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Atividade antimicrobiana no combate as larvas
do mosquito Aedes aegypti: Homogeneizacao

dos Oleos essenciais do linalol e eugenol

Alvaro Itatina Schalcher Pereira, ! Aldemir da Guia Schalcher Pereira,* Oswaldo Palma Lopes
Sobrinho, * Erika de Kassia Pereira Cantanhede, ! Laurinda Fernanda Saldanha Siqueira?

ABSTRACT (Antimicrobial activity in fighting mosquito larvae Aedes aegypti:
Homogenization of essential oils of linalool and eugenol)

In the search for alternative chemical control against Aedes aegypti L., various studies are developed
and encouraged in order to find new substances insecticidal plant and in this context essential oils
have been shown to be very promising. Extracted from the essential oils of Lindl Pimenta dioica spe-
cies (leaves) and Aniba duckei Kostermans (stems) by means of hydrodistillation using a Clevenger
system and promoted its mixture of equal parts. In this study, the larvicidal effect of the mixture of
essential oils extracted from leaves of Pimenta dioica species Lindl and branches of Aniba duckei Kos-
termans were evaluated against the mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1792). The larvicidal activity
was observed based on the percentage of dead larvae, the action was assessed 24 h after treatment.
The blend of essential oils had larvicidal activity with LCsy0f 113,95 (+2.11) pg mL-* and the patterns
of eugenol 90, 86 (+0,03) pg mL'and linalool 305,42 (+0,03) ug mL. The results indicate that the
mixture of essential oils evaluated, is composed of substances that together with the major compo-
nents eugenol and linalool provided greater larvicidal effect against the mosquito Aedes aegypti L.
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Resumen

Na busca por controle quimico alternativo contra Aedes aegypti L., varios estudos sdo desenvolvidos
e incentivados a fim de encontrar novas substancias inseticidas de origem vegetal e, neste contexto
os 6leos essenciais tém se mostrado muito promissor. Extraiu-se a partir de 6leos essenciais de espé-
cies Pimenta dioica Lindl (folhas) e Aniba duckei Kostermans (galhos) por meio de hidrodestilagdo,
utilizando um sistema de Clevenger e promovida a sua mistura em partes iguais. Neste estudo, o
efeito larvicida da mistura de dleos essenciais, extraido, de folhas da espécie Pimenta dioica Lindl
(folhas) e dos galhos de Aniba duckei Kostermans foram avaliados contra o mosquito Aedes aegypti
(Linnaeus, 1792). A atividade larvicida foi observada com base na percentagem de larvas mortas,
a acdo foi avaliada 24h apds o tratamento. A mistura de 6leos essenciais apresentaram atividade
larvicida com CL50 de 113,95 (+2,11) mg mL~" e os padrdes de eugenol 90,86 (+ 0,03) mg mL* e
linalol (305,42 + 0,03) ug mL*. Os resultados indicam que a mistura de 6leos essenciais avaliados, é
composto de substancias que, em conjunto com o eugenol, um dos principais componentes e linalol
fornecem maior efeito larvicida contra Aedes aegypti L.

Palabras clave: Aedes aegypt, Aniba duckei Kostermans, Pimenta dioica, eugenol, linalol,
atividade larvicida

Introducao
AlInternational Organization for Standardization - ISO, defi-
ne 6leos essenciais como os produtos obtidos de partes de
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plantas através de destilacdo por arraste de vapor d’'agua,
bem como os produtos obtidos por expressido dos pericarpos
de frutos citricos (Rutaceae). De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos
volateis 6leos etéreos ou esséncias. Tais denominacdes deri-
vam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas,
como, por exemplo, a de possuirem aparéncia oleosa e aro-
ma agradavel, serem liquidos volateis e soliveis em solven-
tes apolares (como o metilclorobenzeno). Em agua, eles
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apresentam solubilidade limitada, mas o suficiente para aro-
matizar suas solucdes aquosas, que, nesse caso, sdo denomi-
nadas hidrolatos (Teles, 2003).

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é atualmente o mos-
quito que apresenta maior dispersdo em dareas urbanas do
planeta. Ele é um dos agentes (juntamente com Aedes al-
bopictus) transmissores do dengue, doenca considerada pela
Organizacdo Mundial de Satide como um dos principais pro-
blemas de satide publica no mundo (com grande incidéncia
nas regides tropicais do globo) (WHO, 2009).

Atualmente o controle é feito por meio de aplicag¢des de
inseticidas organafosforados (Gualtiere et al., 1997). Porém,
o uso frequente e em doses cada vez maiores desses produ-
tos, tém selecionado populagbes resistentes do mosquito
(Carvalho e Silva, 2000).

Com o surgimento de formas resistentes do mosquito
aos inseticidas convencionais utilizados, tem crescido a bus-
ca por extratos vegetais e substancias naturais que sejam efe-
tivas no combate ao mosquito adulto e/ou a larva de Aedes
aegypti L. que sejam isentas de toxicidade para o ambiente.
Tendo em vista os prejuizos causados pelo dengue no Pais,
torna-se de suma importancia a descoberta de novos méto-
dos de combate ao seu vetor.

O mosquito Aedes aegypti L., encontrou no mundo mo-
derno condi¢des muito favoraveis para uma rapida expan-
sdo, pela urbanizacdo acelerada que criou cidades com defi-
ciéncias de abastecimento de dgua e de limpeza urbana; pela
intensa utilizacdo de materiais ndo-biodegradaveis, como
recipientes descartaveis de plastico e vidro; e pelas mudan-
cas climaticas. Com essas condic¢des, espalhou-se por uma
area onde vivem cerca de 3,5 bilhdes de pessoas em todo o
mundo (FUNASA, 2002).

Dessa forma, pelo fato de muitas plantas, por natureza,
serem toxicas para mosquitos, a mistura de dleos essenciais
pode representar uma saida eficiente para esse problema,
frente ao mosquito Aedes aegypti.

A escolha da espécie Pimenta dioica Lindl deveu-se pelo
fato de que néo foi encontrada na literatura cientifica refe-
réncia sobre a atividade larvicida do 6leo extraido das folhas
desta espécie (e nem dos frutos), motivo pelo qual resolve-
mos testa-lo. De acordo com Guenther (1950) existem dois
tipos de dleo de Pimenta dioica Lindl no mercado: o dleo des-
tilado dos frutos, com fino odor e sabor, caracteristico de pi-
menta e o 6leo obtido das folhas. O referido autor relata que
o fruto seco contém 2 a 5% de Oleo essencial e a quantidade
do dleo no fruto depende do periodo de colheita. O pd contém

H,C OH
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Figura 1. Férmula estrutural do linalol e eugenol.
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eugenol (65 a 85%, componente majoritario - Figura 1), éter
metil eugenol, cariofileno, felandreno, cineol, acido palmi-
tico, 6leos fixos, resinas, aguicares, amido, acido malico,
oxalato de calcio e taninos.

Os compostos terpénicos mais frequentes nos dleos es-
senciais sdo os monoterpenos (aproximadamente 90% dos
6leos essenciais) ele se divide em trés sob grupos monocicli-
cos, biciclicos e aciclicos. De grande valor no mercado inter-
nacional (devido seu uso como fixador em perfumes como,
por exemplo, o famoso Chanel nimero 5), é em grande parte
o linalol (C;yH;40, massa molecular 154 g/mol), composto
normalmente encontrado sob a forma de uma mistura de
isdmeros de posi¢ao da primeira dupla ligacdo e opticamen-
te ativo (Kalil Filho, 2000).

No que diz respeito a testes de atividade antibacteriana,
Hammer et al., (1999) analisaram 52 dleos essenciais, den-
tre os quais o pau rosa, frente a dez diferentes bactérias, in-
cluindo Enterococcus Faecalis e Klebsiella Pneumoniae. Os au-
tores apontaram que o poder de inibicdo do 6leo desta planta
conforme todos os microrganismos testados foram eficien-
tes, sobretudo, para esses dois géneros.

A partir do exposto, verifica-se que a procura por larvicidas
naturais para o Aedes aegypti, tem motivado pesquisadores
do mundo inteiro a realizar diversos trabalhos e, portanto,
este trabalho é uma contribui¢io nesse sentido (os produtos
naturais com esta finalidade diminuem o impacto que atual-
mente os inseticidas sintéticos causam a satiide da populacdo
e ao ambiente).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da mistura dos
6leos essenciais das folhas da espécie Pimenta dioica Lindl
(folhas) e Aniba duckei Kostermans (galhos) como agente lar-
vicida frente ao mosquito Aedes aegypti.

Metodologia

O presente trabalho foi desenvolvido com a utilizacdo de
varios equipamentos e contou com a parceria dos seguintes
laboratoérios e institui¢des: Laboratério de Pesquisa em Qui-
mica Analitica (LPQA), Central Analitica, Laboratério de
Fisico-Quimica e Microbiologiado Pavilhdo Tecnolégico da
Universidade Federal do Maranhdo-UFMA e da Central Ana-
litica da Unicamp-SP.

As amostras coletadas das folhas (Pimenta dioica Lindl) e
dos galhos (Aniba duckei Kostermans) foram colocadas em
uma estufa de circulagdo de ar com a temperatura variando
entre 35°C a 40°C, por um periodo de 7 dias. Apos o perio-
do de secagem utilizou de um moinho elétrico Tenal, mode-
lo TE-340 do pavilhdo tecnolégico para trituracdo das folhas
e dos galhosisoladamente. Apds a moagem o material em pd
foi armazenado em frascos de polietileno para posterior ex-
tracdo dos respectivos 6leos essenciais.

Para extragdo do 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl
e da Aniba duckei Kostermans, utilizou-se o Sistema Extrator
de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo de
1000 mL e uma manta elétrica como fonte geradora de calor.
A cada extragdo do 6leo essencial, eram pesadas 30 gramas
da biomassa da Pimenta dioica Lindl e adicionou-se 300 mL
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de dgua destilada, e também eram pesadas 30 gramas de ga-
lhos moidos da Aniba duckei Kostermans e adicionaram-se
300 mL de dgua destilada, ambos em baldes de fundo redon-
do acoplado ao Sistema de Clevenger. Em seguida, ligava-se
a manta elétrica e mantinha-se a temperatura de 100°C e
apos 3 horas e meia encerrava-se a destilacido recolhendo-se
os 6leos essenciais. Os 6leos eram secos por meio de percola-
¢do em Na,SO, anidro. Essas etapas foram realizadas em tri-
plicatas e as amostras eram armazenadas em recipientes de
vidro sobre refrigeracdo para evitar possiveis perdas de cons-
tituintes volateis.

Utilizou-se um espectrofotémetro UV-Vis modelo
Cary50 da Hewlett-Packard. As amostras foram adicionadas
em uma solugdo a 70% v/v de etanol/agua para viabilizar a
completa diluicdo do 6leo, ja que esta relagdo foi a que apre-
sentou a menor propor¢do de etanol sem que a solugdo tur-
vasse. Analisou-se o 6leo essencial CG-EM no cromatdgrafoa
gas HP 5890, coluna HP-1 de metil silicone entre cruzada
(25 mx 0,22 mmi.d.; 0,3 mm de espessura de filme), acopla-
do a um detector seletivo de massas HP 5970 de impacto ele-
tronico, com uma energia de 70 eV, temperatura de transfe-
réncia de 300°C e banco de dados NBS Reve (40.000
registros). Para as analises foram injetados 1 mL da amostra
diluida em cloroférmio e efetuaram-se as medidas fixando-
se as seguintes condic¢des: temperatura inicial: 60°C, final:
300°C, tempo inicial: 2 min, final: 15 min, rampa: 2°C min,
gds de arraste: He, solvente: cloroférmio.

Como os ovos do Aedes aegypti ndo sdo postos
diretamente na dgua, 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 pedago de madeira de dimensdes aproximadamente
20 cm x 5 cm com uma parte imersa e outra ndo. A fémea do
Aedes aegypti, deposita seus ovos na parte imediatamente
superior a ldmina d'agua, na parte do madeirite ainda ami-
da, mas fora da 4gua do jarro.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia
plastica, de formato retangular, com cerca de 3 L de 4gua mi-
neral para a eclosdo. Apés aimersdo dos ovos, 0,5 g de racdo
de rato foi adicionado a dgua 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, apropria-
da para insetos, a fim de evitar a contaminacdo por ovos de
outras espécies de mosquito. Apds a eclosdo, as larvas foram
acompanhadas até que atingissem o 3° ou 4° estdgio do de-
senvolvimento, quando entdo foram utilizadas nos ensaios
de atividade larvicida. Sdo necessarios de quatro a cinco dias
para que as larvas atinjam o tamanho ideal para os ensaios.

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 ird so-
breviver em qualquer outra dose menor que aquela conse-
quentemente o animal que morrer com certa dose, também
ird morrer em doses maiores que aquela. Desse modo, os
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dados de mortalidade para cada concentragdo testada, sdo
construidos no grafico onde se observa uma curva para o
acumulo de animais mortos em cada concentracio e outra
curva para o acumulo de sobreviventes. O ponto de interces-
sdo entre as curvas é a Concentracdo Letal 50% (CLs), pois
nesse ponto o nimero de animais sobreviventes é igual ao
numero de animais mortos (Colegate e Molyneux, 1993).

Resultados e discussao

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos esséncias das folhas
de Pimenta dioica Lindl e dos galhos da Aniba duckei Koster-
mans e da mistura de éleos (Tabela 1), apresentaram simila-
ridade com os padroes. Este fato era esperado uma vez que a
mistura foi preparada na propor¢do de 1:1.

Os espectros de absor¢do na regido da ultravioleta, para
a mistura de 6leos essenciais (A), para a solucdo etanol/agua
a60% em volume (B), padrdo delinalol (D) e padrdo de euge-
nol (C) sdo apresentados na Figura 02.

Nessa analise espectrofotométrica, a solucdo de etanol/
agua a 60% em volume foi escolhida ap6s um estudo sobre a
solubilidade dos dleos essenciais em varias concentragdes
dessa solugdo. Na Figura 02, essas bandas podem ser atribui-
das a presenca de compostos alifaticos insaturados (230 nm)
e a compostos aromaticos com substituicdo auxocrémica
(280 nm) como o grupo hidroxila, sendo que ambas com
transicdes eletronicas, embora unidades fenilpropilicas
apresentem bandas com maximo de absor¢do no mesmo in-
tervalo dos comprimentos de onda observados (Ugaz, 1994;
Silverstein w., 2007). No entanto, ao se comparar o espectro
da mistura de 6leos essenciais com os espectros dos padrdes
de eugenol e linalol, nota-se que os mesmos praticamente se
sobrepdem, indicando que o eugenol e o linalol encontram-
se presente na mistura de 6leos essenciais como componen-
tes majoritarios.

A atividade larvicida da mistura de 6leos essenciais ex-
traida das folhas da espécie Pimenta dioica Lindl e galhos
Aniba duckei Kostermans foi testada em cinco concentragdes
diferentes: 50, 70, 100, 130 e 150 pg mL"*, sendo n é o nd-
mero de larvas do mosquito Aedes aegypti utilizadas no

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das espécies Pimenta dioica Lindl e
Aniba duckei Kostermans comparadas com a mistura de 6leos essen-
ciais.

Pardmetros Pimenta dioica  Aniba duckei Mistura de

Fisico-quimicos Lindl? Kostermans® oleos
essenciais ¢

Densidade (g mL™) 0,949 0,866 0,904

Solubilidade em etanol 1:2 1:2 1:2

a (700/0)

Indice de refracdo 1,332 1,466 1,379

(Np 25°)

Cor Amarelo Amarelo Amarelo

Aparéncia Limpido Limpido Limpido

Odor Caracteristico  Caracteristico Caracteristico

2 Monteiro (2008); ® Teles (2003); < Trabalho em estudo.
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Figura 2. Espectros de absor¢do no UV-Vis. (A) padrdo de eugenol; (B) pa-
drdo de linalol; (C) mistura de 6leos essenciais; (D) solugdo etanol/agua
a4 60%.

ensaio larvicida para cada concentragio (totalizando 10 lar-
vas por ensaio).

Para cada concentragdo os testes foram realizados em
quintuplicata. Os dados sobre o nimero de larvas vivas e de
larvas mortas foram encontrados através de uma média das
cinco repeti¢des para cada uma das cinco concentragoes tes-
tadas (Tabela 2).

De acordo com a Tabela 2, a concentragdo de 70 pg mL!
da mistura do 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl apresen-
tou a menor atividade larvicida, matando, em média, 1, 667
larvas, o que corresponde a 16,67% de mortalidade. Na con-
centracdo de 150ug mL" da mistura dos 6leos essenciais, a
atividade larvicida atingiu a mortalidade de 100% dos indi-
viduos testados, ou seja, 10 larvas.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente
ao 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl é mostrada na Figu-
ra 24, o qual se apresentou constante a partir do Log dose 2,
176 (concentragdo 150 pg mL?).

Conclusao

Dessa forma, o uso de solucdo da mistura dos 6leos essen-
ciais da Pimenta dioica Lindl e do Aniba duckei Kostermans
além de ndo agredir o meio ambiente, proporciona ainda
uma fonte de renda para familias que vivem préximas as
plantacdes dessas plantas, sem que haja destruicdo das arvo-
res para obtencdo do 6leo essencial, como foi demonstrado
neste trabalho com a extracdo do 6leo essencial do Aniba du-
ckei a partir dos galhos, diferentemente da induastria de cos-
méticos que as extraem do tronco dessa arvore.
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Tabela 2. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apds 24 horas de exposicdo em varias concentracdes da mistura dos 6leos essenciais extraida
das folhas da espécie Pimenta dioica Lindl e galhos Aniba duckei Kostermans.

Dose, pg mL™ Log dose Mortos Vivos Acumulados mortos Acumulados vivos Mortalidade, %
150 2,176 10 0 20, 667 0 100
130 2,114 6,333 3,667 10,667 3,667 63,33
100 2,000 2,667 7,333 4,334 11 26,67
70 1,845 1,667 8,333 1,667 19,333 16,67
50 1,699 0 10 0 29,333 0

Nuamero de larvas (n = 10).
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