bitos. A
Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude registrou no
periodo de janeiro a julho de 2007, 438.949 casos de dengue classica, 926
casos de Febre Hemorragica da Dengue e a ocorréncia de 98 6bitos, sendo
gue no Maranhdo ocorreram 10.442 casos dos quais 81 foram de dengue
hemorragica, havendo 5 mortes (MS/SVS, 2007).

De acordo com o Levantamento Répido de Indice de Infestacéo
por Aedes aegypti (LIRAa), em 2008, dos 2.324 extratos avaliados (areas de
9 mil a 12 mil imdéveis com caracteristicas semelhantes) 1.344 apresentaram
indice de infestacdo abaixo de 1,0%, considerada uma faixa satisfatoria de
acordo com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS). A quantidade de locais
com este perfil em 2008 correspondeu a 57,8% do total de extratos avaliados.
Em 2007, o percentual foi de 53,8% de um grupo de 2.130. Quando os locais
avaliados (estratos) apresentam menos de 1,0%, significa que ha menos de
uma casa com larvas do mosquito da dengue para cada grupo de 100, no
momento da realizagéo desse trabalho (MS/SVS, 2008).

Porém, de acordo com esses mesmos dados do Ministério da
Saude, pode-se perceber que na avaliacdo das capitais, 14 estdo em estado
de alerta, ou seja, os estratos apresentaram infestacao entre 1 e 3,9%, dentre
elas Sao Luis — MA.

O principal vetor da Dengue no Brasil € o Aedes aegypti,
pertencente ao FILO Arthropoda, SUBFILO Mandibulata, CLASSE Insecta,
SUBCLASSE Pterygota, ORDEM Diptera, SUBORDEM Nematocera,
FAMILIA Culicidae, SUBFAMILIA Culicinae, GENERO Aedes (REY, 1992).

3.2 Consideracdes Sobre o Mosquito Aedes Aegypti Lineau, 1762

A distribuicdo do vetor da dengue, o Aedes aegypti, é cada vez
mais abrangente. O rapido crescimento e urbanizacdo das populacdes nas
areas tropicais, sem infra-estrutura basica de saneamento, ampliaram a
faixa de ocorréncia desta arbovirose, em razdo da difusdo do mosquito em

areas antes livres da doenca. Esse mosquito é também vetor urbano da
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febre amarela, aumentando o risco de urbanizagdo dessa doenca, mantida
primariamente em &rea silvestre por mais de meio século. Entretanto, ao
contrario da febre amarela, a dengue apresenta um Unico ciclo
epidemioldgico, o urbano. Os principais elementos desse ciclo sdo 0 homem
(0 hospedeiro) e o Aedes aegypti (o vetor) (GUBLER, 1989; REBELO et al,
1999; SILVA et al., 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o virus
da dengue é o mais importante arbovirus para 0 homem e, uma vez que o
mosquito Aedes aegypti € o hospedeiro natural desse virus, ele também
tem sido muito estudado. Muitas pessoas morrem no Brasil devido a dengue

hemorragica e muitas outras sofrem ao se contagiar (OMS).

O Aedes aegypti € um vetor oriundo do continente africano,
trazido juntamente com os escravos. Foi erradicado do Brasil pela primeira
vez em 1958, mas, em 1967, reapareceu em Sao Luis e Belém, sendo em
seguida eliminado. Em 1976, com origem em um foco em Salvador, inicia-
se a recolonizacao no Brasil. Em 1977, foi encontrado no Rio de Janeiro e
Santos; em 1979, em Natal, e em 1981, no Parand (NEVES e SILVA, 1995).
Durante esses anos, as medidas de controle eram esporadicas e isoladas
(REBELO et al, 1999).

A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
(SVS/MS) registrou no periodo de janeiro a julho de 2007, 438.949 casos de
dengue classica, 926 casos de Febre Hemorragica da Dengue e a
ocorréncia de 98 Obitos, um aumento de 136.488 casos de dengue no pais.
Outro aspecto epidemiologico relevante em 2007 relaciona-se a
concentracdo de casos de Febre Hemorragica da Dengue, sendo 68,0%
das notificacbes nos estados do Ceara, Rio de Janeiro, Maranhéo,
Pernambuco, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Piaui. A mesma
caracteristica € observada em relacdo aos 6bitos, concentrando-se 50,0%
nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Par4 e Piuai (MS/FNS, 2007).
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3.2.1 O Ciclo de Vida

Para o aprimoramento das formas de combate ao vetor Aedes
aegypti, o conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para
melhoria das formas de combate a esse vetor. O Aedes aegypti € uma
espécie doméstica, que se reproduz, preferencialmente, em agua parada e
limpa, acumulada em recipientes fabricados pelo homem, como latas,

pneus, vasos etc, dentro ou perto das habitacdes.

Seu ciclo de vida compreende 4 estagios: OVO — LARVA — PUPA
— ADULTO, conforme mostrado na Figura 3.1. Os trés primeiros estagios
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(Fonte: http://dengue.blogsbr.com/dengue/aedes-aegypti)

Figura 3.1 Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.

3.2.1.100vo

O ovo do Aedes aegypti (Figura 3.2), mede aproximadamente um
milimetro de comprimento, com contorno alongado e fusiforme sendo
depositado individualmente, nas paredes dos depdsitos que servem como

criadouros, proximos a lamina da agua; no momento da postura 0Ss ovos sao
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brancos, mas nas primeiras vinte quatro horas adquirem a cor negra; a
formacéo do embrido se completa em 48 horas; sdo capazes de resistir a
longos periodos de dessecacdo. De acordo com dados da FUNASA, ovos
com até 450 dias, sofrem eclosdo, quando colocados em contato com a
agua. A capacidade de resisténcia dos ovos € um sério obstaculo para sua
erradicacdo. Esta condicdo permite que 0sS ovos sejam transportados a

grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim, o principal
meio de dispersao do inseto (FUNASA, 2007).

Figura 3.2. Ovos do Aedes aegypti vistos em dois tamanhos ao microscépio
optico

3.2.1.2 A Larva

As larvas, Figura 3.3, alimentam-se de substancias organicas,
bactérias, fungos e protozoérios existentes na dgua. A duracdo da fase larval,
em condicOes favoraveis de temperatura (25 a 29 °C) e boa alimentacéo, pode
chegar a 10 dias, podendo se prolongar por algumas semanas. Movimenta-se
em forma de serpente, como um “S”. E sensivel a movimentos bruscos na

agua, movimenta-se com rapidez e se refugia no fundo do recipiente.
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Figura 3.3. Larvas do Aedes aegypti em terceiro estagio.

3.2.1.3 A Pupa

A pupa ndo se alimenta, apenas respira e raramente é afetada
pela acdo de larvicidas. A duracdo da fase pupal, ultima fase do estagio
aquatico, em condi¢cBes favoraveis de temperatura, é de aproximadamente
dois dias. E nesta fase que ocorre a metamorfose do estagio larval para o

adulto.

3.2.1.4 O Adulto

Na fase adulta, o mosquito, macho fémea (Figura 3.4), ja formados,
alimentam-se de néctar e sucos vegetais até a fase de acasalamento (uma
Unica inseminacdo é suficiente para fecundar todos os ovos que a fémea venha
a produzir durante sua vida). A partir dai, a fémea necessita de sangue para a
maturacdo dos ovos. A busca por esse alimento ocorre, geralmente, durante o
dia - nas primeiras horas da manha e ao anoitecer. Em regides tropicais, como
o Brasil, o fato de ocorrerem chuvas constantes aumenta significativamente o

namero de mosquitos.
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- PR TEN A N VR
Fonte: http://dengue.blogsbr.com/dengue/aedes-
aegypti

Figura 3.4. Mosquito Aedes aegypti na fase adulta.

3.3 O uso de plantas medicinais

Define-se planta medicinal, segundo a OMS (Organizacdo
Mundial de Saude), como sendo qualquer planta que possua, em um de
seus 6rgaos ou em toda planta, substancias com propriedades terapéuticas
ou que sejam ponto de partida na sintese de produtos quimicos ou
farmacéuticos (SILVA e CASALI, 2000).

Acredita-se que a utilizagdo de plantas medicinais como terapia
preventiva e curativa seja tdo antiga quanto o préprio ser humano
(MARTINS et al.,, 1994). As primeiras citacdes de esséncias de cedro e
detalhes de uma destilaria vém do Egito e datam de 40 séculos antes de
Cristo. O papiro de Ebers (2278 a.C.) e o de Smith (2263 a.C) ensinam o
preparo e cultivo de drogas, como a dormideira. Na india, China e Pércia, a
destilacdo de plantas é conhecida h& milénios. A Biblia menciona que os
perfumes babilbnicos valiam tanto quanto ouro, prata e armas
(BUSTAMANTE, 2000).

As plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas como
matéria-prima, ponto de partida para a descoberta de novas moléculas, mas
também como um recurso natural potencialmente ativo na forma de

fitoterdpico padronizado e eficaz. O desenvolvimento desta area de
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pesquisa deve-se a varios fatores, dos quais se destaca a participacao de
um numero cada vez maior de profissionais. No entanto, resultados
promissores dependem de uma maior inter-relagdo entre os diversos
profissionais e disciplinas que compdem o estudo das plantas medicinais,
pois a continuidade de tais estudos de forma isolada perpetuara a falta de
recursos, impedindo consequentemente o desenvolvimento de novos
medicamentos (MOUCHREK FILHO, 2000).

Nos ultimos vinte anos no Brasil, pais com a maior diversidade
vegetal do mundo, o nimero de informagfes sobre plantas medicinais tem
crescido apenas 8% anualmente (SIANI, 2003). Isso reflete a necessidade
de incentivos a pesquisas com plantas medicinais, visto que se trata de um
pais tdo rico em biodiversidade, mas tdo pobre em pesquisas nesta area.
Afinal, essas pesquisas poderiam levar a reorganizacdo das estruturas de
uso dos recursos naturais (em vista da necessidade de sua extragdo estar
associada aos planos de manejo) e a elevacdo do PIB, visto que h& grande
tendéncia mundial de aumento na utilizacdo de fitoterapicos.

O mercado mundial de fitoterapicos € estimado em mais de US$
20 bilhdes anuais e, somente na Europa, atinge cerca de US$ 7 bilhdes ao
ano. Segundo estimativa feita pela PhytoPharm Consulting em Berlim, até o
ano de 2007 a fitoterapia movimentou cerca de US$ 47 bilhdes anualmente.
No Brasil, em 1998, os produtos naturais na saude foram responsaveis pelo
controle de 5,5% do mercado total de medicamentos, 0 que representa algo
em torno de US$ 566 milhdes. Em 2000, foram negociados US$ 700
milhdes e a previsdo € de um bilhdo de reais nos proximos 10 anos (SIANI,
2003).

Muitas  plantas possuem compostos  economicamente
importantes, tais como, 6leos essenciais, alcaldides, resinas, taninos, ceras
e outros (BALANDRIN et al., 1985). No entanto, muitas espécies de plantas
nunca foram observadas quanto a seus constituintes quimicos e
biologicamente ativos, e espera-se que novas fontes de materiais com
potencial comercial sejam descobertas. Assim, diante da possibilidade da

descoberta de novos compostos com atividade terapéutica ou da busca de
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formulagBes mais simples, com menor custo e, portanto, mais acessiveis a
maioria das populacdes, a OMS, em 1978, recomendou a seus paises
membros que desenvolvessem pesquisas visando o estudo da flora
medicinal. Atendendo a esse apelo, o Ministério da Saude, no Brasil, criou a
Portaria n°. 212 (11/09/81), sobre “Diretrizes e Prioridades em Saude”, em
gue se inclui o estudo multidisciplinar de plantas medicinais (MING, 1994).

Os oOleos essenciais de algumas espécies de plantas aromaticas
jA sé@o largamente usados na industria para a producdo de sabonetes,
perfumes e outros produtos de higiene pessoal. Investigacdes sobre a
avaliacdo das atividades inseticida (PARE, 1999; LIMA, 2006), bactericida
(DORMAN e DEANS, 2000; AGNES, 2005) larvicida (FURTADO, et al.,
2005; SILVA et al., 2008; CHENG et al., 2008) e fungicida (LEMOS , 1990)
dos 6leos essenciais de diversas espécies de plantas, nas mais diferentes
regides do planeta, tém mostrado resultados interessantes.

3.4 Plantas e suas atividades larvicidas

Desde o principio das civiliza¢des, os vegetais tém sido utilizados,
nao apenas como fonte alimenticia, mas também medicamentosa. As mais
diversas enfermidades tém sido tratadas com chas, sucos, tinturas, banhos,
cataplasmas e unguentos, preparados a partir de partes de plantas. Isso
remonta, principalmente, aos antigos povos da China, Egito, Asia e Roma,
em que os eruditos classificavam um grande numero de plantas com as
respectivas indicagbes medicinais. Mais tarde os gregos, seguidos pelos
clinicos da Europa Ocidental instituiram o emprego racional das plantas na
pratica médica (LIMA, 2001).

Por outro lado, com o surgimento de formas resistentes de mosquito
aos inseticidas convencionais, tem crescido a procura por extratos vegetais e
substancias naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e a
larva de Aedes aegypti e que sejam isentas de toxicidade para o meio

ambiente. Resisténcia a inseticidas convencionais € um dos principais

obstaculos ao controle de insetos pestes de importancia na agricultura e na
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medicina. A resisténcia resulta no aumento da frequéncia de aplicacdo de
inseticida, dosagens crescentes, rendimentos diminuidos, danos ambientais e
surgimento de doencas, quando os vetores ndo podem ser controlados.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o custo da resisténcia de
insetos a inseticidas pode alcancar anualmente US$ 1,4 bilhdes nos Estados
Unidos (SIMAS, 2004).

Plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
microrganismos, s&o fontes naturais de substancias inseticidas e
antimicrobianas, ja que as mesmas sao produzidas pelo vegetal em resposta a
um ataque patogénico. Inumeras substancias acumulam-se no vegetal para
sua defesa contra microorganismos, algumas delas sendo denominadas de
fitoalexinas. As plantas sintetizam e emitem inUmeros compostos volateis
(acidos, aldeidos e terpenos) para atrair polinizadores e se defender de
herbivoros. No que concerne a defesa contra herbivoros, as plantas
desenvolveram dois tipos de defesa, a direta e a indireta. Na defesa direta
estdo envolvidas substancias como silica, metabdlitos secundérios, enzimas e
proteinas, além de 6rgdos como tricomas e espinhos que afetam diretamente a
performance do inseto. Na defesa indireta estdo envolvidas substancias
emitidas pela planta, que atraem parasitas e predadores do inseto fitofago.

Terpenos e fenilpropandides volateis sintetizados por espécies
vegetais podem ter, dependendo do inseto em analise, propriedades atrativas
(alimentacdo, polinizacdo) e/ou deterrentes (inibidores de oviposicao) e
inseticidas. Nos Ultimos anos, 6leos essenciais obtidos de plantas tém sido
considerados fontes em potencial de substancias biologicamente ativas. Enfase
tem sido dada as propriedades antimicrobiana, antitumoral e inseticida de
compostos voléateis, além de sua ag¢do sobre o sistema nervoso central. Os
Oleos essenciais obtidos, por exemplo, de Mentha pulegium e M. spicata séo
muito eficazes como inseticidas. Pequenas quantidades ja sdo suficientes para
causar a morte de inUmeros insetos. Os monoterpenos pulegona, mentona e
carvona, 0s principais constituintes do 6leo de menta, foram considerados
toxicos para larvas de Drosophila melanogaster (SIMAS, 2004; KELSEY,
1984).
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Neste trabalho foi testada acdo larvicida do 6leo essencial da
espécie vegetal aniba duckei Kostermans frente a larvas do mosquito aedes

aegypti em seu terceiro estagio
3.5 Metabolismo Vegetal Secundario

As plantas produzem um grande numero de metabdlitos
secundéarios que funcionam numa variedade de contextos ecolégicos.
Muitos desses compostos sao toxicos e servem como agentes de defesa
contra microorganismos patogénicos, insetos e animais herbivoros. Outros
sdo compostos volateis e servem para atrair polinizadores ou insetos que
atacam plantas rivais ou ainda repelem organismos nocivos a planta (I1JIMA
et al., 2004).

Compostos secundarios com funcdo protetora sdo geralmente
armazenados em células ou estruturas especializadas para proteger a
planta de toxidade (GERSHENZON et al.,, 1989; PARE e TUMLINSON,
1999; DUKE et al.,, 2000; DUSSOURD e HOYLE, 2000). Um mecanismo
comum de armazenamento tem sido a evulacdo de estruturas anatdbmicas,
tricomes térmica glandular, na superficie da parte aérea das plantas. Tal
estrutura contém, comumente, células glandes que sintetizam esses
compostos e um saco cuticular cobrindo essas células nas quais 0s
compostos sintetizados s@o secretados. Apos a danificagdo dos tecidos ou
mera pressao fisica, os sacos rompem-se liberando seu conteddo. Como
esses compostos secundarios possuem altas pressdes de vapor, sao

facilmente evaporados para atmosfera.

A familia dos monoterpenos dos produtos naturais, por
conseguinte, é derivada do plastidial, mevalonato — rota independe para o
metabolismo de isoprenéide (McCONKEY et al., 2000), o qual produz
isopentil-difosfato (e, por isomerizagéo, dimetilalil difosfato) como precussor
universal dos terpendides (LICHTENTHALER et al., 1997; McCASKILL e
CROTEAU, 1999).

Os monoterpenos divergem dos metabodlitos primérios por

conversdo do isopentil difosfato e dimetilalil difosfato, via de acdo da
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preniltransferase geranil difosfato sintase, para geranil difosfato (BURKE et
al., 1999), o qual transforma, apds subsequente ciclizacdo, por limoneno
sintase, em (4S)-(2)-limoneno (ALONSO et al., 1992).

3.6 Oleos essenciais
3.6.1 DefinicOes e caracteristicas

SIMOES et al. (2007) cita que os 6leos essenciais séo definidos
pela International Standard Organization (ISO) como os “produtos obtidos
de partes de plantas através de destilacdo por arraste de vapor d’dgua, bem
como os produtos obtidos por espressao dos pericarpos de frutos citricos
(Rutaceae)”. Sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
odoriferas e liquidas. Também sdo chamados de O6leos etéreos ou
esséncias. Estes termos se referem a aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, dai a designagdo “6leo”. Entretanto, devido a volatilidade, sua
caracteristica principal, os 6leos essenciais diferenciam-se dos 6leos fixos,

misturas lipidicas obtidas geralmente de sementes.

Em &gua, os 6leos essenciais apresentam solubilidade limitada,
mas o suficiente para aromatizar suas solu¢cdes aquosas, que nesse caso

sdo denominadas hidrolatos.

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

Os Oleos essenciais diferem-se quimicamente dos 6leos vegetais
e dos minerais. Os primeiros sdo misturas de terpenos e oxigenados, juntos
com outros tipos de compostos organicos. Ja os 0leos vegetais sdo ésteres
da glicerina com acidos graxos de longas cadeias, ao passo que 0s ultimos
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Oleos citados séo parafinas liquidas misturados a outros hidrocarbonetos de
peso molecular elevado (COSTA, 1994).

3.6.2 Processos de extracédo

Os métodos de extracado dos Oleos essenciais variam de acordo
com a regiao da planta em que ele se encontra bem como com a proposta
de utilizacdo do mesmo (CRAVEIRO, 1981). Os mais comuns S&o:
enfloracdo (enfleurage), arraste por vapor d’agua, extracdo com solventes
organicos, prensagem (ou espressdo) e extracdo por CO, supercritico
(CHAAR, 2000).

3.6.2.1 Arraste por Vapor d’agua

Na industria de Oleos essenciais existem trés tipos de extracgdes,
distinguidas pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a
agua, na fase liquida ou de vapor; a primeira € chamada de hidrodestilacéo,
onde a amostra fica imersa na agua liquida contida numa caldeira; a segunda
maneira de destilagdo é com agua e vapor, onde uma rede colocada na parte
inferior de uma caldeira mais alta separa a agua da amostra e o terceiro tipo de
destilagéo pelo vapor de 4gua, onde a amostra € colocada em uma caldeira e 0
vapor de agua ali injetado provém de um gerador proprio, independente
(WILLIANS, 1996; FUH et al., 1996).

A industria utiliza, de preferéncia, o vapor d’agua por ser reduzido
0 contato com a agua, relativamente aos métodos anteriores, € menos
acentuada a hidrdlise dos ésteres e a polimerizacao de outros constituintes,
em particular dos aldeidos (SIMOES et al. 2007).

3.6.3 Funcgdes Bioldgicas e Dados Farmacoldgicos

As substancias odoriferas em plantas foram consideradas por
muito tempo como “desperdicio fisiologico” (SIMOES et al., 2007), ou
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mesmo produtos de desintoxicacdo (BELL et al., 1980). Atualmente,
considera-se a existéncia de funcbes ecoldgicas, especialmente como
inibidores da germinagéo, na producdo de predadores, na atracdo de
polinizadores, na protecdo contra a perda de &gua e aumento de
temperatura, entre outras (HARBONE, 1993).

E importante ndo confundir as atividades farmacolégicas do extrato
bruto de uma droga vegetal rica em Oleos essenciais com as atividades
farmacoldgicas do 6leo essencial isolado da mesma. Também se deve levar
em consideracdo que, se € possivel estabelecer a atividade farmacoldgica de
uma substéncia isolada, 0 mesmo néo é tdo facil para um 6leo volatil que, além
de ser uma mistura complexa, pode ter sua composi¢do quimica alterada por
varios fatores, tais como: temperatura, umidade relativa, exposi¢cdo ao sol,
ventos, estocagem etc. Entretanto, algumas propriedades farmacoldgicas estdo
relativamente bem estabelecidas, por exemplo: acdo carminativa (contra gases
intestinais); acdo antiespasmodica; acdo estimulante; acdo cardiovascular;
acdo sobre o Sistema Nervoso Central; acdo anestésica topica;, acao
antiinflamatdéria; além da ag¢éo anti-séptica, uma vez que alguns 6leos volateis
inibem crescimento de varios tipos de bactérias, fungos e insetos, devido a

presenca de compostos fendlicos, aldeidos e alcodis (SIMOES, 2007).
3.7 Reserva Ducke

A Reserva Florestal Adolfo Ducke (Reserva Ducke), Figura 3.5,
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), localiza-se no km
26 da rodovia AM-010 (Manaus — Itacoatiara) e esta compreendida entre as
coordenadas geogréficas de 03°00"02" e 03°0800™de latitude sul e 59°58'
00" de longitude oeste. O clima da area € do tipo Afi, de acordo com a
classificacdo climatolégica de Koppen. A temperatura média para o més
mais frio nunca € inferior a 18 °C, a precipitacdo média anual € de 2000 mm
e ocorrem duas estagdes distintas: a chuvosa, estendendo-se de novembro
a maio e a seca, de junho a outubro (SAMPAIO et al., 2005).
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Figura 3.5. Reserva Florestal Adolfo Ducke (Reserva Ducke) do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA): (A) Entrada principal da
Reserva. (B) Floresta.

Na reserva Ducke, em latossolo de textura arenosa, existem
cerca de 3 a 4 arvores por vinte e cinco hectares. Ocorrem, geralmente, em
grupos de 5 a 8 arvores, com espacamento de 50 a 100 metros entre
grupos, embora, também ocorram &rvores isoladas (SAMPAIO, 2000;
SAMPAIO et al., 2003; SPIRONELLO et al., 2004).

Tradicionalmente, segundo ALENCAR e FERNANDES (1978), o
pau-rosa propaga-se de suas sementes, que sdo, no entanto, severamente
predadas na floresta, principalmente por passaros das familias Psitacideos
e Ranfastideos, que atacam os frutos antes da maturagdo. Na Reserva
Ducke, uma arvore adulta chega a produzir mais de 400 frutos, porém
poucos chegam a ser coletados.

3.8 A Espécie Aniba duckei Kostermans

A espécie botanica Aniba duckei Kostermans, da familia das
Lauraceae, conhecida vulgarmente como pau-rosa, foi descoberta no Brasil
em Juriti Velho, no estado do Para em 1925 (CORREA et al., 1975; SIANI et
al., 1999).
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As Lauraceae apresentam-se amplamente distribuidas através
das regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo formadas por 49
géneros com numero de espécies variando entre 2500 a 3000 (WERFF et
al., 1996). Os primeiros registros relativos a utilizacdo das espécies desta
familia datam de 2.800 a.C, sendo originarios da Grécia antiga (BARROSO,
1978; COE-TEIXEIRA, 1980).

As espécies do género Aniba Aubl. destacam-se pelo alto valor
econdmico, devido a constituicdo do 6leo essencial, encontrado em grande
guantidade principalmente no lenho e na casca. O primeiro registro de que
se tem conhecimento € de Aublet, em uma viagem de estudos a Guiana
Francesa, no periodo de 1762 — 1764, que registrou a espécie com 0 nome
de Licaria guianensis Aubl., devido a mesma ser conhecida pelo nome de
“Licari”, pelos indigenas. Sua importancia econémica teve inicio em 1875
gquando Samarin, na Franga, obteve o Oleo essencial por destilacdo. Em
1881, Morim, também na Franca, separou o 0leo essencial de um alcool e o
chamou de linalol. Sua primeira exportacdo para a Europa aparece
registrada na Guiana Francesa em 1883. Anos mais tarde, Koeller sugeriu
gue a espécie fosse denominada Ocotea caudata Koeller. Posteriormente,
Mez sugeriu 0 nome Aniba parviflora (Meiss.) Mez. Contudo, DUCKE em
1926 passou a chamé-la A.rosaeodora DUCKE. O proprio autor, neste
mesmo ano, verificou que havia diferencas entre as espécies da Amazodnia
e das Guianas, dai passou a chama-la A.rosaeodora var. amazé6nica Ducke.
A Ultima mudanca foi feita em 1938, quando Kostermans propos a alteracao
para A. duckei Kostermans (SUDAM, 1971).

A espécie A. duckei Kostermans (Figura 3.6), sinonimia de Aniba
roseadora Ducke (DUCKE,1938; SAMPAIO, 2000; MAIA, 2000). Recebe
varios nomes comuns, tais como: pau-rosa, pau-rosa-do-amazénas e
umbauba (Brasil), rosewood (Inglés), bois de rose femelle (Guiana
Francesa), enclit rosenhout (Suriname), cara-cara (Guiana) (MAIA, 2000) e
palo de rosa (paises amaz6nicos de lingua castelhana) (CLAY, 1993)

No Brasil, ocorre ao oeste do Amapa, ao longo de ambos o0s

lados do Rio Amazonas, tendo grandes concentracdes em Curud-Uma
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(perto de Santarém — PA) para a fronteira peruana, ao sul e do rio
Trombetas para a Coldmbia, ao norte. Também €& encontrado ao redor de
Belém e na Ilha de Marajé, ambos no estado do Para (SUDAM, 1972).

Sua arvore, Figura 3.6, pode atingir até 30 metros de altura e seu
tronco didametro de dois metros, tendo casca pardo-avermelhada, folhas
semicoriaceas, lisas e inflorescéncia em paniculas multifloras delicadas. As
flores sdo ferrugineas e o fruto é uma drupa, de 2 a 3 centimetro de
comprimento, com cupula bastante espessa. O tipo de vegetacdo onde
ocorre € de floresta tropical umida e terra firme (SAMPAIO, 2000). Seu 6leo
essencial é utilizado em perfumaria e € um dos trés Unicos produtos da flora
amazonica regional que foram incluidos na pauta de exportacdo nos ultimos

oitenta anos.

Figura 3.6. Arvores plantadas em éarea de cultivo do Pau Rosa (Reserva

Florestal Ducke — Manaus / AM).
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A exploracdo do Pau Rosa para extragdo de seu 0Oleo essencial
tem sido executada desde 1911 (AZEREDO, 1958), desempenhando uma
importante fungdo econdmica da regido amazbnica devido a alta
concentracdo de linalol na constituicdo quimica do Oleo, tendo sido
considerado, naquele tempo, a principal fonte mundial desse componente. A
exploracdo  desenvolveu-se, entretanto, de forma répida e
desordenadamente a partir de 1920, a ponto de em 1927, das 200
toneladas produzidas 80 ndo encontrarem mercado consumidor. Na década
de 40 esse produto ocupou o terceiro lugar na pauta de exportacoes da
Amazonia, segundo a SUDAM, 1972. A exploracdo diminuiu a partir de
1952. Em 1955 a producdo do Oleo de Pau Rosa brasileiro atingiu quase
guinhentas toneladas anuais. Em meados dos anos 60 a produc¢éao brasileira
ficou em torno de algumas centenas de toneladas anuais. Até o ano de
1969 existiam 53 usinas de destilacdo conhecidas, sendo 3 no estado do
Para e 50 no Amazonas. Em 1971 apenas 20 usinas estavam em
funcionamento, sendo 7 no Para e 13 no Amazonas. Em 1995 a producgédo
ficou em torno de 130 toneladas por ano, com exportagcdo de um pouco
mais de 29 toneladas (CUNHA, 2002). Essa exportacdo chegou a apenas
22,8 toneladas, em 2002 e, pelo ultimo levantamento do IBGE, em 2004
foram exportadas 29,5 tonelada de 6leo do pau-rosa (HOMMA, 2005).
Atualmente, menos de 15% do 6leo de Pau Rosa é industrializado no Brasil
e o restante € exportado para os Estados Unidos, Japao, Franca, Holanda,

Inglaterra e Suica.

3.9 O dleo essencial da espécie Aniba duckei Kostermans

O O6leo essencial de pau-rosa amazbnico, como é conhecida
popularmente a Aniba duckei Kostermans, caracteriza-se por seu forte odor,
incoloracdo e densidade inferior a da agua, solubilidade em solventes
organicos usuais e alcool 70° GL (SUDAM,1972; CHAAR, 2000; TELES,
2003).
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O linalol, cujo nome cientifico é 3,7-dimetil-oct-1,6-dien-3-ol e
suas férmulas, estrutural e molecular, encontram-se na Figura 3.7 (A e B), é
0 constituinte majoritario do Oleo da Aniba duckei Kostermans. Outros
componentes minoritarios fazem parte da composi¢cdo do réleo essencial
(TELES, 2003).

OH

C1oH 150

(A) (B)

Figura 3.7. Formulas do linalol: estrutural (A) e molecular (B).

O linalol, € um monoterpeno alcodlico terciario de cadeia aberta, €
uma das substancias mais importantes na industria de aromas, sendo um
dos substitutos para o 6leo de lavanda francesa ou da bergamota, pois sua
forma levorrotatoria possui odor similar a estes Oleos. O linalol ocorre
naturalmente em forma de dois estereoisomeros, o 3R-(-)-linalol (Figura 3.8,
A) e o 3S-(+)-linalol (Figura 3.8, B), que possuem odores distintos. O
isdmero levorrotatorio (lincareol) possui um aroma de lavanda e flores
frescas, com notas de lirio-do-vale, enquanto o dextrorrotatério (coriandrol)
possui um cheiro herbaceo, com tom de folhas envelhecidas,
frequentemente descritas como uma nota citrica (KOPPENHOEFER et al.,
1994; SIANI, et al., 2002; SIANI, et al., 2005).
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H,;C (A)

(B)

Figura 3.8. Estruturas enantioméricas do linalol: (A) 3R-(-)-linalol ou lincareol;

(B) 3S-(+)-linalol ou coriandrol.

3.10 Técnicas Analiticas

A avaliacdo quantitativa e qualitativa de 6leos essenciais envolve a
utilizacdo de diversas técnicas basicas, tais como: Cromatografia Gasosa (CG),
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
Espectrometria Vibracional de Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e Espectrometria Eletronica de Ultravioleta (UV) (MOUCHREK FILHO,
2000). Neste trabalho faz-se apenas uma breve abordagem de cada uma
dessas técnicas. Informacbes mais detalhadas podem ser obtidas nas
literaturas especializadas (WHITE, 1990; SKOOG, et al., 2002; SILVERSTEIN
et al., 2007).

Uma separacdo adequada de mistura natural multicomponente,
como é o caso dos 6leos essenciais, por cromatografia gasosa baseia-se na
diferenca das interagdes fisicas entre os componentes da mistura e a fase
estacionaria da coluna. Assim, a escolha da coluna é parte importante do

processo de separacao.

A espectrometria de massas acoplada a cromatografia a gas
(CG-EM) é um importante método na analise de substancias organicas. As
moléculas eluidas na coluna analitica sofrem uma fragmentagdo num
campo de alta energia. A analise desses fragmentos da informacdes sobre

a provavel estrutura da substancia.
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O espectro infravermelho da informacg6es sobre grupos funcionais
bem como a vizinhanca dos mesmos e até a geometria de duplas ligacdes,
guando estas séo presentes. A espectrometria IV baseia-se na vibracao de
atomos, contidos numa molécula, excitados por raios eletromagnéticos de
infravermelho, na faixa de comprimento de ondas entre 2,5 e 25 um ou
nimero de ondas 4000 e 400 cm™. O processo é quantizado e assim o
espectro vibracional apresenta-se em bandas. Cada mudanca de nivel de
energia vibracional apresenta uma série de energia rotacional e, como
consequéncia, as linhas do espectro rotacional se sobrepéem dando as
bandas observadas.

A absorcdo molecular na regido do Ultravioleta e do Visivel
depende da estrutura eletrdnica da molécula. A absor¢cdo de energia €
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 absor¢cdo ocorre em uma por¢do acessivel do
UV. Na prética, a espectrofotometria no ultravioleta € limitada, na maior
parte, aos sistemas conjugados.

3.11 Anélise Térmica
3.11.1 Conceito

De acordo com Mackenzie (1984), a Andlise Térmica é “um
conjunto de técnicas, nas quais uma propriedade fisica de uma substancia
e/ou seus produtos de reacdo é medida, enquanto a amostra € submetida a
uma programacao controlada de temperatura”. O desenvolvimento da
analise térmica deu-se progressivamente em funcdo de trabalhos de
pesquisadores isolados e teve no surgimento da International Confederation
of Thermal Analysis and Calorimetry (ICTAC) e no grande avango em
equipamentos comerciais a tornaram um campo extremamente ativo com
aplicagcbes em diversos ramos da pesquisa cientifica bem como na

inddstria.
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3.11.2 Técnicas Termoanaliticas

Uma técnica é considerada termoanalitica quando ela obedece
aos seguintes critérios: mede a variagdo de uma propriedade fisica quando
a amostra € aquecida ou resfriada; expressa a medida, direta ou
indiretamente, em funcdo da temperatura; realiza a medida sob controle de
temperatura (WENDLANTD, 1986). A Tabela 3.1 mostra algumas dessas
técnicas acompanhadas das respectivas  propriedades fisicas

correspondentes:

Tabela 3.1. Anédlise térmica

Propriedade Técnica Sigla
Termogravimetria TG
Massa
Termogravimetria Derivada DTG
Temperatura Andlise Térmica Diferencial DTA

Calorimetria Exploratoria

Entalpia Diferencial DSC

A analise térmica de 6leos essenciais é pouca explorada, porém
Cavalheiro et al. (2004) trabalharam com DSC para determinar pontos de
ebulicdo e suas mudancas de entalpia de alguns 6leos essenciais, enquanto
que Novak et al. (2004) concluiram que para andlise de 6leos essenciais
seria mais apropriada a aplicagdo de técnicas termoanaliticas combinadas

(TG-FT-IR, TG-MS). A seguir algumas dessas técnicas serdo apresentadas.

3.11.2.1 Termogravimetria

A Termogravimetria € uma técnica na qual a variacdo de massa

gue ocorre na amostra é acompanhada em funcdo do tempo (sob
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temperatura constante) ou em funcdo da temperatura (SANTOS et al.,
2000).

A medida é realizada utilizando-se um equipamento denominado
microbalanca, que consiste na combinacdo de uma microbalanca eletronica
acoplada a um forno e um programador linear de temperatura, permitindo a
pesagem continua de uma amostra em funcdo da temperatura, a medida

gue a amostra é aquecida ou resfriada (SANTOS, 2004).

Existem fornos que podem operar até 2400 °C. As temperaturas
do forno e da amostra sdo determinadas com o auxilio de um par
termoelétrico e o sensor deve ser localizado a cerca de 1-2 mm da amostra.
A escolha do porta-amostras devera ser feita de acordo com a amostra e a
temperatura a que sera aquecido o forno (SANTOS, 2001).

A atmosfera que circunda a amostra pode ser controlada,
podendo ser estatica ou dindmica; a pressao ambiente ou sob pressao ou a
vacuo; atmosfera inerte (nitrogénio ou argdnio) ou oxidante (gas oxigénio ou
ar sintético) (GALIM et al., 2002).

O registro dos experimentos termogravimétricos sdo curvas em
gue se observam variacdes de massa em decorréncia da saida de produtos
volateis (IONASHIRO e GIOLITO, 1980).

3.11.2.2 Termogravimetria Derivada (DTG)

A Termogravimetria Derivada (DTG) é a primeira derivada da
curva termogravimétrica, ou seja, a derivada da variacdo de massa em
funcdo do tempo ou da temperatura. A curva DTG apresenta informacdes
de uma mais clara, sendo a area ditamente proporcional a variacdo de
massa, 0 que leva a determinacdo da temperatura de pico e indicando as
temperaturas inicial e final do processo que esta sendo investigado
(GONCALVES et al., 2003).
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A curva DTG torna-se interessante para resolver os seguintes
problemas: separacdo de reacOes sobrepostas; identificacdo de uma
determinada substancia; calculo da variacdo de massa em reacdes
sobrepostas; andlise quantitativa por medida da altura de pico e distin¢édo de

eventos térmicos quando comparados com a curva DTA.

3.11.2.3 Analise Térmica Diferencial (DTA)

A Andlise Térmica Diferencial (DTA) é uma técnica na qual a
temperatura da amostra, comparada com a temperatura de um material de
referéncia, termicamente inerte, é registrada quando a amostra € aquecida
ou resfriada a uma razdo uniforme, permitindo o reconhecimento de efeitos
térmicos (WENDLANDT, 1996).

As variacbes de temperatura da amostra sao causadas por
transicbes entalpicas endotérmicas ou exotérmicas, registrando-se a
diferenca de temperatura entre a mostra e a referéncia em funcdo da

variagao de temperatura. Por isso o termo diferencial.

3.11.2.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Nesta técnica, Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC), mede-
se a diferenca de energia liberada ou absorvida pela amostra, em relacéo a
um material de referéncia, termicamente inerte, em funcao da temperatura,
enquanto a amostra e a referéncia sdo submetidas a uma programacao de
temperatura (BERNAL et al., 2002).

Quando um material sofre algum tipo de mudanca de estado
fisico ou reagdo quimica, ocorre uma quantidade de calor envolvido,
liberado ou absorvido. A DSC mede as variagfes de energia térmica para
manter em equilibrio as temperaturas da amostra e do material de
referéncia, durante o evento térmico. Regra geral considera-se que

transicdo de fase, desidratagdo, reducdo, e algumas reacdes de
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decomposicdo produzem efeitos endotérmicos, ao passo que cristalizagéo,
oxidagdo e algumas reacOfes de decomposicdo produzem efeitos
exotérmicos. Isto é valido tanto para DSC quanto para DTA (DANTAS,
2006).

Em algumas técnicas instrumentais, inclusive a analise térmica,
um grande namero de fatores pode afetar a natureza, precisdo e exatidao
dos resultados experimentais. Os fatores que podem influenciar o aspecto
das curvas TG séo classificados em duas categorias (GIOLITO, 1988):

Fatores Instrumentais, dentre os quais se pode citar: atmosfera
do forno; composicdo do porta-amostra; razdo do fluxo do gas de arraste;
razdo de aquecimento do forno; geometria do porta-amostra e do forno;
velocidade do registrador; sensibilidade do mecanismo de detecc¢éo;

Fatores caracteristicos da amostra, dentre 0os quais se pode
citar: natureza da amostra; granulometria da amostra; quantidade da
amostra; calor de reacéo; compactacdao da amostra; solubilidade dos gases
liberados; condutividade térmica da amostra.

O conhecimento detalhado da acdo destes fatores € muito
importante, pois permite que o operador obtenha o maximo proveito das
curvas termogravimétricas, evitando que 0s erros mascarem os resultados.
Para se ter uma boa reprodutibilidade nas medidas, é importante que se
tenha amostra e condigfes experimentais com as mesmas caracteristicas.
Muitos fatores citados ainda continuam sendo estudados porque, apesar de
boa parte deles ser constante para uma dada termobalanca (geometria do
porta-amostra, velocidade do registrador, sensibilidade do mecanismo de
deteccdo), muitos outros fatores sdo variaveis e dificeis de serem
controlados (solubilidade dos gases liberados, perturbacdes eletrostaticas e

compactacéao da amostra).
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4 METODOLOGIA

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um
tratamento analitico de plantas aromaticas, bem como a analise térmica por
DSC, além do teste da atividade larvicida do 6leo essencial da espécie vegetal
Aniba duckei Kostermans

4.1 Materiais e Equipamentos

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Combustiveis e
Materiais (LACOM) na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) em parceria
com o Laboratério de Pesquisa em Quimica Analitica (LPQA), Central Analitica
e Laboratério de Fisico-Quimica, Microbiologia do Pavilhdo Tecnolégico da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Laboratério de Pesquisas e
Ensaios de Combustiveis — LAPEC da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM) e Instituto de Quimica de S&o Carlos da USP.

4.1.1 Moinho Elétrico

Utilizou-se o0 moinho elétrico marca Tecnal, modelo TE — 340 para a

trituracdo das amostras.

4.1.2 Refratbmetro

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

Foi utilizado um extrator de Clevenger de vidro, acoplado a um baléo
de fundo redondo de 1000mL, para extracdo do Oleo essencial (Figura 4.1) e

uma manta foi usada como fonte de calor.

Figura 4.1 — Sistema Extrator de Clevenger Adaptado

4.1.4 Espectrémetro Ultravioleta

Utilizou-se um espectrofotbmetro UV — Vis. marca HP, modelo
8452A, equipado com monitor e impressora HP.
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4.1.5 Espectrometro Infravermelho com Transformada de Fourier

(Interferbmetro)

Utilizou-se um espectrofotdmetro FTIR marca BOMEM, modelo MB —
102, usando pastilhas de brometo de potassio (KBr), na faixa de 4000 a 400

cm™.

4.1.6 Cromatoégrafo a Gas acoplado a Espectrémetro de Massas

O dleo essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans foi
analisada por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de
massas por impacto de elétrons e analisador ion trap (CG-EM-IE-lon trap),
utilizando-se o equipamento da marca Varian, modelo 3900 (equipado com
Software Saturno 2100 T GC/MS) acoplado a um Espectrdometro de Massas ion
Trap 2000, por impacto de elétrons (70 eV). Usou-se uma Coluna VF-5ms LB
com 30 m x 25 mm x 0,25 mm, fase estacionaria 1% fenil-dimetil polisiloxano e
a fase movel usada foi o gas Hélio; Software de busca com bibliotecas NIST e
WILEY com aproximadamente 500.000 espectros massas.

4.1.7 Estudo Térmico

A andlise térmica é de pouco uso na andlise de 6leos essenciais.
Porém, sdo possiveis estudos da perda de massas da amostra pela agéo
térmica. Além disso, os pontos de congelamento, fusdo e ebulicdo sdo
propriedades fisicas que tém todas as condi¢cdes para serem determinadas por
analise térmica, especialmente pela técnica de calorimetria exploratéria

diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG).

As curvas termogravimétricas e calorimétricas foram obtidas em
Analisador Térmico da marca TA INSTRUMENTS, modelo SDT 2920 através

do método nao isotérmico de andlise, na razdo de aquecimento de 10 °C min™.
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E intervalo de temperatura de 25-350 °C, visando verificar o perfil da

decomposicédo térmica.

4.2 Metodologia Experimental

A seguir  descrevem-se 0S procedimentos efetuados

experimentalmente para a realizagdo dessa pesquisa:

4.2.1 Origem, Coleta, Preparacao e Armazenamento da Amostra Vegetal

Amostras, folhas e galhos finos, foram coletadas de trés arvores da
Aniba duckei Kostermnas cultivadas na Reserva Florestal Ducke, rodovia AM —
010, km 26, Manaus, Amazoénas, Brasil (03°00"02" e 03°0800™de latitude sul e
59058' 00" de longitude oeste).

Essas coletas foram realizadas em margco de 2006. Em seguida, as
amostras foram secas por sete dias sob ventilagdo natural, trituradas e
armazenadas em frascos de polipropileno para posterior extracdo dos 6leos

essenciais.

4.2.2 Extracdo do Oleo Essencial

O Odleo essencial foi extraido de 30 gramas de galhos finos da
espécie Aniba duckei Kostermans com 300 mL de &agua destilada, por
hidrodestilacdo, em um sistema de Clevenger (Figura 2.1) mantendo-se a
temperatura de 100 °C. Posteriormente, o0 6leo foi seco por meio da percolacao
em Na,SO, anidro. Essas operacdes foram realizadas em triplicatas e as
amostras foram armazenadas em frascos de vidro sob refrigeracdo, para evitar
possiveis perdas de constituintes volateis. Em seguida, esses Oleos foram

submetidos as analises.
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O rendimento foi calculado na relacdo massa/massa pela medida da
densidade, observando o volume obtido no préprio sistema de extracao.

4.2.2.1 Determinagdo do Tempo de Extragéo

O melhor tempo de extragcdo foi determinado em funcdo do
rendimento do 6leo essencial. Seis extracdes foram realizadas nos tempos 0,5;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 horas. Exceto o tempo, todos os outros parametros foram

mantidos como descritos anteriormente.

4.2.3 Padroes

Como padrdes foram utilizados o linalol racémico, + linalol da marca
Aldrich (aldrich Chemical Co.) e R-(-)-linalol da marca Fluka (Fluka Chemie
GmbH).

As solugdes padrdo de monoterpenos em etanol e em hexano foram

preparadas por diluicdo em diferentes concentracoes.

4.2.4 Caracteristicas Fisicas do Oleo Essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisicas do 06leo essencial de
galhos da espécie Aniba duckei K. foram realizadas as andlises de densidade,
indice de refracdo, ponto de ebulicdo, solubilidade em etanol a 70%, cor e

aparéncia.

4.2.4.1 Densidade

Para o calculo da densidade, utilizou-se um baldo volumétrico

aferido de 1 mL, o qual foi escolhido devido ao pequeno volume de amostra de
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Oleo essencial disponivel, previamente seco, tarado e aferido, onde adicionou-
se a amostra de 6leo essencial da espécie Aniba duckei Kostermans a 25 °C,

pesando-se em seguida.

4.2.4.2 Solubilidade em Etanol (70%)

Para a determinacdo da solubilidade, utilizou-se uma mistura de

etanol em agua a 70% (volume/volume).

A solubilidade foi feita mantendo-se constante o volume de 6leo e
adicionando-se proporcionalmente volumes crescentes da mistura alcodlica,

até a sua completa solubilizagéo.

4.2.4.3 indice de Refragdo

Para a medida do indice de refrac@o foram utilizados tubos capilares
de vidro para adicionar as amostras de 6leos diretamente sobre o prisma de

Flint do refratbmetro, a uma temperatura de 25 °C.

4.2.4.4 Rendimento do Oleo Essencial

Para o calculo do rendimento da extracdo de Oleo, mediu-se o
volume do 6leo obtido na extragdo, percolou-se em Sulfato de sodio (Na,SO,)
anidro e pesou-se em baldo volumétrico seco e tarado 25 °C, determinando-se

a massa do 6leo em relacdo a massa da amostra.

4.2.45 Cor

A técnica proposta é a visual, feita por comparagdo das cores das

esséncias com as cores conhecidas.
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4.2.4.6 Aparéncia

A técnica proposta também é a visual, onde se faz uma comparagéo

das esséncias no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez.

4.2.5 Analises Espectrométricas
4.2.5.1 Analise Espectrométrica na Regido do Ultravioleta — Visivel

A analise espectrométrica na regido do Ultravioleta-visivel do 6leo
essencial da espécie Aniba duckei Kostermans foi realizada em um
espectrofotometro da marca HP, modelo 8451A. Para tanto, as amostras foram
diluidas em mistura de 60% de etanol/agua.

4.2.5.2 Analise Espectrométrica na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (Interferdbmetro)

As amostras de O6leo essencial da espécie vegetal Aniba duckei
Kostermans foram analisadas em um espectrofotometro FTIR marca BOMEM,
modelo MB — 102, usando pastilhas de brometo de potassio (KBr), na faixa de
4000 a 400 cm™.

4.2.5.3 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas

As analises do Oleo essencial da espécie vegetal Aniba duckei
Kostermans por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas por impacto de elétrons e analisador ion trap (CG-EM-IE-lon trap),
equipamento marca Varian, modelo 3900, foram realizadas utilizando hélio

-1
como gas de arraste com fluxo na coluna de 1 mL min ; temperatura do Injetor:
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270 °C, split 1:50; coluna capilar (30 m x 25 mm) com fase estacionaria VF-1ms
(100 % metilsiloxano 0,25 um) e programacao de temperatura do forno de 60 a

-1
220 °C com taxa de aquecimento de 4 °C min e de 220 a 260 °C com razéao

de aquecimento de 1 °C min-l, com o tempo de corrida ficando em 100 minutos.
No Espectrometro de Massas as temperaturas do mainfold, ion trap e da linha
de transferéncia foram de 50, 190 e 200 °C, respectivamente. Foram injetadas
aliquotas de 1,0 L (injetor automatico CP-8410) das amostras diluidas na

proporcao de 20 pL em 1,5 mL de hexano.

4.2.6 Quantificagdo de Linalol por Cromatografia Gasosa

O linalol foi quantificado pelo método do padrao externo,
considerando a sua alta concentragdo nas amostras. As amostras foram
diluidas em etanol absoluto. As curvas analiticas foram construidas com
padrbes. Os calculos das concentracbes foram feitos pelas respectivas
equac0Oes das retas obtidas nas curvas analiticas.

4.2.7 Estudo Térmico

As curvas calorimétricas foram obtidas em Analisador Térmico,
marca TA INSTRUMENTS, modelo SDT 2920 através do método n&o
isotérmico de andlise, na razdo de aquecimento de 10 °C min™. E intervalo de

temperatura de 25-350 °C, visando verificar o perfil da decomposi¢ao térmica.

4.2.8 Obtencéo e Cultivo das Larvas

Como os ovos do Aedes aegypti ndo sdo postos diretamente na
agua, mas sim milimetros acima de sua superficie, principalmente em
recipientes artificiais, foi preparada uma armadilha simples para coleta desses
ovos. Para tanto, foram utilizados jarros de plastico para planta, de

aproximadamente 500 mL, semi-preenchidos com agua e um pedaco de
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madeira de dimensdes aproximadamente 20 cm x 5 cm com uma parte imersa
e outra ndo, Figura 4.2. A fémea do Aedes aegypti, deposita seus ovos na
parte imediatamente superior a lamina d'agua, na parte do madeirite ainda
umida, mas fora da agua do jarro.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia pléstica, de
formato retangular, com cerca de 3 litros de agua mineral para a eclosédo. Apés
a imerséo dos ovos, 0,5 g de ragdo de rato foi adicionado & agua para auxiliar
no crescimento das larvas. Todo o material foi mantido no interior de uma
gaiola de madeira e coberta com uma tela de tecido, apropriada para insetos, a
fim de evitar a contaminacao por ovos de outras espécies de mosquito. Apds a
eclosdo, as larvas foram acompanhadas até que atingissem o 3° ou 4° estagio
do desenvolvimento, quando entdo foram utilizadas nos ensaios de atividade

larvicida. S&o necessarios de 4 a 5 dias para que as larvas atinjam o tamanho

ideal para os ensaios.

Figura 4.2. Armadilhas para coleta dos ovos do Aedes aegypti.

As larvas foram identificadas, como sendo do Aedes aegypti, por
técnicos do laboratério do Nucleo de Patologia Tropical e Medicina Social,
Departamento de Patologia, Universidade Federal do Maranh&o.

4.2.9 Teste de Toxidade

Para realizagao do teste de toxidade, as larvas selecionadas, entre
o terceiro e o0 quarto estagios, (10 por teste) foram transferidas para um
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béquer contendo 20 mL de &gua mineral (26 — 28 °C ). As larvas foram
capturadas utilizando-se uma pipeta de Pasteur. Cada teste foi feito em
quintuplicata para cada concentracdo testada. Os controles positivos foram
realizados com o organofosforado temefés em larvas do Aedes aegypti, na
concentracdo utilizada pela vigilancia sanitaria que é de 100 ppm. Os controles
negativos foram realizados com 20 mL de agua mineral (26 — 28 °C) contendo
0,04% de Tween. As larvas foram expostas as solucdes por 24 horas e ao fim
deste periodo registrou-se a mortalidade.

Para o preparo da solucao teste, pesou-se 20 mg do 6leo essencial,
em um recipiente do tipo eppendorf, para cada mililitro da solucdo teste e, em
seguida, foi adicionada uma gota de solvente, do tipo tween 80, sobre o 6leo,
fazendo-se entdo a homogeneizagdo. A seguir, utilizando-se uma pipeta
automatica, foi adicionado um mililitro de agua destilada fazendo-se nova
homogeneizacao.

Esta solucao foi entdo transferida para o béquer contendo as larvas
separadas para o teste, de acordo com as concentracdes pré-estabelecidas
apos testes iniciais.

4.2.10 Anéalise Estatistica

Apds os testes, montou-se uma tabela com os valores das sete
concentracfes, log das mesmas, 0 numero de larvas mortas apos 24 horas
(média dos cinco pontos), numero de larvas vivas apos 24 horas (média dos
cinco pontos), o acumulado de vivos (soma das células de mortos abaixo) e o
acumulado de vivos (soma das células de vivos acima).

A andlise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o
método Reed-Muench, o qual parte do principio de que, um animal que
sobreviva a certa dose, também ira sobreviver em qualquer outra dose menor
gue aquela, consequientemente 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 concentracéo testada, € construido um grafico
onde se observa uma curva para o acumulo de animais mortos em cada

concentracdo e outra curva para o acumulo de sobreviventes. O ponto de
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intercessdo entre as curvas € a Concentracao letal 50% (CLsp), pois nesse
ponto o nimero de animais sobreviventes € igual ao nimero de animais mortos
(COLEGATE & MOLYNEUX, 1993).

O intervalo de confiancga foi calculado segundo o método de PIZZI
(1950). Para tanto, constréi-se um grafico do percentual de mortos versus
logaritmo (log) da dose. A seguir determina-se o valor de “R”, que é a diferenca
entre o log da dose que mata 75% das larvas e o log da dose que mata 25%
das larvas. Calcula-se também a variavel “h” que consiste na média das
diferencas dos valores de log das doses. Com esses dados determina-se o log
do erro padrdo (SE), através da seguinte féormula: (SE)*> = 0,79 x h x R/20.

Finalmente, o valor do intervalo de confianca é igual 2 x 105,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo do tempo de extracdo do 6leo essencial

O tempo de extracdo do Oleo essencial € um dos principais
parametros fisico-quimicos da industria de esséncias, porque, além de estar
diretamente relacionado com a qualidade do Oleo essencial, se reflete na

natureza econémica do processo.

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

Neste trabalho, o estudo do tempo de extracdo ideal para o 6leo
essencial por hidrodestilagdo em galhos, de uma massa fixada em 30 g em 300
mL de agua destilada, em funcdo do rendimento percentual do Oleo, que
resultou na Figura 5.1, na qual pode se observar que o rendimento maximo do
Oleo extraido foi verificado no tempo de extracédo de 4,0 horas, obtendo-se um
volume de Oleo essencial igual a 0,65 mL. A este valor foi atribuido o
percentual maximo de rendimento. A partir desse tempo a quantidade de 6leo

extraivel permaneceu constante.

Dessa forma, de acordo com esses resultados, propde-se que 0
tempo ideal seja de 4,0 horas, que corresponde a um rendimento de 100% de

6leo essencial.
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100 +
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Tempo de extracgéo (h)

Figura 5.1 - Variacdo do rendimento de Oleo essencial em funcdo do tempo de
extracgao.

5.2 Caracteristicas Fisicas do Oleo Essencial

As esséncias alteram-se com maior ou menor facilidade,
dependendo da natureza quimica dos seus constituintes e consoante as
circunstancias do meio. Entre os fatores principais que as modificam estéo o ar,
a luz, o calor, a agua e impurezas diversas de origem natural ou oriunda de
falsificacOes. As alteracdes podem ser reconhecidas tanto por mudancas de
suas caracteristicas organolépticas (aroma, cor, sabor, transparéncia, fluidez),
como também dos valores dos seus parametros quimicos e fisicos. Desta
maneira, diminuindo as suas qualidades, reduz-se de igual modo o seu
aproveitamento nas industrias de perfumaria, cosmética, alimentos, quimicas,
etc. Prejuizos analogos sofrem as industrias farmacéuticas, quando se utiliza
como corretivo do cheiro; sabor e a terapéutica, quer pela diminuicdo dos
constituintes ativos, quer, por se tornarem agressivos quando usados

externamente, causando irritacdes na pele (TELES, 2003).
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Os parametros fisicos dos 6leos essenciais dos galhos séo

mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial extraido de galhos

da espécie Aniba duckei Kostermans.

Propriedaes fisico- Oleo Oleo Oleo
quimicas essencial @ essencial ® essencial ©
Densidade (g mL™?) 0,86 0,87 0,89

Solubilidade em

i 1:2 1:2 1:2
alcool a 70% (v/v)
indice de refracdo
250 1,46 1,47 1,47
(No™)
Cor Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido

(a)Esta pesquisa (coleta em marco de 2008).
(b)RAOUL, 1953.
(c)CHAAR, 2000.

Comparando-se os valores para o 6leo essencial dos galhos da
espécie Aniba duckei Kostermas com os da literatura, pode-se observar que ha
uma similaridade entre eles, no que diz respeito a densidade, ao indice de

refracdo, a solubilidade em etanol a 70%, a cor e a aparéncia.


http://www.pdfdesk.com

43
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

5.3 Analises Espectroscopicas e Cromatograficas do Oleo Essencial da

Espécie Vegetal Aniba duckei Kostermans

A analise espectroscépica dos 6leos essenciais de galhos da Aniba
duckei Kostermans, comparando com os dados do padrédo de linalol e da

literatura, proporcionou resultados similares.
5.3.1. Andlise Espectroscépica na Regidao do Ultravioleta

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta, para mistura
etanol/dgua a 60%, em volume (A), para o padrdo de linalol (B), e para 6leo

essencial da Aniba duckei Kostermans (C) sao apresentados na Figura 5.2.
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Figura 5.2 - Espectros de absor¢édo no UV: (A) mistura etanol/agua a 60 %. (B)

padrao de linalol e (C) 6leo essencial extraido de galhos.

Nessa analise espectroscépica, a mistura de etanol/agua a 60% em
volume foi escolhida ap6s um estudo sobre a solubilidade do 6leo essencial

nesta mistura e sua absorbancia.

A Figura 5.2 mostra que a mistura etanol/agua néo absorve na regiao
do UV. Podemos observar também que o | nax da amostra de 6leo essencial
extraido de galhos da espécie Aniba duckei Kostermans, Figura 5.2C, € muito
préximo do | max da solucéo de padréo de linalol, Figura 5.2B, indicando que se

trata do mesmo composto.
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Na regido do ultravioleta as absorcdes ocorrem por meio de
transices eletronicas. Uma banda proxima a 200 nm tem sido atribuida a
elevacdo simultanea de dois elétrons p para orbitais p*, estando a intensidade
da absorcado do alqueno essencialmente independente do solvente devido a
prépria natureza apolar da ligacdo carbono-carbono (SILVERSTEIN et al.,
2007; BELAICHE, 2005). Para o linalol, considerando que é um composto
insaturado com duas duplas ligacGes (Figura 5.2), espera-se uma transicao
desse tipo, pois quando duas ou mais ligacOes etilénicas ocorrem em uma
mesma molécula e estdo separadas por pelo menos um grupo metileno, a
molécula absorve na mesma posicdo que um unico cromoéforo. A intensidade
da absorcdo é proporcional ao nimero de grupos cromdforos isolados na
molécula (SILVERSTEIN et al., 2007).

5.3.2 Analise Espectroscopica na Regido do Infravermelho com

Transformada de Fourier (Interferémetro)

A Figura 3.3 mostra os espectros obtidos na regido do infravermelho
para o padrdo de linalol (A) e para o 6leo essencial extraido dos galhos da
espécie Aniba duckei Kostermans (B). Pela comparacéo entre o espectro A e o
espectro B, da Figura 5.3, observa-se com facilidade que as bandas de

absorcao séo praticamente coincidentes por suas frequéncias.

As bandas de absorcdo fortes na regido de 3650 e 3100 cm™,
quando associado a uma banda forte entre 1300-1000 cm™ (estiramento da
ligacdo C — O) e outra préxima de 1150 cm™ sdo atribuidas & hidroxila de
alcoois terciarios. Nos espectros A e B da Figura 3.3 podemos observar essas

bandas para o padréo de linalol e para o 6leo essencial, respectivamente.
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Figura 5.3 - Espectro na regido do Infravermelho: (A) padrdo de linalol e (B)

Oleo essencial extraido dos galhos da espécie Aniba duckei Kostermans

A banda de vibracdo verificada préximo de 3090 cm™ (3086 cm *,

"I para o 6leo essencial) é proveniente da

para o padréo de linalol e 3099 cm
deformacgéo axial da ligacdo Csp—H, referente a ligacdo quimica =C-H do
grupo vinila, que, de acordo com a literatura, devera ter banda fraca observada
entre 3100 e 3000 cm ™. As bandas de absorcdo na regido do infravermelho
verificadas na regido de 3000 a 2840 cm™ constituem absorc&o proveniente do
estiramento da ligacdo Csps—H, caracteristica dos compostos alifaticos. No
espectro da Figura 5.3, verifica-se essas bandas em numeros de ondas,
respectivamente, 2972 e 2970 cm ™ para o padrdo de linalol e para o 6leo
essencial. A banda fraca observada em 1625 cm™ é atribuida ao estiramento
da ligacéo dupla C=C (grupo vinila) que, segundo a literatura deve apresentar
bandas de 1680-1630 cm™. A banda que se verifica proximo a 1070 cm™ é
atribuida ao estiramento da ligagdo C-O de alcoois. As ligages Csyo—H sofrem
deformac6es fora do plano que absorvem em regides entre 1000 e 680 cm™ e
guando se trata de =CH, essa absorcdo € entre 910 e 905. No espectro da
Figura 3.3 essas ligacdes sdo verificadas, para o padrao de linalol e para o
6leo, em 908 e 909 cm™. Estas observacées estdo de acordo com a literatura
(SILVERSTEIN et al., 2007; LOPES e FACIO, 2004) e séao suficientemente
justificaveis, visto que o linalol € o componente majoritario do 6leo essencial da

Aniba duckei Kostermans, o Pau Rosa amazonico.
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As principais bandas verificadas nos espectros vibracionais de
absorcdo na regido do infravermelho para o padrdo de linalol e para o 6leo
essencial analisado neste trabalho, bem como os seus modos vibracionais,

encontram-se dispostos na Tabela 5.2.

TABELA 5.2. Principais bandas de absor¢cdo e modos vibracionais do padrao

de linalol e do 6leo essencial na regido do infravermelho.

Composto | Tipo de G Tipo de Absorcado | Absorcéo
. A rupo ~ : ERE .
(linalol) ligacédo deformacédo | linalol (cm™) 6éleo (cm™)

O—-H Alcool Axial 3406,4 3395,7
Vinil Axial 3086,2 3099,2

C-H

C—-H Metil Axial 2972,0 2970,7

OH
c=c¢C Vinil Axial 1625,0 1625,0
C-0 Alcool Axial 1068,2 1072,6
o Fora do
C—-H Vinil 908,1 909,9
plano
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5.3.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas

O cromatograma do 0leo essencial extraido dos galhos da espécie
Aniba duckei Kostermans, obtido com o uso de uma coluna Capilar, 30 m x
0,25 mm x 0,25 um. HP-5MS, 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano (Equivalente
DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), é apresentado na Figura 5.4.

As substancias identificadas a partir do cromatograma da Figura 5.4,
estdo relacionadas na Tabela 3.3. Nessa tabela, constam o namero do pico
pela ordem de eluicdo, o tempo de retencdo de cada substancia na coluna (em
minutos), 0 nome mais comum para cada substancia identificada, a
porcentagem de area normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos
compostos na amostra e a “Qualidade”, a qual consiste no indice de pesquisa
na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas obtido com
0s registros nas bibliotecas utilizadas. Adotam-se indices de qualidade maior

gue 70.

|
34
T el B :
10 20 30
Tempo de Retencao, min

&6
L

_ = i —

Figura 5.4 Cromatograma do 6leo essencial extraido dos galhos da espécie

Aniba duckei Kostermans


http://www.pdfdesk.com

48
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

Para a identificacdo dos compostos separados e detectados na
amostra do 6leo essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostrmans, utilizou-
se as bases de dados de espectros de massas das espectrotecas NIST105,
NIST21 e WILEY139, e o programa AMSDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution Mass & Identification System), além de referéncias como o livro
do Adams (ADAMS, 2001) e artigos que apresentaram analises com espectros

semelhantes. Para o linalol, a confirmacao também foi pela adi¢cdo de padréo.

Tabela 5.3. Compostos identificados na amostra de 6leo essencial de galhos

da espécie Aniba duckei Kostermans

Pico | trer® | Nome do Composto | %A

1 15,61 Limoneno 0,52

2 |15,71 1,8-Cineol 1,07

3 17,43 | Cis-6xido de linalol 1,94

4 18,06 | trans-6xido de linalol | 1,86

5 18,60 Linalol 89,34
6 |21,88 a-Terpineol 3,06
7 | 28,26 a-copaeno 0,89
8 |31,74 a-Patchuleno 0,77
9 32,02 Cariofileno 0,55

®Tempo de retencéo do pico pela ordem de eluicdo da coluna.

Po6A = Porcentagem de area normalizada.

O pico cromatogafico de numero 5, Figura 5.4, com tempo de

retencdo 18,60 min, corresponde ao componente majoritario do 6leo do pau-
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rosa, o linalol, C1oH180, massa molecular igual a 154 u. O espectro de massas

referente a este pico, para o 6leo essencial esta representado na Figura 5.5.

A identificacdo do linalol por Espectroscopia de Massas foi
confirmada pelo padrao de linalol, pelas espectroscotecas NIST105, NIST21 E
WILWY139 e com dados constantes da literatura (ADAMS, 2001).

OH

71

C10H150

A

| | ‘ |
1£1
107 "

135,
I! | II|‘|‘|||I..||‘ ‘Ill. ||‘I‘||‘.| I‘ |I||.I |'|I|| '|" ; |]‘.3|';"|
L) Bl au R 120 120
Figura 5.5 - Espectro de massas do composto do pico 5 do cromatograma da
Figura 5.4. Este pico refere-se ao linalol.

Segundo a literatura, o pico do ion molecular é de muito dificil
visualizacdo no caso de alcodis terciarios, o que é o caso do linalol. Para o este
composto, cuja formula molecular € C1oH130, 0 pico do ion molecular é m/z =
154 [M]. Na Figura 5.5, o pico 136 [M — 18], corresponde a perda de agua,
enquanto o pico m/z = 121 [M — 18 — 15] é correspondente a perda de agua e
grupo metila. O linalol é um alcool terciario, e para compostos dessa natureza é
frequente a quebra de ligacdo carbono—carbono vizinha ao atomo de oxigénio,
com eliminacdo do maior grupo, o que fica evidenciado no pico de m/z=71
(H2,C=CH-COH"-CH3) e pelo pico de m/z=83 [(CHs),C=CH-CH,-CH,]. Sendo
este ultimo um alceno, ele pode ser identificado por um aglomerado de picos
observados em intervalos de 14 unidades, correspondentes a perda de grupos

metilenos. Para o pico m/z = 121, os picos derivados dessa forma seriam 107,
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93, 79, 65 e 41, o que pode ser observado no espectro do linalol, Figura 5.5
(SILVERSTEIN et al., 2007).

O pico 1 da Figura 5.4, segundo o programa AMSDIS (Automaded
Spectral Deconvolution Mass & Identification System) e a literatura (ADAMS,
2001), corresponde ao limoneno, C;oH;s, de massa molecular igual a 136 e
porcentagem relativa de area correspondente a 0,52%. A Figura 5.6 mostra o
espectro de massas para esse composto, acompanhado de sua formula

estrutural.

Observando o espectro da Figura 5.6, percebe-se que o0 ion
molecular é o correspondente a relacdo m/z igual a 136. No valor de m/z = 121
[M — 15], tem se uma perda de metila e m/z= 107 [M — 15 - 14] uma
subsequente perda de metileno, seguida de outra perda de metileno que
resulta em m/z= 93 [M - 15 — 14 — 14], o que ¢é caracteristico de
hidrocarbonetos. O pico m/z = 68 ([CsHs]™") deve ser em decorréncia de um
modo especial de quebra semelhante a uma retro-Diels-Alder (SILVERSTEIN
et al., 2007).

Limoneno

X

| E e e | T T T T T T

40 60 86 100 120 ) 140

Figura 5.6. Espectro de massas correspondente ao pico 1 do cromatograma da

Figura 5.4, limoneno.
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O pico 2, tempo de retencdo 15,71 minutos, mostrado no
cromatograma da Figura 5.4, refere-se a substancia 1,8—cineol, CioH150,
massa molecular igual a 154u, cuja porcentagem de area normalizada € igual a
1,07%. Isso pode ser observado pela analise do espectro de massa da Figura
5.7 e confirmado pelas espectroscotecas NIST105, NIST21 e WILWY139 e
com dados constantes da literatura (ADAMS, 2001).

1,8- Cineol

In ,|||!, hill ‘| ” | || ‘
&0 80

100 120 140 180

Figura 5.7. Espectro de massas correspondente ao pico 2 do cromatograma da
Figura 5.4, 1,8-Cineol

O pico m/z = 139 refere-se a uma provavel perda de grupo metila. Ja
0 pico m/z = 111[M - 43] corresponde a perda do grupo propila ([CsH7]) ao
passo que o pico m/z = 93 [M — 43 — 18] é deduzido por posterior perda de
adgua. Os picos de m/z iguais a 81 e 71 possivelmente referem-se a uma

clivagem do ciclo.

Os picos 3 e 4 no cromatograma da Figura 5.4 correspondem,
respectivamente, aos estereoisbmeros cis e trans do 6xido de linalol, C10H150,
massa molecular igual a 154, o que esta de acordo com a literatura (ADAMS,
2001; MAIA, 2000; NAMARA et al, 2007). As porcentagens de area

normalizada s&o iguais a 1,94 e 1,86%, respectivamente. Os espectros de
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massas desses picos encontram-se nas Figuras 5.8 e 5.9. De acordo com a
literatura (FERREIRA et al., 2001) os espectros de massas dos isdbmeros cis e
trans sdo, normalmente, muito similares e eluem de acordo com seus pontos
de ebulicdo sendo o isdbmero cis antes do trans. Isso pode ser percebido no
cromatograma da Figura 5.4 e na Tabela 5.3, em que o isbmero cis do oxido de
linalol eluiu no tempo de 17,43 minutos ao passo que o isémero trans eluiu no

tempo de 18,06 minutos.

0
I ""'H
Cis- 6xido delinalol
OH
=T}
- Il I IFI!l I lI : ‘J‘ L I |I I‘ll:l T I T T T + L T Ld T |‘$T
a0 S0 [=1] TO ] {1 fiad 110 130 150

Figura 5.8. Espectro de massas correspondente ao pico 3 do cromatograma da

Figura 5.4, cis-6xido de linalol.
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e

trans- 6xido de linalol
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Figura 5.9. Espectro de massas correspondente ao pico 4 do cromatograma da

Figura 5.4., trans-6xido de linalol.
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Figura 5.10. Espectro de massas correspondente ao pico 6 do cromatograma

da Figura 5.4, 4-terpineol.

No tempo de retencéo de 21,88 minutos do cromatograma mostrado

na Figura 5.4, aparece 0 pico 6, que apds andlise do espectro de massas,
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pelas espectroscotecas NIST105, NIST21 e WILWY139 e com dados da
literatura (ADAMS, 2001; NAMARA et al., 2007) conclui-se que se trata do
composto a-terpineol, C1oH1580, de massa molecular igual a 154 e porcentagem

relativa de area correspondente a, cuja porcentagem de area foi de 3,06%.

Pelo espectro de massas da Figura 5.11, é possivel notar que o ion-
molecular, M, aparece em m/z = 154, muito discretamente e logo em seguida
aparece o pico m/z = 136 [M — 18], representativo da perda de uma molécula
de 4gua do alcool. Em seguida aparecem o0s picos m/z = 121 [M—18 - 15],
representativo da perda de um grupo metila e o pico com m/z = 107 [M — 18 —
15 — 14] e 93 [M — 18 — 15 — 14 — 14], caracteristicos de duas perdas
consecutivas de grupos metilenos (CH), o que esta em conformidade com a
literatura (ADAMS, 2001; NAMARA et al., 2007).

No cromatograma da Figura 5.4, aparece em 28,26 minutos o pico de
namero 7, com abundancia de 0,89%, o qual apdés ser analisado pelas
espectroscotecas NIST105, NIST21 e WILWY139 e comparado com dados da
literatura (ADAMS, 1995; NAMARA et al., 2007), conclui-se que refere-se a

substancia a-Copaeno, CisH,4, de massa molecular igual a 154.

a- copaeno

* T S| T T T S T

40 &0 80 100 120 = 140 18 180 200

Figura 3.11. Espectro de massas correspondente ao pico 7 do cromatograma

da Figura 5.4, 4-copaeno.
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Ao analisar o espectro de massas referente ao pico 7 do
cromatograma da Figura 5.4, percebe-se que o ion-molecular apresenta uma
intensidade relativa m/z = 204, seguida do fragmento com m/z = 189 [M — 15],
gue representa perda de grupo metila. Na sequéncia, o pico com intensidade

m/z = 161 [M - 43] indica a perda do grupo isopropila pela molécula a-copaeno.

O pico 8 da Figura 5.4, tempo de retencdo 31,74 minutos, foi
caracterizado como sendo o composto &-patchouleno, CisHz4, cOm massa
molecular igual a 204 e com porcentagem de area 0,77% de acordo com as
espectroscotecas NIST105, NIST21 e WILWY139 e comparado com dados da
literatura (ADAMS, 2001). Seu espectro de massas esta representado na
Figura 5.12.

H

\
H

a-patchuleno

Figura 5.12. Espectro de massas correspondente ao pico 8 do cromatograma

da Figura 5.4, 4-patculeno.
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Figura 5.13. Espectro de massas correspondente ao pico 9 do cromatograma

da Figura 5.4, Cariofileno.

No tempo de retencéo de 32,02 minutos do cromatograma mostrado
na Figura 5.4, aparece o pico de numero 9, que apds analise do espectro de
massas, pelas espectroscotecas NIST105, NIST21 e WILWY139 e com dados
da literatura (ADAMS, 2001; NAMARA et al., 2007) conclui-se que se trata do
composto cariofileno de férmula molecular CisH24 € massa molecular igual a

204, cuja porcentagem de area foi de 0,55%.

5.3.4 Quantificagcdo por Cromatografia Gasosa

Construiu-se um grafico para avaliar cromatograficamente a
concentragdo proposta, registrando-se a concentracdo de linalol pelo valor

meédio (n = 5) das respectivas areas e interpolando-se o valor da amostra.

As Figuras 5.14 e 5.15 apresentam a determinagao quantitativa do
linalol por CG, usando o método do padrdo externo baseado no aumento da
area do pico do cromatograma, em fun¢cdo do aumento da concentracdo de
linalol da solugdo padrdo. A curva analitica de padrédo externo é caracterizada

pelo coeficiente de correlacdo (r = 0,998820).
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Neste método o linalol pode ser determinado com seguranca devido
sua elevada concentracdo no oOleo essencial, ndo sendo afetado pelo efeito

matriz das amostras.

Pela quantificacdo cromatogréfica (Figura 5.15) péde-se determinar
gue o teor de linalol contido no 6leo essencial extraido dos galhos da espécie
Aniba duckei K foi de 89,34%, o que esta de acordo com a literatura (CHAAR,
2000; TELES, 2003).

A 15000
r 12500 Coeff. Det.(r"): 0.998820
e y= +1.342Ze+004x
a 10000
d 7500
0 5000
p 2500
i
- r
I I ] I
0 0.25 0.50 0.75 1.00
mg/mL

Figura 5.14. Curva analitica obtida pelo método do Padrédo Externo para
determinacdo do Linalol no 6leo essencial da espécie vegetal Aniba duckei

Kostermans.
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Figura 5.15. Curva analitica obtida pelo método do Padrdo Externo, com

cromatogramas, para determinacdo do Linalol no 6leo essencial da espécie

vegetal Aniba duckei Kostermans

5.4. Analise Térmica do Oleo Essencial

5.4.1.

Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas DSC do 6leo essencial da Aniba dukei Kostermans e do

padréo de linalol acondicionadas em porta-amostra de aluminio (Al) fechados,

com e sem furos, em atmosferas de ar e de gas nitrogénio (N.), sdo mostradas

a segquir.

A curva DSC obtida com razdo de aquecimento de 10 °C min™ para

6,50 mg de amostra de linalol em atmosfera de ar em recipiente de aluminio,

sem furo, apresentou um Unico pico endotérmico, com temperatura de pico de

204,11°C e entalpia de 213,4 J g* atribuida & volatilizac&o do linalol, o que pde

ser verificado na Figura 5.16.
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Figura 5.16. Curva DSC para padrdo de linalol em atmosfera de ar e panela de

aluminio sem furo, com razdo de aquecimento

de 10 °C min.

A Figura 5.17 traz a curva DSC obtida com razéo de aquecimento de

10 °C min™ e 10,30 mg de amostra para o 6leo essencial da Aniba dukei

Kostermans em cadinho de Al sem furo com atmosfera de ar apresentou duas

transicdes endotérmicas, a primeira com tem

peratura de pico de 107,32 °C e

entalpia de 339,4 j/g, e a segunda com temperatura de pico de 213,90 °C e

hY

entalpia de 60,19 j/g, atribuida a volatilizac

essencial.

ao e/lou decomposicdo do Oleo
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Figura 5.17. Curva DSC para o 6leo essencial da Aniba dukei Kostermans em

atmosfera de ar atmosférico e panela de aluminio sem furo, com razdo de

aquecimento de 10 °C min™.

Pela Figura 5.18, referente a analise calorimétrica exploratéria

diferencial, DSC, com 5,55 mg do padrdo de linalol em atmosfera de gas

nitrogénio (N) e porta amostra de aluminio sem furo, percebe-se um unico pico
com temperatura de 206,24 °C e entalpia de 253,6 J g™ atribuida & volatilizacao

do linalol.
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Figura 5.18 Curva DSC para padréo de linalol em atmosfera de N, e panela de

aluminio sem furo, com razéo de aquecimento de 10 °C min™.

As curvas DSC para as determinacdes das temperaturas de ebulicao
do padréo de linalol acondicionadas em porta-amostra de aluminio (Al) fechado
sem furos, em atmosfera de ar, Figura 5.16, e de gas nitrogénio (N,), Figura
5.18 mostram uma variacao pequena nas temperaturas de pico e nas entalpias

de vaporizacao do linalol.

A Figura 5.19, mostra a curva DSC obtida com raz&do de aquecimento
de 10 °C min™* e 10,00 mg de amostra para o 6leo essencial da Aniba dukei
Kostermans em cadinho de Al sem furo com atmosfera de gas nitrogénio (N2)
apresentou duas transicdes endotérmicas, a primeira com temperatura de pico
de 106,12 °C e entalpia de 360,5 J g7, e a segunda com temperatura de pico
de 209,90 °C e entalpia de 62,88 J g*, atribuida & volatilizacdo do 6leo

essencial.
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Figura 5.19. Curva DSC para o 6leo essencial da Aniba dukei Kostermans em
atmosfera de gés nitrogénio (N,) e panela de aluminio sem furo, com razéo de

aquecimento de 10 °C min™.

Uma comparacao entre as Figuras 5.17 e 5.19, referentes as curvas
de DSC das amostras de Oleo essencial da Aniba dukei Kostermans em
atmosfera de ar (Tg =107,32°C e AH =339,4 J g’ e Te =213,9°C e AH = 60,19
J g*) e de gés nitrogénio (Te =106,12 °C e AH = 360,5 J g* e Tg =209,9 °C e
AH = 62,88 J g, respectivamente, em panela de aluminio sem furo, com
razdo de aquecimento de 10 °C min®, mostrou que a variacdo nas
temperaturas de pico e nas entalpias foi pequena. Certamente essa variacao
ocorreu por conta da presenca dos componentes minoritarios, sendo essa

variagdo pequena pelo alto teor de linalol no 6leo.

Para o padrédo de linalol, Figuras 5.16 e 5.18, referentes as curvas
de DSC, os valores de temperatura de ebulicdo e entalpias também sofreram
apenas pequenas variacbes em atmosferas de ar (Tg =204,11 °C e AH = 213,4
J g) e de gas nitrogénio (Te =206,24 °C e AH = 253,6 J g'!). Essas diferencas
sdo a menor em atmosfera oxidante porque, possivelmente, ocorre reagao do

alcool formando substancias menos polares.

As curvas DSC obtidas a partir do padréo de linalol, Figuras 5.16 e

5.18, demonstraram ainda que nao ha evidéncia de decomposicao do linalol e
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gue também é clara a auséncia de agua de hidratacdo. Porém, as curvas DSC
obtidas com o 6leo essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans,
Figuras 5.17 e 5.19, mostram uma transicdo endotérmica em torno de 100 °C,

0 que pode evidenciar que o 6leo essencial apresenta agua de hidratacao.

A Figura 5.20 apresenta a curva DSC obtida com razdo de
aquecimento de 10 °C min™ e 5,27 mg de amostra do 6leo essencial da Aniba
dukei Kostermans em cadinho de Al com furo em atmosfera de gas nitrogénio
(N2). Percebem-se nessa figura, duas transicdes endotérmicas, a primeira com
temperatura de pico de 99,36 °C e entalpia de 215,0 J g, e a segunda com
temperatura de pico de 167,08 °C e entalpia de 42,65 J g*, atribuida a

volatilizagdo e/ou decomposicédo do 6leo essencial.

0.2
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Figura 5.20. Curva DSC para o 6leo essencial da Aniba dukei Kostermans em
atmosfera de gés nitrogénio (N,) e panela de aluminio com furo, com razéo de

aquecimento de 10 °C min™.

De acordo com os resultados mostrados e com a literatura, percebe-
se que os melhores resultados foram aqueles onde as amostras foram
acondicionadas em cadinhos de Al sem furos, mesmo levando-se em

consideracao que o numero de transi¢cdes foi 0 mesmo para o 6leo essencial


http://www.pdfdesk.com

64
Capitulo 5 — Resultados e Discussao

da Aniba duckei K. A melhor definicdo das curvas de DSC usando-se 0 porta
amostra de Al sem furo pode ser atribuida a alta volatilidade dos oOleos
essenciais em geral. Dessa forma, seria interessante que, para futuras
analises, de acordo com os resultados aqui descritos, fosse utilizado esse tipo
de porta amostra (MONTEIRO, 2008).

A grande semelhanca entre os valores da temperatura do Oleo
essencial da Aniba duckei e do padrao de linalol pode ser explicada pelo fato
de o linalol ser o componente majoritario no 6leo, com 89,34%. Além disso, 0

valor de temperatura atribuida a temperatura de ebulicdo do linalol é
semelhante ao encontrado na literatura (MERK, 1996; CAVALHEIROS, 2004).

As diferencas entre os pontos de ebulicdo e nas entalpias do padrao
de linalol e do d6leo essencial medidos neste trabalho justificam-se pela
presenca dos componentes minoritarios bem como as possiveis interacfes
entre eles e suas respectivas concentragcdes no 0Oleo essencial. Deve se
considerar que o fato de o 6leo apresentar outras substancias de diferentes
polaridades, massas moleculares e forcas intermoleculares deve influenciar

nessas temperaturas de ebulicdo.

Por se tratar de uma técnica nova e eficiente para a determinacdo de
temperaturas de ebulicdo de Oleos essenciais, novos estudos deverdo ser
realizados no sentido de ampliar seu espectro de investigacdo cientifica de
Oleos essenciais. Essa técnica também podera ser usada na certificacdo e na
quantificacdo de 6leos essenciais, tendo em vista que muitos 6leos de alto

valor econdmico séo frequientemente adulterados.
5.4.2. Andlise termogravimétrica

A Figura 5.21 mostra as curvas TG-DTG para 20,58 mg do padréao de
linalol em atmosfera de ar, nas quais percebe-se uma Unica etapa de
decomposicdo entre 48,08 e 169,92 °C com perda de 99,20% (19,85 mg) da

massa, sendo a mesma devido ao processo de volatilizacdo do linalol.
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Figura 5.21. Curvas TG-DTG para o padrao de linalol em atmosfera de ar

O gréfico a seguir, Figura 5.22, mostra as curvas TG-DTG para
20,46 mg do oleo essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans em
atmosfera de ar atmosférico. De acordo com essas curvas torna-se possivel a
observacdo de uma Unica transicdo endotérmica, etapa de decomposicéo, que
ocorre entre 41,02 e 188,91 °C com perda de 99,04% (20,27 mg) da massa,

sendo a mesma devido ao possivel processo de volatilizacdo do 6leo essencial.
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Figura 5.22. Curvas TG-DTG para o 6leo essencial da espécie vegetal Aniba
duckei Kostermans em atmosfera de ar
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Percebe-se pela analise das Figuras 5.21 e 5.22, que ha uma ligeira
diferenca entre a evaporacdo do padrado de linalol para o 6leo essencial da
Aniba duckei Kostermans. O 6leo comeca a perder massa a uma temperatura
inferior a do padrdo e termina sua perda de massa a uma temperatura um
pouco maior. Isso se deve, provavelmente, a presenca dos componentes
minoritarios no 6leo, dos quais alguns sdo mais volateis que o linalol e outros
S80 menos..

Investigando a Figura 5.23, que mostra as curvas TG-DTG para
20,58 mg do padrao de linalol em atmosfera de gas nitrogénio (N,), percebe-se
uma unica etapa de decomposicdo entre 44,55 e 162,42 °C com perda de
98,58% (19,85 mg) da massa, sendo a mesma devido ao processo de
volatilizac&o do linalol.
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Figura 5.23. Curvas TG-DTG para o padrao de linalol em atmosfera de No.

A Figura 5.24, mostra as curvas TG-DTG para 19,07 mg do 6leo
essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans em atmosfera de gas
nitrogénio. Essas curvas revelam uma etapa de decomposicdo entre as
temperaturas 41,46 e 181,84 °C com perda de 99,59% (18,99 mg) da massa,

sendo a mesma devido ao processo de volatilizacdo do 6leo essencial.
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Figura 5.24 Curvas TG-DTG para o 0Oleo essencial da espécie vegetal Aniba

duckei Kostermans em atmosfera de No.

A exemplo do que ocorreu em atmosfera de ar, percebe-se pela
analise da Figura 5.23 e da Figura 5.24, que ha uma sensivel diferenca entre a
evaporacdo do padrdo de linalol e a do 6leo essencial da Aniba duckei
Kostermans. Do mesmo modo que ocorreu em atmosfera de ar, o 6leo comeca
perder massa a uma temperatura inferior a do padréo e termina sua perda de
massa a uma temperatura levemente superior. Isso certamente se deve a
presenca dos diversos componentes minoritarios no Oleo, dentre os quais
alguns deverdo apresentar menores temperaturas de ebulicdo e outros
maiores, bem como a interacdo entre esses componentes pode contribuir para

essa diferenca de temperatura de ebulicdo do 6leo em relagcéo ao padrao.

A Figura 5.25 é o resultado da sobreposi¢cédo das curvas TG do 6leo
essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans e do padréao de linalol,
em diferentes atmosferas. O significado da legenda encontrada ao lado da
curvas é o seguinte: Linpar = padrao de linalol em atmosfera de ar; Linpn2 =
padréo de linalol em atmosfera de Ny; Olpar = 6leo essencial em atmosfera de

ar; Olpn2 = 6leo essencial em atmosfera de N..

Pela Figura 5.25 torna-se mais facil a observacdo de que a

atmosfera, ar sintético (oxidante) ou gas nitrogénio (inerte), praticamente nao
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exerce influéncia no perfil termogravimétrico nem do 6leo essencial nem do
padrao de linalol, quando as amostras foram aquecidas em panelas de

aluminio fechadas na raz&o de 10 °C min™.
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Figura 5.25. Curvas Termogravimétricas (TG) do 6leo essencial da espécie
vegetal Aniba duckei Kostermans. e do padréo de linalol, em diferentes

atmosferas.

Pela Figura 5.25, sobreposicdo das curvas TG do 6leo essencial da
espécie vegetal Aniba duckei Kostermans e do padrdo de linalol, em diferentes
atmosferas, torna-se mais facil a observacédo de que a atmosfera, ar sintético
(oxidante) ou géas nitrogénio (inerte), praticamente ndo exerce influéncia no
perfil termogravimétrico nem do 6leo essencial nem do padrdo de linalol,

quando as amostras foram aquecidas na razéo de 10 °C min™.

Da mesma forma, percebe-se, pela mesma Figura 5.25, que para as
amostras de Oleo essencial o perfil termogravimétrico desloca-se para
temperaturas maiores que as verificadas para o linalol puro, tanto em ar quanto

em N,. Entende-se que isso seja possivel em decorréncia da influéncia dos
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outros componentes do 6leo essencial, possivelmente pelo motivo de o 6leo
conter substancias menos volateis que o linalol, tais como hidrocarbonetos e
éteres, bem como pelo fato de essas substancias todas estarem juntas e, por

conseguinte, interagindo-se entre elas.

5.5 Atividade Larvicida do Oleo Essencial

A atividade larvicida do Oleo essencial da espécie vegetal Aniba
duckei Kostermans foi testada em sete concentracdes diferentes, a saber: 100,
150, 200, 250, 300, 350 e 400 ug mL™ (Tabela 5.4). O n é o nimero de larvas
do Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracdo, num
total de 10 larvas por ensaio. Os testes foram realizados em quintuplicata para
cada concentracdo. Os dados sobre o numero de larvas vivas e de larvas
mortas foram encontrados através de uma média das cinco repeticbes para

cada uma das sete concentracdes testadas.

Tabela 5.4. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apds 24 horas de
exposicdo a varias concentracdes do Oleo essencial da espécie vegetal Aniba

duckei Kostermans.

Dose, logdose Mortos Vivos Acumul. Acumul. Média mortalidade,

pg mL™? mortos Vivos %
400 2,60 10 0,0 35,6 0,0 1,00 100
350 2,54 7,6 2,4 25,6 2,4 0,76 76
300 2,48 5,6 4,6 18,0 6,6 0,56 56
250 2,40 4.0 6,0 12,2 12,6 0,40 40
200 2,30 34 6,6 8,2 19,2 0,34 34
150 2,18 3,0 7,0 4.8 26,2 0,30 30
100 2,0 1,8 8,2 1,8 34,4 0,18 18

Numero de larvas (n = 10).

Os testes foram realizados em quintuplicata e os valores dos numeros de
individuos mortos e individuos vivos sdo resultados de médias aritméticas das
cinco repetigdes.

A CLso estimada foi de 250,61 (+ 2,20) pg mL™
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De acordo com a Tabela 5.4, a concentracdo de 100 pg mL™ do 6leo
essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans apresentou a menor
atividade larvicida, matando, em média, 1,80 larvas, o que corresponde a 18,0
% de mortalidade. A concentracdo de 400 ug mL™ do 6leo essencial testado
apresentou a maior atividade larvicida, provocando a morte de 100% dos
individuos testados, ou seja, 10 larvas. As concentracdes intermediarias, 150,
200, 250, 300 e 350, mataram 3,00; 3,40; 4,00; 5,60 e 7,60 larvas,
respectivamente, o que corresponde a uma de mortalidade de 30,0; 34,0; 40,0;

56,0 e 76,0%, respectivamente, conforme mostram a Tabela 5.4 e Figura 5.26.
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Figura 5.26. Taxa de Mortalidade das larvas do aedes aegypti, expostas a sete
concentracdes diferentes do Oleo essencial de Aniba duckei Kostermans, apos

24 horas, e o logaritmo de cada dose aplicada.

A Figura 5.27 mostra que a concentracdo letal 50% (LCsp),
concentracdo na qual cinquenta por cento dos individuos testados morrem, foi
encontrada no intervalo entre as concentracdes de 250 e 300 ug mL™. A dose
letal 50% para o 6leo essencial da Aniba duckei Kostermans foi calculada
através da intersecdo das curvas de individuos acumulados mortos e

individuos acumulados vivos da Figura 3.27, tendo como resultado a
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concentracdo de 250,61 pg mL* com um intervalo de confianca de

2,20 pg mL™ para mais ou para menos, LCso = 250,61 (+ 2,20) pg mL™.
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Figura 5.27. Estimativa da LCsy do 0leo essencial de Aniba duckei Kostermans
pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em
funcdo do logaritmo decimal da dose aplicada. A LCso € 0 ponto de intercecao

das duas curvas.

Para o padrao de linalol, componente majoritario do 6leo essencial
da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans, a atividade larvicida foi testada
nas mesmas sete concentracdes em que o 6leo essencial foi testado, a saber:
100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 ug mL™* (Tabela 5.5). O n é o nimero de
larvas do Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracao,
num total de 10 larvas por ensaio. Os testes foram feitos em quintuplicata para
cada concentracdo. Os dados sobre o numero de larvas vivas e de larvas
mortas foram encontrados através de uma média das cinco repeticbes para

cada uma das sete concentracdes testadas.
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Tabela 5.5. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apos 24 horas de

exposicdo a vérias concentracdes padrao de dl-linalol.

Dose, Acumul. Acumul. mortalidade,

pg mL*  log dose  mortos  Vivos mortos Vivos média %
400 2,60 6,6 3,40 15,40 3,4 0,633 66,0
350 2,54 3,8 6,20 8,80 9,6 0,367 38,7
300 2,48 2,8 7,20 5,0 16,8 0,267 28,0
250 2,40 1,6 8,40 2,20 25,2 0,133 16,0
200 2,30 0,6 9,40 0,60 34,6 0,067 6,0
150 2,18 0,0 10,00 0,0 44,6 0,000 0,0
100 2,00 0,0 10,00 0,0 54,6 0,000 0,0

Numero de larvas (n = 10).

Os testes foram realizados em quintuplicata e os valores dos numeros de
individuos mortos e individuos vivos séo resultados de médias aritméticas das
cinco repeticdes.

A CLso estimada foi de 346,73 (+ 2,14) pg mL™*

Para o padrdo de dl-linalol, as concentracdes de 100 e 150 pg mL™
nao apresentaram atividade larvicida, ou seja, ndo mataram nenhuma larva, o
que corresponde a 0 % de mortalidade. A concentracéo linalol 400 pg mL™
apresentou a maior atividade larvicida, provocando a morte de 66,0 % dos
individuos testados, o que representa 6,60 larvas, em média. As concentragcfes
intermediarias, 200, 250, 300 e 350 ug mL™, mataram 0,60; 1,60; 2,80 e 3,80
larvas, respectivamente, o que corresponde a uma de mortalidade de 6,0; 16,0;

28,0; e 38,0%, respectivamente (Figura 5.28).

Usando esses valores foi possivel calcular a concentracao letal 50%
para o padréo de linalol (LCso) e 0 valor encontrado esta no intervalo entre as
concentracdes de 300 e 350 pg mL™* (Figura 5.29), tendo sido o resultado
obtido o valor de concentracdo 346,73 pg mL™, com intervalo de confianca de

2,14 pg mL™*, para mais ou para menos, LCsy = 346,73 (+ 2,14) ug mL™,
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Figura 5.28. Taxa de Mortalidade das larvas do aedes aegypti expostas a sete

concentragdes diferentes do padrao de dl-linalol, apds 24 horas.

A Figura 5.29 mostra a estimativa da LCsy do dl-linalol pelo método
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fun¢do do
logaritmo decimal da dose aplicada, tendo sido a concentracéo letal 50%, LCsy,

0 ponto de intersecao das duas curvas.
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Figura 5.29. Estimativa da LCso do dl-linalol pelo método Reed-Muench a partir
do acumulado de larvas mortas e vivas em funcdo do logaritmo decimal da

dose aplicada. A LCso € 0 ponto de intersecao das duas curvas.

A Tabela 5.6 destaca a estimativa do valor da concentracao letal
50%, concentracdo na qual metade das larvas do Aedes aegypti morre, LCs,
pela acdo do padrao de I-linalol, calculado através do método Reed-Muench a

partir das concentracdes de linalol e do acumulado de larvas mortas e vivas.
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Tabela 5.6. Estimativa da LCso do padrdo de I-linalol pelo método Reed-

Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas.

Dose, Acumul.  Acumul. mortalidade

pg mL?* log dose Mortos Vivos  Mortos vivos média , %
400 2,60 10 0,0 30 0,0 1,00 100
350 2,54 10 0,0 20,0 0,0 1,00 100
300 2,48 4,4 5,6 10,0 5,6 0,44 44
250 2,40 3,4 6,6 5,60 12,2 0,34 34
200 2,30 1,8 8,2 2,20 20,4 0,18 18
150 2,18 0,4 9,6 0,40 30,0 0,04 4
100 2,00 0,0 10,0 0,0 40,0 0,00 0

Numero de larvas (n = 10).

Os testes foram realizados em quintuplicata e os valores dos numeros de
individuos mortos e individuos vivos sdo resultados de médias aritméticas das
cinco repetigdes.

A CLsp estimada foi de 279,89 (+ 2,12) pg mL™*

A Tabela 5.6 traz o teste da atividade larvicida do padrao de I-linalol,
em sete concentragdes diferentes, as mesmas das amostras anteriores (Tabela
3.5), 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 pug mL™, também usando nimero de
larvas do Aedes aegypti num total de 10 larvas por ensaio. Os testes também
foram feitos em quintuplicata para cada concentracdo e os dados sobre o
namero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados através de uma

média das cinco repeticées para cada uma das sete concentracdes testadas.

Os resultados de logaritmo da concentracdo em funcdo da
porcentagem de larvas mortas para cada concentracdo mostrados nessa tabela

também estdo expostos no grafico da Figura 5.30 a seguir.
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Figura 5.30. Taxa de Mortalidade das larvas do aedes aegypti expostas a sete

concentracgdes diferentes do padrao de I-linalol, ap6s 24 horas.

Para o padrdo de I-linalol, apenas a concentragédo de 100 ug mL™
nao apresentou atividade larvicida, pois ndo matou nenhuma das dez larvas
testadas, o que corresponde a 0% de mortalidade. As concentragcbes do
l-linalol de 350 e 400 pg mL™ apresentaram-se como as de maiores atividades
larvicidas, provocando a mortandade de100% dos individuos testados, ou seja,
as dez larvas. Quanto as concentracfes intermediarias, a saber: 150; 200; 250
e 300 pg mL*, estas provocaram a morte de 0,40; 1,80; 3,40 e 4,40 larvas,
respectivamente, o que corresponde a uma mortalidade de 4; 18; 34 e 44%,
respectivamente (Figura 5.30). A concentracao letal 50% (LCsp) foi encontrada
no intervalo entre os valores de concentracdes para o padrao de I-linalol 250 e
300 pg mL™ da Figura 3.31, tendo sido essa concentracéo letal 50% para o |-
linalol 279,89 pg mL™?, com intervalo de confianca de 2,12 pg mL™, para mais
ou para menos, LCso = 279,89 (+ 2,12) pg mL™.
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Figura 5.31. Estimativa da LCso do I-linalol pelo método Reed-Muench a partir
do acumulado de larvas mortas e vivas em funcdo do logaritmo decimal da

dose aplicada. A LCso € 0 ponto de intercecao das duas curvas.

O dleo essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans bem
com os padrdes de dl-linalol e I-linalol demonstraram possuir atividade larvicida
contra o Aedes aegypti. Para qualificar o grau de atividade larvicida do 6leo

essencial e dos padrdes de linalol, serdo considerados alguns parametros.

No Brasil, os agentes da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA),
orgao do Governo Federal, aplicam o inseticida temefés, numa concentracéo
de 100 ppm nos locais que servem de criadouros para larvas do mosquito
Aedes aegypti. Nessa concentracdo, obtém-se taxa de mortalidade de 100%,

para o inseticida organofosforado temefos.

Partindo do principio de que o éleo essencial € um produto natural e,
por tanto, menos nocivo a salude das pessoas e dos animais domésticos, pode

se afirmar que o 6leo essencial da espécie vegetal Aniba duckei Kostermans
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poderd ser futuramente usado como larvicida em possiveis locais de

crescimento de larvas do Aedes aegypti.

Pela analise dos dados da atividade larvicida do Oleo essencial e dos
padrdes de linalol, seu componente majoritario, o que se pode perceber foi que,
de um modo geral, o Oleo apresentou melhor atividade que os padrdes,
sobretudo em concentragbes mais baixas. Porém o I-linalol matou 100% das
larvas em menor concentracdo, a partir de 350 pg mL™, sendo que o 6leo s6
atingiu o patamar de 100% em 400 pg mL* e o dI-linalol ndo atingiu esse

patamar na faixa de concentragcao analisada.

Por outro lado, ao se investigar a concentracdo letal 50% (LCso),
concentracdo na qual cinquenta por cento dos individuos testados morrem,
percebe-se que quem apresentou melhor atividade larvicida também foi o 6leo
essencial da Aniba duckei Kostermans, LCsp = 250, 61 (+2,20) pg mL™, contra
a LCso de 279,89 (+2,12) ug mL™ do I-linalol e LCsp = 346,73 (+2,14) pg mL™
para o dl-linalol. Dessa forma, conclui-se que o linalol responsavel pela

atividade larvicida deve ser o isbmero levorrotatério (I-linalol).

Nao foi encontrado na literatura informagdes sobre a atividade
larvicida contra o Aedes aegypti para o I-linalol, ao passo que para o dl-linalol,
os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura encontrada, que néo
atribuem ao linalol um valor da atividade larvicida, mas sim o intervalo maior
que 100 pg L™ (> 100 pg L) (SIMAS et al., 2004).

Atualmente, muitos trabalhos sobre a atividade larvicida de oleos
essenciais tém sido publicados, porém quase nenhum discute a relacéo entre
essa atividade e a composi¢cado quimica dos 0leos essenciais. Nesse contexto,
se insere o trabalho de SIMAS e colaboradores (2004), no qual ficou evidente a
importancia da lipofilicidade de terpenos para a atividade larvicida em Aedes
aegypti, quando se comparam monoterpenos e sesquiterpenos de estruturas
correlatas. Também, foi observada que a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
pelos Oleos essenciais tem a ver com a atividade larvicida desses Oleos
(SILVA, 2006).
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A partir do que se exp0s, verifica-se que a procura por larvicidas
naturais para o Aedes aegypti, tem motivado pesquisadores do mundo inteiro a
realizar diversos trabalhos e, por tanto, este trabalho € uma contribuicdo nesse
sentido. Conclui-se que o Oleo essencial da espécie vegetal Aniba duckei

Kostermans podera ser futuramente usado como larvicida do Aedes aegypti.

Os produtos naturais com esta finalidade diminuem o impacto que
atualmente os inseticidas sintéticos causam a saude da populacdo e ao
ambiente. Além disso, a parte da planta para obtencao do 6leo essencial usado
nessa pesquisa foram galhos finos, e também podem ser usadas folhas, de
plantas reflorestadas, o que garante a manutencdo da espécie Aniba duckei

Kostermans longe do risco de extingéo.

Por outro lado, uso de produtos quimicos, a exemplo do temefos,
como base principal do Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa),
além de ineficaz, consome enormes recursos e ainda causam danos cujos
custos ambientais e sociais ndo sdo internalizados nas analises de custo-
beneficio desses programas. Segundo o Ministério da Saude, dentre todos os
Programas do Ministério voltados para a saude publica, o PEAa é o que mais
gasta recursos. Desta forma, podemos concluir que o programa, além de
perigoso é também perdulario (AUGUSTO et al, 1998). Outra importante
observacéo é que o mesmo Programa tem aspectos diferenciados no consumo
de Inseticidas, por exemplo, enquanto em Pernambuco sdo consumidos 87,5 g
de inseticida por residéncia por aplicacdo, no sudeste o consumo € de 54,0 g e
no sul 48,0 g (AUGUSTO e CAMARA NETO, 2007).

Atualmente, o custo de um litro de temefds € praticamente 0 mesmo
valor de um litro de 6leo essencial de pau-rosa nas destilarias da Floresta
Amazodnica, sendo que o temefds comercializado apresenta concentragdo
apenas de um por cento, ao passo que o Oleo é puro. Por tanto, no aspecto
econdmico o uso do Oleo essencial da espécie vegeta Aniba duckei
Kostermans € considerado vidvel e pode se tornar ainda mais em caso de

maior demanda.
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Por oportuno, ressalta-se que o hidrolato puro do Oleo essencial,
inclusive das destilarias, podera ser usado para fins larvicida contra o Aedes
aegypty, o que daria para este produto uma finalidade, evitando, dessa forma,

seu desperdicio.

Outro fator a ser considerado € o aspecto social, pois um aumento na
producdo traria um numero maior de empregos para os moradores da Floresta,
que poderiam coletar folas e galhos finos de arvores nativas e reflorestadas,
poderiam também plantar suas proprias arvores e vender o material vegetal,
além de tornarem-se produtores do proprio 6leo e vendé-lo diretamente ao

Governo.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram empregadas técnicas que formam um conjunto
imprescindivel para o estudo analitico de Oleos essenciais. Assim, as
informacgdes populares, a quimica de laboratério e a instrumentacdo analitica
se somaram de maneira tornar possivel a realizacdo de um trabalho genuino e
original. Os resultados obtidos mostraram a eficiéncia das técnicas e dos
métodos usados. Com as ferramentas disponiveis, foi possivel caracterizar o
0leo essencial da Aniba duckei Kostermans (Pau-rosa) cultivado na Reserva
Florestal Adolfo Ducke, Reserva Ducke, do Instituto Nacional para o Progresso
da Amazonia (INPA), localiza-se no km 26 da rodovia AM-010 (Manaus —
Itacoatiara). Na identificacdo do componente majoritrio e dos demais
componentes, bem como suas quantificacdes, as técnicas foram precisas e 0s
métodos eficientes, proporcionando um bom desempenho analitico nas
determinagdes. Ficou evidenciado, também, que o Oleo essencial da Aniba
duckei Kostermans apresenta atividade larvicida frente ao aedes aegypti.
Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

1. As técnicas espectroscépicas foram eficientes para a confirmacdo e
identificagdo do linalol como componente majoritario, com teor de
89,34%, e de componentes minoritarios no 6leo essencial da Aniba
duckei Kostermans. A espectroscopia na regiao do infravermelho indicou
a presenca desses componentes, principalmente pelas vibragbes
moleculares de seus grupos funcionais contendo oxigénio. A
espectrometria de massas mostrou as fragmentagdes, intensidades e
vizinhangas dos picos caracteristicos das moléculas de linalol e dos
demais compostos;

2. A andlise térmica do 6leo essencial, pela técnica de Termogravimetria e
calorimetria exploratéria diferencial, abriu um novo caminho para

analises de 6leos essenciais. Os resultados obtidos foram inéditos para
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0 Oleo essencial da Aniba duckei Kostermans, possibilitando sugerir
inclusive a determinacao quantitativa de linalol por DSC;

3. O estudo dos métodos de extragdo do Oleo essencial possibilitou
verificar os melhores parametros para o processo extrativo em funcao do

melhor rendimento e da concentrag&o de linalol;

4. O presente estudo demonstrou que a espécie Aniba duckei Kostermans,
forneceu um Oleo essencial cujo rendimento foi de 1,93% (m/m), o qual
foi considerado de bom valor em relagdo a extragcdo de outros Oleos

essenciais de plantas aromaticas;

5. Os estudos das constantes fisicas do Oleo essencial apresentaram
valores semelhantes aos valores obtidos pela literatura e pelos padroes,
usados para as suas comparacoes;

6. Os resultados sugerem que o 6leo essencial da Aniba duckei e do
padrao do I-linalol apresentam atividade larvicida contra o aedes aegypt
mais acentuada que o padrao do dl-linalol sendo que o Oleo essencial
apresentou melhor LCso, com valor 250,61 (+ 2,20) pg mL™ que seus
padrbes de I-linalol e dl-linalol, os quais apresentaram valores de LCso,
respectivamente iguais a 279,89 (+ 2,20) pg mL™ e 346,73 (+ 2,14) pg
mL™. Isso certamente se deve & presenca dos componentes minoritarios

do 6leo;

7. O fato de a atividade larvicida do 6leo essencial da espécie vegetal
Aniba duckei Kostermans ter sido melhor que seu componente
majoritario, linalol, é atribuido a presen¢ca dos componentes minoritarios,

bem como ao sinergismo entre eles.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Realizar a extracdo do Oleo essencial da espécie vegetal Aniba duckei
Kostermans com fluido supercritico e verificar possiveis alteracdes na

composicao quimica, no rendimento e propriedades fisicas;

2. Relacionar quantitativamente, por DSC, o teor de linalol no dleo

essencial em funcéo de sua temperatura de ebulico;

3. Estudar metodologias eletroquimicas para as determinagfes qualitativas
e quantitativas do outros componentes dos 6leos essenciais;

4. Testar o 6leo metilado e acetilado como larvicida do Aedes aegypti e de

outros insetos de interesse.

5. Testar o hidrolato do 6leo essencial da Aniba duckei Kostermans como

larvicida do mosquito Aedes aegypti.
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