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DISSERTACAO DE MESTRADO

Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de oviposicéo
do 6leo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera

elatior) frente a Aedes aegypti

RESUMO

A dengue é uma doenca causada por virus, transmitido por mosquitos. N&o
existindo vacina que confira imunidade permanente ao virus, a principal medida de
controle da doenga é por meio do combate a0 mosquito transmissor, 0 Aedes aegypti.
Como alternativa adicional ao uso dos compostos empregados no combate a0 mosquito,
Oleos esséncias e extratos de plantas sdo testados quanto a sua atividade. Levando isso
em consideracao, o objetivo desse trabalho foi verificar a atividade larvicida e deterrente
de oviposicdo dos 6leos essenciais das variedades vermelha, rosa e porcelana do Bastdo
do Imperador (Etlingera elatior) frente ao mosquito A. aegypti. As inflorescéncias foram
submetidas a um processo de hidrodestilacdo, através do qual foram obtidos trés
subprodutos: o 6leo essencial, o extrato aquoso e o hidrolato. Os mesmos foram
submetidos a testes larvicidas, sendo que o hidrolato ndo apresentou atividade. O
resultado mostrou: CLso de 1,26; 7,68 e 0,97% (v/v) para os extratos e 33,47; 42,22 e
26,62 ppm para os Oleos essenciais das variedades vermelha, rosa e porcelana,
respectivamente. Os Gleos também apresentaram atividade deterrente em 100 ppm. A
analise quimica dos 6leos mostrou que os majoritarios dos 6leos sdo 0s mesmos para as
trés variedades estudadas, sendo eles dodecanal, dodecanol e a-pineno. Testes posteriores
mostraram que o dodecanal e dodecanol sdo larvicidas com CLso de 50,88 e 7,76 ppm
respectivamente. Testes de detec¢do eletroantenografica mostraram que 0s compostos n-
decanol, 2-undecanona, n-undecanal, n-dodecanal, (E)-cariofileno, B-(E)-Farneseno, a-
Humuleno, n-dodecanol, isodauceno e acido dodecanoico séo ativos frente as antenas de
fémeas do mosquito. Dois desses ativos: dodecanol e dodecanal foram testados quanto a

atividade deterrente e mostraram-se ativos em 50 ppm.

Palavras-chave: 6leo essencial, atividade larvicida, atividade deterrente, Etlingera

elatior, Aedes aegypti



DISSERTACAO DE MESTRADO

Chemical composition, larvicidal and deterrent acivity of the essential
oil from the inflorescence of the Torch Ginger (Etlingera elatior)

against Aedes aegypti

ABSTRACT

Dengue is a disease caused by a virus transmitted by mosquitoes. In the absence
of vaccine that confers lifelong immunity to the virus, the main measure to oppose the
disease is by controlling the mosquito, Aedes aegypti. As an additional alternative to the
use of the compounds employed in the fight against mosquitoes, essential oils and plant
extracts are tested for their activity. Taking this into consideration, the aim of this study
was to assess the larvicidal and oviposition deterrent activity of essential oils of red, pink
and porcelain varieties of Torch Ginger (Etlingera elatior) against the mosquito A.
aegypti. The inflorescences were subjected to hydrodistillation process which led to the
obtained of three by-products: essential oil, aqueous extract and hydrolate. They
underwent testing larvicides, and the hydrolate was inactive. The result showed: LCso of
1.26, 7.68 and 0.97% (v/v) for the aqueous extracts and 33.47, 42.22 and 26.62 ppm for
the essential oils of red, pink porcelain varieties, respectively. The oils also showed
deterrent activity at 100 ppm. The chemical analysis of the oil showed that the major
compounds of the oil are the same for all three varieties studied: dodecanal, dodecanol
and a-pinene. Further tests showed that dodecanal and dodecanol are larvicides with LCsg
of 50.88 and 7.76 ppm respectively. Electroantennographic detection tests showed that
the compounds n-decanol, 2-undecanone, n-undecanal, n-dodecanal, (E)-caryophyllene,
B-(E)-farnesene, a-Humulene, n-dodecanol, and dodecanoic acid isodaucene are active to
the antennae of female mosquitoes. Two of these assets: dodecanol and dodecanal were

tested for deterrent activity and were active at 50 ppm.

Keywords: essential oil, larvicidal activity, deterrente activity, Etlingera elatior, Aedes

aegypti
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Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de oviposicao
do 6leo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera

elatior) frente a Aedes aegypti

INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

1.1 A dengue

Considerada uma das maiores preocupagdes em Saude Publica no mundo, a
dengue foi endémica em 112 paises.! A doenca ¢ incidente em paises tropicais e
subtropicais, onde latitudes e longitudes, assim como as condi¢cGes do meio, tais como
temperatura e umidade, favorecem o desenvolvimento e a proliferagdo do mosquito vetor
.2

A dengue é uma doenga com caracteristica sazonal, ou seja, que se concentra em
um mesmo periodo, todos os anos. No Brasil, esse periodo coincide com o verdo, devido
ao aumento da incidéncia de chuvas e da temperatura. Cerca de 70% dos casos de dengue
no pais sdo registrados entre Janeiro e Maio, porém em estados no Norte e Nordeste, nos
quais as chuvas comegam tardiamente em meados de Marc¢o e duram até Julho e Agosto,
sdo reportados casos durante um periodo maior. Além disso, o0 pais possui condicdes
climéticas favoraveis a proliferagdo do mosquito durante todo o ano.?

H& 15 anos a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) ja estimava que cerca de 1,3
milhdes de pessoas estariam em risco de serem infectadas pelo virus da dengue.*
Atualmente, estima-se que dois quintos da populagdo mundial, ou seja, mais de 2,5
bilhGes de pessoas estdo em risco de dengue e a OMS calcula que pode haver 50 milhGes
de infecgdes de dengue a cada ano no mundo.®

Apesar de o Brasil ter registrado uma queda de 44% no nimero de casos nos
quatro primeiros meses de 2012 em relacdo ao mesmo periodo do ano de 2011 tendo
dréstica queda no nimero de casos graves € no numero de 6bitos (87% e 80% a menos
que em 2011, respectivamente)® a dengue continua sendo considerada a doenca viral mais
alarmante em termos de mortalidade e morbilidade transmitida por vetores artrpodes.®

A dengue é uma doenca febril aguda causada por um virus de evolucéo benigna.
O agente etioldgico da dengue é um arbovirus do género Flavivirus da familia
Flaviviridae, do qual existem quatro sorotipos distintos atualmente conhecidos: DEN-1;
DEN-2; DEN-3 e DEN-4. A infeccdo por um deles confere protecdo permanente para o
mesmo sorotipo e imunidade parcial e temporaria contra os outros trés.”®

As infecgdes pelo virus da dengue, na sua forma classica da doenca (sintomaética
ou assintomatica) se caracterizam por febre alta, dores de cabeca, dor atras dos olhos,

dores musculares e articulares intensas, além de manchas na pele. A forma hemorragica
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¢ mais severa, sendo possivel a ocorréncia de manifestacbes hemorragicas,
hepatomegalia, insuficiéncia cardiaca e ocasionalmente choque, podendo levar a morte.?

Pertencentes a Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae, Tribo Aedini e Género
Aedes Meigen, 1818, os vetores que transmitem o virus da dengue sao as espécies Aedes
aegypti, nas Américas, embora seja oriundo da Europa, e Aedes albopictus na Asia.
Normalmente, a infec¢do do mosquito fémea com o virus ocorre através da ingestdo de
sangue contendo particulas virais. E para este se infectar € preciso ingerir um nimero
elevado destas particulas e iniciar o periodo de incubagio extrinseco.® Tal periodo dura
em torno de 8 a 10 dias. J& no homem, o periodo de incubagdo intrinseco ocorre em torno
de 2 a 7 dias, aproximadamente o mesmo tempo que surge a febre. O ser humano
infectado torna-se o principal portador e multiplicador do virus.®

Por outro lado, os sorotipos virais também podem ser transmitidos entre o0s
proprios mosquitos por via vertical, ou seja, quando o virus infecta o 6vulo ou o ovo; ou

por via venérea, quando os machos infectados, o transmitem no liquido seminal.!

1.2 Consideracdes sobre o mosquito Aedes aegypti

1.2.1 O ciclo da vida

O A. aegypti € uma espécie que se adaptou perfeitamente ao ambiente urbano e
aos recipientes artificiais dos domicilios. Possui habitos diurnos, alimenta-se e deposita
seus ovos ao amanhecer e a tarde.?

Inicialmente foi reconhecido por Carlos Finlay como o transmissor da febre
amarela, em 1881 e em 1906 Brancoft o identificou como sendo também o vetor do virus

da dengue.®*4
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Figura 1.1 Ciclo de vida do Aedes aegypti*

O mosquito A. aegypti apresenta desenvolvimento por metamorfose completa e o
seu ciclo de vida é holometabdlico, compreendendo quatro fases: ovo, larva (1° a 4°
instar), pupa e individuo adulto (dimorfismo sexual). O ovo, a larva e a pupa sdo as fases
aquéticas do ciclo de vida do mosquito (figura 1.1).

1.2.1.1 O ovo
Morfologicamente, os ovos de A. aegypti medem cerca de 1 mm de comprimento,
sdo elipticos, alongados e fusiformes (figura 1.2). No momento da postura séo brancos,

no entanto, adquirem coloracdo mais escura e tonalidade brilhante algumas horas apos a

oviposicdo.!®

20



¥ '
| ¥~
o8 & LA

Figura 1.2 Ovos do mosquito A. aegypti?

A oviposicao é realizada nos mais diferentes substratos, desde as paredes asperas,
umedecidas e escurecidas dos recipientes, em condi¢des naturais, como também pode ser
realizada diretamente na agua, dependendo do tipo de recipiente, como o vidro, por
exemplo, apesar de ndo ser comum?? ou também podem as fémeas ovipositarem em papel
sulfite, filtro, manteiga e toalha, em condices laboratoriais'®. O nimero de ovos
depositados esta diretamente relacionado com a quantidade de sangue ingerido, onde
cerca de 3,5 mg € quantia suficiente para considerar o repasto como completo e ideal para
0 desenvolvimento ovariano. Sob esse aspecto, uma fémea oviposita cerca de 120 ovos.
Sob condic@es favoraveis como temperatura e umidade, o embrido esté apto a eclodir por
volta de 4 a 7 dias.

Estando completamente amadurecido, o ovo pode resistir as situacbes como
ressecamento, baixa de temperatura, insolacao, proporcionando a diapausa dentro do ovo,
periodo que o mesmo fica inativo, porém vivo. Assim, 0 mesmo resiste meses ou anos no
ambiente, sé eclodindo ao entrar em contato com a agua.'’ Essa caracteristica de resistir
ao ressecamento, sobreviver por longos periodos, torna 0 mosquito A. aegypti importante
epidemiologicamente falando, pois possivelmente estes foram determinantes que fizeram
com que se disseminasse as amplas areas geogréaficas e se tornasse um obstaculo no que

diz respeito a seu controle.?
1.2.1.2 A Larva

Sé&o exclusivamente aquaticas e os criadouros preferenciais desses insetos sdo 0s

recipientes artificiais, tanto os deixados abandonados pelo homem a céu aberto e
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preenchidos pelas aguas das chuvas (como pneus, garrafas, vasos e pratos de plantas, latas
e vasos de cemitérios), como aqueles utilizados para armazenar agua no uso doméstico
(como caixas d’agua, tonéis e cisternas destampados), observando assim a proliferacao
do mosquito em condicbes de agua limpa, onde as larvas de A. aegypti desenvolvem-se
melhor. As larvas dos mosquitos se desenvolvem em ambientes naturais como bromelias,
buracos em arvores, escavagdes de rocha e bambu. Alimentam-se de particulas organicas
presentes na agua, alguns tipos de algas e a filtracdo € a forma mais comum de
alimentagio, podendo filtrar até dois litros de agua por dia.t’~°

As larvas, morfologicamente, sdo alongadas, vermiformes, esbranquicadas. O
corpo é formado por cabeca, torax e abdome (figura 1.3). A cabega possui um par de
antenas, olhos compostos e alguns ocelos e aparelho bucal mastigador-raspador. O torax
é globoso, mais largo que a cabeca com segmentos fundidos e revestidos por cerdas. No

oitavo e Gltimo segmento localiza-se o sifdo respiratorio (curto, grosso e escuro).?
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Figura 1.3 Estégio larval do A. aegypti®

Seu ciclo de vida compreende quatro estagios ou instares (L1, L2, L3 e L4). A
mudanca entre os estadios larvais dura aproximadamente 24 horas, numa temperatura
média de 28,5°C. O primeiro instar (L1) rompe o ovo pelo atrito de um “dente” formado
por quitina situado na cabeca da larva contra a casca do ovo.?! A durabilidade dessa fase
depende de fatores, tais como temperatura da dgua, densidade populacional no criadouro
e disponibilidade de alimento.

O quarto instar (L4), estando na sua fase final de desenvolvimento, cessa a
alimentacdo, em virtude da sua metamorfose para o proximo estagio de vida, a pupa, o

qual ndo se alimenta mais. O seu completo desenvolvimento leva em torno de 6 a 10 dias
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e ¢ influenciado pela temperatura, luminosidade, salinidade, poluentes organicos e

inorganicos, entre outros.'27

1.2.1.3 A Pupa

A mudanca entre os estadios larvais dura aproximadamente 24 horas e o pupal
tem um tempo médio de 48 h, numa temperatura média de 28,5°C. A pupa néo se alimenta
e € 0 estagio de vida que representa a transi¢do do individuo do meio aquatico para o

terrestre.

Figura 1.4 Estagio de pupa do A. aegypti*

Morfologicamente tem aspecto de “virgula” em virtude da cabega unir-se ao torax,
formando o cefalotérax (figura 1.4). Normalmente fica parada na superficie da 4gua. No
entanto, quando perturbada move-se com bastante agilidade, ficando na superficie da
agua para que o mosquito adulto possa emergir de seu interior. Seu corpo tem coloragdo
esbranquicada semelhantemente & larva, porém, a medida que se aproxima da
transformacdo em adulto, adquire coloragdo mais escura. Respiram por trombetas

localizadas no cefalotérax que atravessam a superficie da agua.*?
1.2.1.4 O Mosquito

Depois de emergir do estagio de pupa, 0 mosquito leva alguns segundos para que
a quitina de seu corpo se enrijeca e permita que este tenha forcas para voar e deixar o sitio
de oviposicdo. Os espécimes adultos medem de 3 a 6 mm de comprimento. Apresentam

23



coloracdo escura com faixas brancas nas bases dos segmentos no torso e um “desenho em
forma de lira” no mesonoto (figura 1.5). Apresentam antenas plumosas com palpos mais
longos nos machos e pilosas nas fémeas, caracteristica que os diferem morfologicamente.
As fémeas adultas sdo hematofagas, necessitam de sangue para maturacdo dos ovos.
Apresentam aparelho bucal picador, embora tambeém se alimentem de seivas de plantas
como os machos, enquanto esses possuam aparelho bucal tipo sifonador-sugador.22?

Macho Fémea

Figura 1.5 Adultos de A. aegypti (Fotografia obtida no insetario do Laboratério de Ecologia
Quimica — DQF).

Os mosquitos adultos estdo encarregados da fase reprodutora do inseto. Esta
espécie alimenta-se de sangue de animais vertebrados, porém o homem é sua principal
vitima.l” As fémeas de A. aegypti costumam picar nas primeiras horas da manha e nas
ultimas da tarde, evitando o sol forte e temperatura elevada, embora possam atacar a
sombra mesmo nas horas quentes dentro ou fora de casa. Ha suspeitas de que alguns
ataques ocorram durante a noite. O individuo pode ndo perceber a picada, pois no
momento ndo ddi e nem coga.®

O intervalo médio entre 0 repasto sanguineo e a oviposicdo € de trés dias, em
condigBes ideais de temperatura e umidade relativa.l’” Em geral a fémea faz uma postura
de ovos apds cada repasto sanguineo. Em cada oviposicao séo liberados cerca de 50 a 70
ovos, distribuidos aos poucos em diferentes criadouros, a fim de aumentar as chances de
sobrevivéncia dos seus descendentes, garantindo o sucesso reprodutivo e a dispersdo do

mosquito.?® Em fémeas infectadas com o virus da dengue ocorre a transmissdo vertical,
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transovariana, do virus, de forma que uma percentual variavel das fémeas da prole ja
nasce infectada.t’?

A selecéo do sitio de oviposicdo por fémeas gravidas envolve respostas visuais,
olfativas e sensoriais.?®> Muitos fatores podem influenciar na selecdo do sitio de
oviposicdo dos mosquitos entre eles: fisicos, quimicos e bioldgicos.?

A capacidade de dispersdo do mosquito pelo voo € pequena quando comparada a
outras espécies. Normalmente a fémea reside nas proximidades do local onde eclodiu,
podendo deslocar-se por no maximo 100 metros. Porém uma fémea gravida pode se
deslocar por grandes distancias (até 3000 metros) em busca de um local adequado para a
postura dos ovos, quando ndo hd um recipiente adequado na sua area de residéncia. O
principal meio de dispersdo da espécie, no entanto € o transporte passivo dos ovos e larvas

em recipientes.®®

1.3 Flores ornamentais

O termo flores tropicais € utilizado para denominar produtos de Floricultura
originarios de regides tropicais.”® As plantas ornamentais dessa categoria, flores e
folhagens, destinadas ao corte séo perenes e de grande beleza por seu porte e formas
exoticas. Estas plantas sdo apreciadas em arranjos florais e nos jardins devido a
rusticidade e ao valor ornamental que apresentam. Enquanto uma flor tradicional possui
vida em vaso média de cinco dias, as flores tropicais podem durar até 20 dias. A
diversidade de cores, formas e a durabilidade que essas flores apresentam s&o
caracteristicas positivas para a arte floral, o que tem proporcionado um significativo
aumento na demanda destas espécies.?®

As espécies tropicais ocorrem naturalmente na faixa tropical imida da Ameérica,
Asia e Pacifico Oeste ou sdo exploradas em plantios convencionais.?’” A producio de
flores tropicais no Brasil fechou o ano de 2011 com movimentagdo financeira em torno
de R$ 4,4 bilhGes. Segundo a Camara Setorial da Cadeia Produtiva de Flores e Plantas
Ornamentais, 0 setor registrou crescimento de cerca 10%, nos altimos cinco anos, e ja
emprega 194 mil pessoas em todo o pais.?®

O Brasil apresenta vantagens para se especializar na producéo de flores, devido
aos microclimas, disponibilidade de terra, 4gua, energia e mao-de-obra. Esse conjunto de
fatores reflete diretamente na qualidade do produto e favorece custos mais baixos

acarretando pregos competitivos com os mercados externos.®
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O desenvolvimento da floricultura tropical em Pernambuco foi significativo nos
ultimos anos em varios municipios da Zona da Mata de Pernambuco e em Petrolina, no
sertdo do estado. Na maioria das areas produtoras sao cultivadas espécies ou cultivares
das familias Zingiberaceae, Heliconiaceae, Araceae, Orchidaceae, além de varios tipos
de folhagens.®® Atualmente, a producédo de flores tropicais é conduzida por pequenos
produtores, em areas com média de cinco hectares.®!

Apesar do crescimento do setor nos ultimos anos, o cultivo de algumas espécies
como o Bastdo-do-Imperador € reduzido entre os produtores de flores tropicais em
Pernambuco em virtude da pouca durabilidade p6s-colheita, que limita a comercializagdo

apenas para o mercado interno, dificultando a exportacdo.?®

1.4 Considerac0es botanicas

1.4.1 Sobre a familia Zingiberaceae

A palavra "ginger" realmente se refere ao gengibre comestivel do comércio
conhecido na lingua malaia como "Halia", cujo nome cientifico é Zingiber officinale
Roscoe, enquanto o "gingers" é um termo geral para os membros da familia do gengibre.
O nome Zingiber provavelmente se originou da palavra arabe "zanjabil" e mais tarde a
palavra sanscrita "singabera™ (que significa chifre de raiz), que deu origem ao nome
grego classico "zingiberi" e finalmente "zingiber" em latim. Botanicamente, Zingiber da
seu nome a toda a familia do gengibre, Zingiberaceae.®?

A familia Zingiberaceae € a maior da ordem Zingiberales e uma das maiores do
reino. E representada por plantas herbaceas e perenes, aromaticas e geralmente com
rizomas dos quais nascem caules aéreos, que transportam folhas com larga bainha na base
e que envolve o caule.®*3*

E constituida de 53 géneros e mais de 1.200 espécies nativas de regides tropicais,
especialmente do sul e sudeste da Asia,*>* expandindo-se através da Africa tropical até
a América do Sul e Central.*” Suas espécies, principalmente da floresta primaria, crescem
em habitats sombreados ou semi-sombreados, ricos em hiimus.*®

S&o comumente conhecidas como ginger e muitas espécies da familia tém valor
econémico fornecendo alimentos (féculas dos rizomas), perfumes, condimentos de
propriedades aromaticas, corantes, fibras e papel.>” As plantas da familia Zingiberaceae

tém sido usadas como alimento, condimento, medicamento, tintura, perfume e
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estética.>®* O Zingiber officinale Rosc., vulgarmente conhecido como gengibre, é
utilizado para fins medicinais e como condimento.** Metabdlitos secundarios de espécies
da familia tém sido usados como anti-inflamatorios* e inibitério de HIV-1 protease.**44

As plantas desta familia contem principalmente Oleos essenciais, incluindo
terpenos, alcodis, cetonas, flavondides, carotendides e fitoestrogenos.*® Os constituintes
menos polares incluindo curcuminoides e gingerois isolados de espécies da familia sdo
particularmente importantes e relevantes por suas aplicacdes, dos quais tém sido relatadas
atividades bioldgicas como antioxidante, antifungicos, inseticidas, larvicidas e
antiinflamatorias.*®8

No aspecto ornamental destacam-se 0s géneros Zingiber, Alpinia, Nicolaia,
Hedychium e Kaempferia pela beleza da inflorescéncia e folhagem.*® As diversas espécies
da familia possuem dupla aptiddo no paisagismo no mesmo tempo que sdo utilizadas nos
jardins, suas inflorescéncias decorativas e duraveis, sdo bastante empregadas no formacéo
de arranjos florais (Alpina purpurata e Zingiber spectabilis). A maioria delas € indicada
para regides tropicais, cultivadas tanto a meia-sombra como em locais ensolarados.

Servem para formagc&o de macicos, renque ou grupos isolados, dependendo da espécie.>

1.4.2 Sobre a tribo Alpinieae

A classificacdo aceita atualmente determina a presenca de quatro tribos dentro da
familia Zingiberaceae e subfamilia Alpinioideae: Hedychieae, Alpinieae, Zingibereae e
Globbeae, que sdo assim classificadas de acordo com algumas caracteristicas vegetativas
e florais.®® A tribo Alpinieae possui 25 géneros, dentre eles estdo Alpinia e Eltingera, com

225 e 70 espécies, respectivamente.®

1.4.3 Sobre o0 género Eltingera

As touceiras desse género apresentam hastes vegetativas com folhas grandes e
vistosas, e hastes florais com inflorescéncias terminais, emitidas separadamente. No
interior das bracteas das inflorescéncias, surgem flores de coloragdo vermelha, amarela,
rosa, branca e outras numerosas combinagdes que, ao abrirem, tornam este género um dos

mais belos da familia (Figura 1.6).2%:5!
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Figura 1.6 Inflorescéncias de algumas espécies do género Etlingera: (A) E. venusta (B) E. corneri
(C) E. pyramidosphaera (D) E. hemisphaerica (E) E. megalocheilos (F) E. nasuta (G) E.
brevilabrum (H) E. velutina (1) E. fimbriobracteata (J) E. fenzlii (K) E. elatior Thai Queen (L) E.
littoralis®

A propagacdo das espécies do género pode ser por sementes (sexuada) protegidas
por capsulas arredondadas ou alongadas nas inflorescéncias, as quais rompem quando
estdo maduras e prontas para a dispersdo.>? Apesar da facilidade de propagagio por
sementes, as espécies do género Etlingera sdo propagadas em plantios comerciais,

preferencialmente, por divisdo de touceira.?®
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As espécies desse género ja foram reportadas por possuirem Gleo essencial,
apresentando rendimentos (m/m) entre 0,02 e 0,9%.53>* As espécies s&o ricas em mono e
sesquiterpenos, porém também sdo encontrados componentes menos comuns como
acidos graxos e ésteres. Os componentes majoritarios de algumas espécies do género sdo
95,73% metil chavicol para o rizoma de E. punicea®; 37,7 e 58,1% de (Z)-metil
isoeugenol nas folhas e rizomas, respectivamente de E. littoralis®®; 21,6 e 6,01% de
dodecyl acetate nas folhas de E. fulgens, e E. rubrostriata, respectivamente e 44,% de
acido dodecanoico nas folhas de E. maingayi°®; 16,8 e 17,4% de 1,8-cineole para rizoma
e caule, 12,3% de a-felandreno para folhas e 12,2% de -pineno para planta inteira de E.
sphaerocephala.®

Vaérias espécies do género possuem atividades bioldgicas reportadas na literatura
gue incluem antibacteriana, antioxidante e repelente, como mostrado na gréafico
1.1.

Tabela 1.1 Atividade biologica de diferentes espécies do género Etlingera

Espécie Atividade bioldgica Referéncia

E. littoralis Antibacteriana, antiplasmadica, 57-60
antifungica

E. punicea Antimicrobiana 95

E. fulgens Antibacteriana, antioxidante, inibi¢do da

E. maingayi tirosinase 56,60,61

E. rubrostriata Antibacteriana, antioxidante

E. pyramidosphaera  Atividade repelente ao gorgulho do arroz b2

O cozimento dos rizomas da espécie E. littoralis tem sido utilizado para: o
tratamento de dor de estbmago; carminativo; tonico para o coracdo.®® Uma
dihidrocalcona, isolada da espécie foi reportada como tendo atividade antibacteriana®’ e
antiplasmodica®®.

Os extratos metanolicos das folhas das espécies E. elatior, E. fulgens, E. maingayi,
E. littoralis e E. rubrostriata foram reportados como contendo atividades anti-oxidante e
antibacteriana como inibidoras das bactérias Gram-positivas B. cereus, M. luteus e S.

aureus.5°
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1.4.4 Sobre a espécie Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith

Conhecida como bunga kantan, que significa flor de gengibre em malaio, essa
espécie sO possuia duas variedades cultivadas comercialmente até a década de 90.%° E
conhecida como Bastdo-do-Imperador, flor-da-redencdo ou gengibre-de-torcha e em
inglés como “torch ginger” ou “tuplip ginger”. E uma herbacea rizomatosa e robusta
tendo a Malasia como centro de origem. As inflorescéncias da planta sdo conicas e podem
atingir 2,0 m de altura, no chamado eixo de inflorescéncia. As hastes, que sao eretas e
lembram cana-de-agUcar, apresentam folhagens com coloracdo de verde rosado a
marrom-avermelhada e podem chegar a 6,0 metros.+-

E utilizada principalmente para paisagismo, porém além de serem ornamentais, as
flores e brotos sdo também comestiveis, fazendo parte da culinaria de diversos paises
asiaticos. Eles séo finamente fatiados e podem ser adicionados a varios pratos, conferindo
a eles um sabor picante pungente diferente do gengibre comercial.®

No Nordeste do Brasil, sdo cultivadas com inflorescéncias de coloracdes: rosa
claro, denominada Porcelana; rosa mais escuro, denominada Rosa (Pink Torch) e
vermelha denominada Vermelha (Red Torch)?®, porém em Pernambuco é cultivada uma
variedade chamada tupila, ou tulip torch ginger em inglés, sendo mais comum, no entanto

as trés variedades citadas anteriormente (figura 1.7).%
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Figura 1.7 Inflorescéncias das variedades vermelha (A), rosa (B), porcelana (C) e tulipa (D) da

espécie E. elaior®

Tem preferéncia por solos ricos em matéria organica, Umidos e o espacamento
entre as touceiras deve ser generoso (no minimo de 2,5 m entre fileiras e 1,5 m entre
covas), uma vez que formam touceiras enormes tanto em altura como em extensao. Yunus
e colaboradores®® demonstraram que a espécie também se propaga in vitro. S&o plantas
que exigem temperaturas elevadas e calor constante para estimular o florescimento, por
isso se desenvolvem bem em clima quente como no Nordeste brasileiro.?® As
inflorescéncias se originam diretamente no sistema de rizomas, sendo separadas das
hastes vegetativas. Depois de plantada, a nova planta ira florescer no periodo de um ano
e meio a dois anos® e a etapa ideal de corte é aquele no qual a inflorescéncia apresenta-

se com as bracteas semiabertas (figura 1.8e).29%
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Figura 1.8 Etapas de desenvolvimento das hastes florais de E. elatior®®

Vérias atividades bioldgicas sdo atribuidas a espécie. Os extratos metandlicos de
folhas frescas de E. elatior possuem atividade antioxidante e antibacteriana e atuam como
inibidores das bactérias Gram-positivas B. cereus, M. luteus e S. aureus. A atividade
antioxidante mais pronunciada foi constatada nas folhas, seguida pela inflorescéncia e por
fim nos rizomas.®®17% Além da atividade de inibicdo da tirosinase alta reportada por Chan
e colaboradores®. A alta atividade antioxidante foi confirmada por Haleagrahara e
colaboradores’ ao testarem o efeito protetor do extrato de E. elatior em biomarcadores
oxidativos em medulas de ratos.

Também foram reportadas atividade citotdxica e anti-tumoral de extratos de
rizomas’?, anti-flngica de extratos do fruto e rizoma®®, propriedade farmacolégicas como

antifingica e antibacteriana frente & micro-organismos de importancia farmacéutica.”

1.5 Oleos essenciais
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1.5.1 Definic0es e caracteristicas

O dleo essencial é uma mistura complexa de substancias volateis, lipofilicas,
odoriferas e liquidas, podendo envolver de 10 a 100 componentes.’* Apresentam-se em
certos géneros de plantas superiores e inferiores, bem como em microrganismos, e podem
ou néo exalar odor.”"® Segundo Simdes’#, embora todos os 6rgios de uma planta possam
acumular 6leos essenciais, sua composic¢do pode variar conforme a localizagdo. Além
disso, fatores como diversidade genética, habitat e os formas de plantio podem influenciar
na composicdo do dleo essencial.”’

Com relacdo a funcdo quimica, os Oleos essenciais sdo compostos por
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, peroxidos,
furanos, &cidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos contendo enxofre,
apresentando diferentes concentragbes. Dentre esses, 0 grupo com maior
representatividade é o dos terpendides, que conferem suas caracteristicas
organolépticas’®, e que tem sua origem biossintética pela fusdo de unidades isoprénicas
de cinco carbonos.” Essas unidades de isopreno podem se ligar formando hemi, mono,
sesqui, di, tri e tetra-terpenos.’+881

Os terpenos sao biossintetizados a partir de metabolitos primarios por no minimo
duas rotas diferentes: a rota do metileritritol fosfato (MEP), onde o gliceraldeido 3-fosfato
e piruvato levam a formacdo do isopentenil-pirofosfato (IPP) e a rota do acido
mevalbnico, onde trés moléculas de acetil-CoA sao ligadas, a partir de uma série de etapas
da rota, para formar este acido e posteriormente, o IPP (isopentenil-pirofosfato) o qual

originara terpenos maiores.’®
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Figura 1.9 Biossintese dos terpenos’
1.5.2 Processos de extracao

Os oOleos essenciais podem ser obtidos através de diferentes processos,
dependendo da localizagdo do 6leo na planta, quantidade de 6leo e das caracteristicas
requeridas para o produto final. Os processos usuais sd0: prensagem Ou expressao;
destilagdo por arraste a vapor; extracio com solventes volateis e CO; supercritico.®?

Dentre essas técnicas, destacam-se a hidrodestilagdo e extracdo com solventes

volateis, por serem de pouca complexidade e custo reduzido. Outros métodos podem ser
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utilizados para a obtengédo desses 6leos, como por exemplo: extracdo por soxhlet; extragdo
por maceragdo e a extracdo por ultrassom e microondas.®*® Silva e colaboradores®’
também mostraram que o método de hidrodestilacdo, quando comparados com outros
métodos como por soxhlet e infusdo, para a pimenta rosa (Schinus molle), apresentou a
extragdo de um maior nimero de componentes, embora o rendimento tenha sido maior

com a extragao por Soxhlet.

1.5.2.1 Extracdo por hidrodestilagdo

A extracdo de 6leo por hidrodestilacdo consiste em uma técnica que pode ser
utilizada para praticamente todos os tipos de materiais vegetais e abrange uma grande
quantidade de casos, dependendo pouco da quantidade de material disponivel para
obtengdo de rendimento satisfatorio. A técnica consiste em imergir o material vegetal,
seco ou fresco, inteiro ou pulverizado, em agua destilada que ¢ aquecida e o vapor d’agua,

junto com o 6leo essencial sdo recolhidos por um extrato de Clevenger modificado.®®

1.5.3 Atividades bioldgicas

Historicamente, a utilizacéo de espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais
tem desempenhado um papel importante para a humanidade. Desde a Idade Média, 0s
6leos essenciais tém sido amplamente utilizados para combater microorganismos, como
insecticidas e para aplicacbes medicinais e cosméticos, especialmente nos dias de hoje
nas industrias farmacéutica, higiene, cosmética, agricola e alimentar.8° Esse uso envolve
desde a industria de perfumes, alimentos e medicina popular®, fornecendo substancias
purificadas como limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol.”®

Estudos anteriores mostram que 06leos essenciais de diversas partes de plantas de
variados locais mostraram atividade antiflngica, antibacteriana, citotoxica, antioxidante,
larvicida, tripanocida, leishmanicida, anti-giardia, anti-gripe, anti-radicais e
espasmolitico.8%91-%°

No que se refere ao uso de Oleos essenciais no combate a vetores de doencas
infecciosas ja foram reportados diversos trabalhos que atestam a atividade repelente
frente a A. aegypti'® e insetos de outros géneros como Culex e Anopheles e até outros

artropodes. 't
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Além disso, j& foram relatadas informag6es importantes que sugerem que os 6leos
essenciais podem atuar contra pragas agricolas como alternativa viavel no seu uso como
inseticida, fumigante e fungicidas.'%?

Diversos estudos comprovam a atividade de 6leos essenciais contra diferentes
espécies de mosquitos, com destaque para a espécie A. aegypti como é possivel observar

nos exemplos citados na tabela 1.2.
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Tabela 1.2 Atividade larvicida de 6leos essenciais de variadas espécies vegetais frente a A. aegypti.

Espécie Parte estudada Atividade larvicida Majoritarios Referéncia
Clausena dentata Folhas CLso: 140,2 mg/L Sabinene (21,3%), biofloratriene (19,6%), borneol (18,3%) 103
Piper marginatum Inflorescéncia ~ CLso: 20,0 ppm Patchouli alcohol (23,4%), (E)-azarone (22,1%), (E)-Caryophyllene (13,1%) 104
Chloroxylon swietenia Folhas CLso: 16,5 ppm Geijerene (26,9%), Limonene (15,2%), Germacrene D (10,7%) 105
Caule CLso: 20,2 ppm Geijerene (17,7%), Limonene (12,9%), Pregeijerene (9,9%)
Piper permucronatum Folhas CLso: 36,0 ppm Dillapiol (54,7%), Myristicin (25,6%), Elemicin (9,9%) 106
Piper hostmanianum Folhas CLso: 54,0 ppm Asaricin (27,4%), Myristicin (20,3%), Dillapiol (7,7%)
Alpinia purpurata Inflorescéncia CLso: 80,7 ppm B-caryophyllene (18,3%), B-pinene (13,9), a-pinene (6,3%) 48
(vermelha)
Inflorescéncia CLso: 71,5 ppm B-pinene (26,6), B-caryophyllene (15,6%), a-pinene (13,9%)
(rosa)
Eucalyptus Folhas CLso: 31,0 ppm a-pinene (22,5%), p-cymene (21,7%), a-phellandrene (20,1%) 107
camaldulensis
Eucalyptus urophylla Folhas CLso: 95,5 ppm 1,8-cineole (58,3%), a-terpinyl acetate (14,9%) e a-pinene (6,3%)
Tagetes patula Folhas CLso: 13,6 ppm limonene (13,6%), terpinolene (11,2%) e B-caryophyllene (8,0%) 108
Dendropanax morbifera  Flores CLso: 62,3 ppm y-elemene (18,6%), Tetramethyltricyclohydrocarbon (10,8%), B-zingiberene 109
(10,5%)
Lippia gracillis Folhas CLso: 98,0 ppm Carvacrol (44,4%), o-cymene (9,4%), y-terpinene (9,2%) 110
Lippia sidoides Folhas e ramos  CLso: 63,0 ppm Thymol (80,8%), p-cymene (8,6%), B-caryophyllene (5,1%) 11
Ocimum americanum Folhas e ramos  CLso: 67,0 ppm E-Methyl-Cinnamate (70,9%), Z-Methyl-Cinnamate (8,8%), E-Bergamoptene
(6,8%)
Ocimum gratissimum Folhas e ramos  CLso: 60,0 ppm Eugenol (43,7%), 1,8-cineole (32,7%), Z-ocimene (6,2%)
Cymbopogon citratus Folhas e ramos  CLso: 69,0 ppm Geranial (60,3%), Neral (39,7%)
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1.6 O Oleo essencial da espécie Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith

O oleo essencial dessa espécie, extraidos de diferentes partes vegetais como a
inflorescéncia ou outras partes da planta como o rizoma, as folhas, o eixo da
inflorescéncia e a raiz, ja foi estudado previamente. A composicao do 6leo varia de acordo
com a parte vegetal e também com o local de origem do material vegetal, como é possivel
notar na tabela 4.3 (secédo 4.3, pag. 63).

Abdelmageed e colaboradores!? estudaram o efeito do tempo de secagem das
folhas, rizomas, inflorescéncia e eixo de inflorescéncia de E. elatior na composi¢do do
6leo essencial e concluiram que de um tempo de 6 a 72 horas, a composic¢édo do 6leo
essencial varia muito para todas as partes da planta. Eles também notaram que o tempo
de secagem tem um efeito importante no rendimento do &leo essencial, sendo
incrementado para as folhas e inflorescéncias e diminuido para eixo de inflorescéncia e
rizomas, conforme se aumentava o tempo de secagem.

Ao 06leo essencial da planta inteira de E. elatior foram atribuidas atividades
antioxidante e antibacterianal'®, atividade antibacteriana para o 6leo das folhas®®'4,
atividade antioxidante para o 6leo das inflorescéncias®® e atividade repelente no adulto
do gorgulho do arroz Sitophilus zeamais.®?

1.7 Anélises eletrofisioldgicas

A cromatografia gasosa acoplada a detec¢do eletroantenografica (GC-EAD) é
uma ferramenta valiosa para localizar rapidamente componentes detectaveis pela antena
do inseto inseridos em misturas complexas de compostos, como é o cado dos 6leos
essenciais, permitindo a escolha de apenas compostos estimulantes a antena para testes

subsequentes de comportamento. !
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Figura 1.10 Esguema de um sistema de Cromatografia a gas acoplada a deteccao
eletroanetograficalt’

O esquema de um cromatdgrafo a gas acoplado a um detector eletroantenografico
(GC-EAD) esta representado na figura 1.10. A amostra ao ser injetada ira percorrer toda
a coluna para que haja a separacdo dos componentes da mistura. Ao final da corrida, 0
efluente da coluna é dividido em duas partes: uma é conduzida ao detector de ionizagao
de chama (FID) e, consequentemente, o cromatograma € tragado, e a outra parte vai para
0 EAD, onde a resposta da antena do inseto € amplificada e registrada. Em funcéo de
ambas serem simultaneas, é possivel saber se 0 composto registrado € ativo ou nao, isto
é, ele causa despolarizacdo ou ndo na antena, indicando a presenca de receptores olfativos
para aquele composto.

1.7.1 Analises eletrofisiolégicas em mosquitos

A técnica de GC-EAD ja foi utilizada para a deteccdo de compostos ativos,
inseridos em Gleos essenciais e outras misturas de volateis, em diversos tipos de insetos.
Para espécies de mosquitos também sdo reportadas respostas a componentes de
6leos essenciais. Leal e Uchida®!® utilizaram a técnica para detectar os componentes do
6leo essencial de Cymbopogon citratus (Familia: Poaceae) responsaveis pela atividade
repelente de trés espécies de mosquitos: Culex pipiens pallens, Culex pipiens

quinguefasciatus e A. albopictus e as analises mostraram que os terpenos geranial e neral,
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presentes no Oleo essencial da espécie, sdo 0s responsaveis pela atividade repelente da
mesma.

Cooperband e colaboradores!®

utilizaram a técnica para testar as respostas das
antenas de fémeas de C. p. quinquefasciatus a volateis, extraidos pela técnica de
headspace, de fezes de galinha acidificadas e encontraram oito aldeidos que geraram
respostas nas antenas dos mosquitos, sendo eles (E)-2-decenal, undecanal, dodecanal,
tetradecanal, pentadecanal, hexadecanal, heptadecanal, e octadecanal.

Campbell e colaboradores'?

estudaram a resposta de sete 6leos essenciais
encontrando 42 compostos que provocaram estimulo nas antenas do A. aegypti, sendo
eles, em sua maioria, mono e sesqui-terpenos, sendo os mais comuns B-caryophyllene,
linalool, 1,8-cineole, geraniol, e geranial, porém ndo avaliaram a acdo deterrente ou
repelente desses compostos identificados por estimularem a antena. Para 0 autor esse
comportamento e seletividade dos mosquitos a estimulos olfatorios provenientes de locais
de alimentacdo ou oviposicdo podem ser atribuidas a muitas sensilas da antena.

Logan e colaboradores?' estudaram a atratividade de compostos volateis
derivados de pele humana em mosquitos de A. aegypti, encontrando 33 compostos
eletrofisiologicamente relevantes, dentre eles cinco mostraram maior resposta sendo eles:
6-methyl-5-hepten-2-one, octanal, nonanal, decanal, geranylacetone. Também mostraram
como a mistura entre esses compostos desempenha um papel importante na acdo deles
sobre 0 mosquito.

Dekker e colaboradores'?? avaliaram a atividade de substancias volateis, extraidas
pela técnica de headspace, da espécie Ocimum forskolei frente ao mosquito A. aegypti, e
os resultados indicaram que oito compostos volateis que estimularam a antena e foram
identificados como sendo (E)-ocimene, (S)-(+)-1-octen-3-ol, E-caryophyllene,
naphthalene, (R)-(-)-a-copaene, methyl salicylate, methyl cinnamate e (R)-(-)-linalool. A
atividade repelente dos trés altimos compostos foi confirmada em testes com fémeas da

espécie.
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Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de oviposic¢ao
do 6leo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera

elatior) frente a Aedes aegypti

OBJETIVOS
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade larvicida e deterrente de oviposi¢do dos produtos da
hidrodestilacdo da inflorescéncia de trés variedades do Bastao-do-Imperador (E. elatior),

frente ao mosquito A. aegypti.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair o 06leo essencial da inflorescéncia de trés variedades, vermelha, rosa e
porcelana da espécie E. elatior, utilizando a técnica de hidrodestilacéo;

e Auvaliar a atividade larvicida dos produtos da hidrodestilagdo, dleo essencial,
extrato aquoso e hidrolato da E. elatior frente as larvas em estagio L4 do mosquito
A. aegypti;

e Avaliar a da atividade deterrente de oviposi¢do dos produtos da hidrodestilacao,
6leo essencial, extrato aquoso e hidrolato dos éleos essenciais da E. elatior frente
as fémeas do mosquito A. aegypti;

e Analisar a composicao quimica dos 6leos essenciais de trés variedades da espécie
E. elatior pela técnica de Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM);

e Identificar, pela técnica de Detecgdo Eletroantogréafica (EAD), os componentes
dos 6leos essenciais que provocam respostas nas antenas de fémeras de A. aegypti.

e Avaliar a da atividade deterrente de oviposicdo dos componentes dos dleos
essenciais da E. elatior que provocaram respostas frente as antenas das fémeas do

mosquito A. aegypti;
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Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de oviposicéo
do oleo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera

elatior) frente a Aedes aegypti

METODOLOGIA
EXPERIMENTAL

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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3.1 Materiais e Equipamentos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Ecologia Quimica,
Laboratdrio de Bioensaio e Laboratdério de Cromatografia do Departamento de Quimica
Fundamental (UFPE).

3.1.1 Moedor elétrico

Utilizou-se o moedor elétrico da marca Oster®, modelo 4655-057, para trituracdo

das amostras vegetais.
3.1.2 Extrator de Clevenger

Para extracao do 6leo essencial foi utilizado um extrator de Clevenger modificado,
acoplado a um baldo de fundo redondo de 5L e como fonte de calor, uma manta
aquecedora da marca QUIMIC®, modelo Q321A28.
3.1.3 Cromatdgrafo a Géas acoplado ao Espectrometro de Massas

Os 0leos essenciais das trés variedades da espécie E. elatior foram analisados por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas em um sistema quadrupolo
Agilent 5975C Series CG-EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com
uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0.25 pm espessura da
pelicula).
3.2 Metodologia Experimental

A seguir estdo descritos os procedimentos efetuados experimentalmente para

obtenc&o dos resultados obtidos no presente trabalho:

3.2.1 Origem, Coleta, Preparacdo e Armazenamento da Amostra Vegetal
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A inflorescéncia das variedades vermelha, rosa e porcelana da espécie E. elatior
(figura 3.1) foram compradas da produtora Florix Flora Tropical LTDA, localizada na
Estrada de Mumbeca, KM57 — Guabiraba. Recife, Pernambuco. (-7° 56' 9.24" de latitude,
-34° 55' 55.88" de longitude).

As plantas sdo cultivadas em um lote de 22 hectares onde 0,8 hectares sdo
destinados para cada variedade do Bastdo. O relevo € 50% plano e 50% acidentado onde
90% do mesmo ficam expostos ao Sol. A umidade do ar varia entre 70 e 90% e a

temperatura durante o dia atinge mais que 26°C e a noite menos de 18°C.

_]

Figura 3.1 Inflorescéncias da espécie E. elatior. (A) Parte superior da inflorescéncia das

variedades: vermelha (a), rosa (b) e porcelana (c). (B) Parte lateral da inflorescéncia das

variedades: vermelha, rosa e porcelana.

O corte das plantas é realizado com a inflorescéncia semiaberta, sempre pela
manha antes do periodo de elevacdo da temperatura. As plantas séo lavadas com agua e
hidratadas antes de serem comercializadas e sdo mantidas em tanques com agua limpa e
fresca por um periodo médio de 24 horas, ndo ultrapassando 48 horas.

Depois de coletadas, as mesmas foran entregues no mesmo dia a tarde e mantidas

em agua até o momento da extracdo por um periodo maximo de dois dias.

3.2.2 Extragéo do Oleo Essencial

Para extracdo dos 0leos esséncias da inflorescéncia das variedades vermelha, rosa
e porcelana da espécie E. elatior, apos coleta, o material vegetal foi encaminhado para o
Laboratdrio de Ecologia Quimica da UFPE, onde foram pesadas em balanca, buscando
uma massa média de 500g, aproximadamente 10 inflorescéncias. Em seguida o material
foi processado com 500 ml de agua destilada, no moedor elétrico por aproximadamente
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2 minutos e entdo encaminhadas para um bal&o volumétrico de 5L completando com agua
destilada até 2,5 litros. O baldo foi colocado numa manta de aquecimento e conectado ao
aparelho de Clevenger modificado e um condensador. A manta foi aquecida até atingir a
temperatura de 160-170 °C. A manta é coberta com papel aluminio para facilitar a

manutencdo da temperatura constante.

Figura 3.2 (A) Esquema com extrator de Clevenger modificado utilizado na hidrodestilagéo. (B)

Configuracédo do 06leo essencial no extrator, seta repretenta dleo flutuando sobre hidrolato.

Cada processo de hidrodestilacdo é acompanhado por um periodo maximo de 3
horas, coletando-se o 6leo em seguida e tratando-o com sulfato de sddio anidro para
remocédo da agua remanescente. Os 0leos foram mantidos sob-refrigeracdo de -24°C até

serem submetidos a analise quimica e/ou teste de atividade bioldgica.
3.2.3 Caracteristicas Fisicas do Oleo Essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisicas do 6leo da inflorescéncia da espécie E.
elatior foram realizadas as analises de rendimento, solubilidade, cor, aparéncia e pH para

0s extratos e hidrolatos.

3.2.3.1 Rendimento do Oleo Essencial
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Para o célculo do rendimento da extracdo de 6leo, pesou-se em recipiente de vidro
limpo, seco e tarado a 25 °C, determinando-se a massa do 6leo em relacdo a massa da
amostra de planta usada.
3.2.3.2 Cor e aparéncia

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se observou a cor do
o0leo essencial e para a aparéncia se fez uma inspecdo do 6leo no que diz respeito a sua
transparéncia ou limpidez.

3.2.3.3 Solubilidade

Foram testados os seguintes solventes: etanol, acetona, DMSO e Tween®80 e

verificou-se a limpidez da solucéo resultante da diluicéo.
3.2.3.4 pH dos extratos e hidrolatos

Para os extratos aquosos e hidrolatos obtidos como subprodutos da hidrodestilacdo
foram realizados testes de pH utilizando papel indicador universal (pH 0 — 14) da marca
Merck®.
3.2.4 Anélises Espectrométricas
3.2.4.1 Padrdes

A solucdo com padrdes de hidrocarboneto em hexano foi preparada em

laboratério. Todos os hidrocarbonetos foram adquiridos comercialmente (Sigma-
Aldrich®).

3.2.4.2 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
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Para a analise dos 6leos essenciais foram injetadas aliquotas de 1uL em split 1:50
do 6leo essencial com concentracdes variando entre 2000 a 3000 ppm. Posteriormente
injetou-se 1pL em split (1:50) da mistura de padrdes de hidrocarbonetos: Co-Czs. E
finalmente, injetou-se a mistura do O6leo essencial e a mistura de padrbes de
hidrocarbonetos, 1uL (0.2pL de alcanos e 0.8uL de 6leo) sob 0 modo splitless.

A temperatura do CG foi mantida em 60 °C por 3 min, depois foi aumentando de
2,5 °C min™ até 240 °C e mantida por 10 min nesta temperatura. O fluxo de hélio foi
mantido em pressdo constante de 100 kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e
0s espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de
escaneamento de 0.5 scan™ de m/z 20-350.

A partir da analise dos tempos de retencdo dos compostos presentes na amostra
do 6leo essencial, dos padrbes de hidrocarboneto e a combinagdo do 6leo essencial com
a mistura de padrdes foi calculado o indice de retencdo para cada componente do 6leo,

segundo a equagio de Kratz. 123124

IR = 100, 1, ¥~ trha@) + 100.N
B -+ (trhd — trha) '

Onde:

IR: indice de Retengéo de Kratz.

i: Diferenca do nimero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do composto com o
hidrocarboneto que elui antes.

trx: Tempo de Retencéo do composto

trhA: Tempo de Retencéo do hidrocarboneto que elui antes do composto.

trhD: Tempo de Reten¢do do hidrocarboneto que elui depois do composto.

N: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto.

Os compostos foram identificados a partir de comparacao de seus espectros de
massa e tempos de retencao aqueles de padrdes auténticos disponiveis nas bibliotecas de
referéncia MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao software
Agilent MSD Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). As
areas dos picos nos cromatogramas foram integradas para obtencdo do sinal idnico total

e seus valores utilizados para determinar as proporcdes relativas de cada composto.

3.2.5 Analises eletrofisiologicas
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Anélises eletrofisioldgicas de cromatografia gasosa acoplada ao detector
eletroantenografico (GC-EAD) (figura 3.3) foram realizadas para testar a reacdo das
antenas de A. aegypti aos compostos do 0leo essencial de E. elatior. Foram realizadas em
um cromatografo a gas (Trace GC Ultra; Thermo Scientific, Mil&o, Italia), equipado com
um DIC e uma interface de EAD, provida pela Syntech (Kirchzarten, Alemanha). Para as
analises foi utilizada uma coluna DB-5 (30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro
interno e uma espessura de filme de 0,25 mm). O final da coluna foi conectado a um
divisor de duas vias por meio de uma coluna capilar de vidro direcionadas ao EAD e a
outra ao FID. Nitrogénio, a um fluxo continuo de 4 m{/min, foi utilizado como géas de
arraste. A saida do EAD foi equipada com um fluxo de ar estéril e umidificado
direcionado a antena de fémeas do mosquito (figura 3.3), seguindo metodologia de

Détter'?® modificada.

Figura 3.3 Esquema da analise eletrofisiol6fica. (A) eletrodos, (B) saida do CG, (C) montagem
da antena e (D) antena montada (ampliacéo pelo microscopio).
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Foram testadas as antenas de fémeas da espécie A. aeypti com idade de 10 a 17
dias, apds trés dias de alimentagdo com repasto sanguineo. Foi testado um nimero de 10
antenas para o 6leo essencial da variedade vermelha, sendo alterado o numero de antenas,
dependendo das respostas obtidas. Os sinais foram obtidos cortando-se a cabeca proxima
ao tronco do inseto e em ambas as extremidades das antenas e montadas entre dois
eletrodos, sendo a cabeca presa em um eletrodo e as extremidades das duas antenas presas
ao outro eletrodo (figura 3.3). Os eletrodos foram preenchidos com solucéo fisioldgica
(8,0 g/l NaCl, 0,4 g/l KCI, 0,4 g/l CaCly) e conectados a fios de prata. Foram obtidos
sinais elétricos sincronizados com o cromatograma dos compostos constituintes dos 6leos
essenciais. Apenas foram considerados ativos os componentes do 6leo cujas respostas

foram detectadas em dois ou mais testes.

3.2.6 Testes fitoquimicos

Para determinar as classes de compostos presentes nos extratos aquosos e
hidrolatos, foram realizados testes fitoquimicos. Estes testes, chamados de screening ou
prospeccao fitoquimica estdo descritos no Procedimento Operacional Padrdo da Embrapa
Amazonia Oriental, aplicado no setor de plantas medicinais do Laboratério de
Agroindustria. Este procedimento utiliza técnicas descritas previamente na literatura
(Tabela 3.1).1%6-128

Tabela 3.1 Testes de prospeccdo fitoquimica de classes quimicas de plantas*

Grupo fitoguimico Teste/reagente Confirmacéao

Taninos/polifendis Solucéo aquosa de FeCls a 1% Mudanga de coloragdo ou

formacao de precipitado

Saponinas Solucdo hidroalcodlica 80GL.: etanol Camada de espuma estavel
comercial/agua destilada. por mais de 30 minutos.
Flavonoides HCI concentrado e fita de Mg Coloragao résea.
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Esteroides e CHClI3, anidrido acético e H,SO4 Sucessdo de cores, de azul
triterpendides concentrado evanescente a verde

persistente.

*Screening fitogquimico do Procedimento Operacional Padrdo da Embrapa Amazénia Oriental

Para antocianinas, antocianidinas e flavondides foi realizado um teste mais
especifico descrito por Matos*?, onde foi feita a acidulagdo de tubos de ensaio contendo
0s extratos a pH 3 e alcalinizados a pH 8,5 e 11. A presenca da classe de compostos foi
indicada pelo aparecimento da coloracéo indicada para cada substancia, como mostrado
na Tabela 3.2:

Tabela 3.2 Indicativos da presenca de compostos nos extratos aquosos

Cor em meio
Constituintes Acido (pH 3)  Baésico (pH 8,5) Bésico (pH 11)
Antocianinas, Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, Flavonois e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Vermelho pupura
Flavonois - - Vermelho laranja

Fonte: Matos, 1997
3.2.7 Obtencéo e Cultivo das Larvas

As larvas e 0s mosquitos utilizados no trabalho sdo oriundas da coldnia do A.
aegypti Linneaus (cepa Rockfeller) do insetéario do Laboratério de Ecologia Quimica da
UFPE. O insetéario foi mantido a temperatura constante de 28°C, umidade relativa de 58%
e fotoperiodo de 14D:10N. A cepa Rockefeller é cultivada e utilizada em diversos
laboratdrios de entomologia, pois é referéncia de suscetibilidade, o que permite o seu

emprego em bioensaios para comparagéo de resisténcia com populagdes locais .12°
3.2.8 Bioensaio Larvicida

A atividade larvicida dos oOleos essenciais, extratos aquosos, hidrolatos e
compostos isolados foi avaliada utilizando uma adaptacdo® do método recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude'®. O bioensaio foi realizado no Laboratorio de

Ecologia Quimica da UFPE.
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Para o teste larvicida preliminar, que determina a faixa de concentracdo que a
substancia ativa atua, uma solugéo estoque (100 ppm) foi preparada diluindo 0,005 g de
6leo essencial em 3 gotas de Tween®80 e completada a um volume de 50 mL com &gua
destilada. A partir desse estoque, por meio de diluicdo com agua destilada, prepararam-
se trés solugdes com concentracgdes 10, 50 e 100 ppm.

Os ensaios foram realizados para cada concentra¢do da amostra, e para cada ensaio
um controle negativo foi incluido com agua destilada, contendo a mesma quantidade de
Tween®80 como na amostra teste. Vinte larvas do mosquito A. aegypti no quarto instar
inicial (L-4, cabeca branca), com idade de 3 a 5 dias, foram colocadas em béqueres
contendo a solu¢do. O nimero de larvas mortas bem como alteracdes morfoldgicas e
comportamentais foi registrado ap6s 24 horas de inicio do experimento e novamente apds
um periodo de 48 horas. As larvas foram consideradas mortas quando ndo responderam
a estimulos ou quando ndo mantiveram um movimento de descida e subida até a
superficie da solucao.

De acordo com o resultado obtido nos testes preliminares foram determinadas as
concentracdes que seriam testadas nos ensaios subsequentes. Os bioensaios seguiram a
mesma metodologia utilizada nos testes preliminares e foram realizados em triplicata para
garantir a confiabilidade dos resultados. Foram realizados varios testes larvicida com um
mesmo composto para a definicdo dos pontos necessarios para a construcdo da curva
concentracdo/mortalidade para o calculo da CLso (concentragdo que promove a morte de
50% da amostra da populacdo de larvas). Para os testes preliminares larvicidas com os
extratos aquosos e hidrolatos — subprodutos da hidrodestilagdo — as concentragdes foram
expressas em termos de porcentagem do extrato aquoso/hidrolato, seguindo o mesmo
procedimento de exposicdo das larvas como descrito para o 6leo essencial. Para o
hidrolato e extrato aquoso, o controle utilizado foi agua destilada apenas. A CLso para 0s
bioensaios larvicidas foi calculada através da analise de sobrevivéncia Probit!3! com o

emprego do software Statplus® 2008 for Windows.

3.2.9 Bioensaio de Oviposicao

Dez fémeas gravidas de A. aegypti foram colocadas em uma gaiola de bioensaio
(33 x 21 x 30 cm). As fémeas sdo consideradas gravidas quando apresentam aumento do
abdémen e cor escurecida no mesmo que indica a presenca de ovos. Cada gaiola contendo

dois copinhos plasticos de 50 mL com papeis de filtro quadrados (lado= 7 cm) colocados
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sobre a superficie interna de cada copinho para fornecer um suporte para oviposic¢éo das
fémeas. Distribuem-se as solugdes teste e controle nos copinhos de plastico descartaveis
(50 mL). O volume total da solucéo teste e controle para cada copinho foi de 25 mL. Os
copos foram dispostos na diagonal nas gaiolas e de maneira alternada. Os insetos foram
mantidos a 27 + 0,5 °C, com 73 £ 0,4% de umidade relativa e 16 h no escuro. Findo esse
tempo, a resposta de oviposi¢do foi determinada a partir do nimero de ovos postos em
cada um dos papéis de filtro. O experimento foi repetido seis vezes e os dados foram
analisados utilizando o teste-t de Student, no qual valores de p <0,05 foram considerados
para representar diferencas significativas entre os valores médios.1*

Para o bioensaio de oviposicao dos 6leos essenciais da E. elatior vermelha, rosa e
porcelana, uma solucdo estoque de 100 mL com concentracdo de 200 ppm foi preparada,
utilizando 3 gotas de Tween®80 como cosolvente. Essa solugéo foi diluida adicionando-
se 100 mL de &gua, obtendo-se uma solugdo de 200 mL em concentra¢des de 100 ppm.
Para a solucdo controle, apenas as 3 gotas de Tween®80 foram diluidas em 200 mL de
agua destilada. Para o bioensaio dos extratos aquosos da E. elatior vermelha, rosa e
porcelana a solucdo estoque foi preparada adicionando 10 mL de extrato a 190 mL de
agua destilada, resultando em uma solucéo de 200 mL de 5% v/v. Como controle utilizou-
se agua destilada.

Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de oviposicao
do oleo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera

elatior) frente a Aedes aegypti
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RESULTADOS E DISCUSSAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Bastdo-do-Imperador ¢ uma flor de pouca durabilidade entre as flores
ornamentais. Normalmente quando bem irrigadas e bem hidratadas, essas flores podem
durar até cinco dias (Informacdo obtida com a produtora e confirmada em laboratorio).
Inflorescéncias sobressalentes de cada variedade foram armazenadas em agua limpa e

apresentaram sinais de desgaste e apodrecimento ap6s o quinto dia.
4.1 Extracdo do 6leo essencial
4.1.1 Cinética
Excluindo-se 0s casos excepcionais a extracao de 6leos essenciais tem um tempo

méaximo de trés horas Para as inflorescéncias da E. elatior ndo foi observado um aumento

consideravel no volume total de 6leo essencial apds as duas horas iniciais de extragdo. O
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maior aparecimento de 6leo foi observado na primeira hora de extracdo, porém foi

mantido o tempo padrado utilizado em outras extracoes.

4.1.2 Rendimento

Os rendimentos dos 0leos essenciais foram calculados a partir da massa das

variedades vegetais e da massa do 6leo obtido, conforme apresentado na tabela 4.1.

Tabela 4.1 Rendimento dos 6leos essenciais

Variedade Massa das inflorescéncias (g) Massa do 6leo essencial () Rendimento (%)

Vermelha 500,7 0,46989 0,094
Rosa 516,8 0,26616 0,052
Porcelana 556,8 0,27397 0,049

Os valores de rendimento da hidrodestilagdo da inflorescéncia da E. elatior estdo
condizentes com os encontrados na literatura para esta espécie que védo de 0,003 a 0,1%
(dados contidos na tabela 4.3, secdo 4.3, pag. 63). Nenhum dado na literatura consta para
a comparacdo entre as trés variedades da espécie estudadas no presente trabalho, porém
constam os rendimentos de éleo essencial de outras partes da planta. Como é possivel
observar na tabela 4.3, o rendimento obtido no presente estudo é condizente com o
rendimento obtido para extracio de 6leo da inflorescéncia da espécie, sendo 0,0334%% e
0,9%*%? para flores. Nenhum dos trabalhos apresentados na tabela foi especifico com

relacdo a variedade da espécie trabalhada.

4.2 Caracteristicas fisicas dos produtos da hidrodestilacao

4.2.1 Oleo essencial

De acordo com a verificacdo sensorial no decorrer das extragbes dos 6leos
essenciais da E. elatior variedades vermelha, rosa e porcelana, a fragrancia adocicada
manteve-se intensa do inicio até o fim das extracdes. Inicialmente, foi observada a
transparéncia dos 0Oleos, porém a cor levemente esbranquicada e a opacidade foram
mostrando-se eminentes ao passar do tempo da hidrodestilacdo como é possivel observar

na figura 4.1.
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Figura 4.1 Oleos essenciais em temperatura ambiente (A) e resfriados (B), das trés variedades
da E. elatior: vermelha, rosa e porcelana.
Com o intuito de verificar a solubilidade do 06leo essencial foram testados os

solventes: etanol, acetona, DMSO e Tween®80 sendo o Tween®80 o solvente que
apresentou melhor solubilidade quando em solucéo aquosa com os 6leos essenciais, sendo

assim escolhido para ser o cosolvente dos testes bioldgicos.
4.2.2 Extratos aquosos e hidrolatos

Os extratos aquosos apresentaram alta turbidez, aroma similar ao 6leo essencial
da variedade correspondente e pH levemente acido, como é possivel observar na tabela
4.2. A cor variou bastante de um extrato para o outro como é possivel observar na figura

4.2.

Tabela 4.2 Valores de pH dos extratos aquosos

Variedade Vermelha Rosa Porcelana
Extrato 4 4 4
Hidrolato 5 5 5
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Depois da hidrodestilagdo, os mesmos foram filtrados com algoddo e
posteriormente com papel de filtro, & vacuo, e armazenados sob refrigeracdo de -24°C até

emprego em analises e/ou bioensaios posteriores.

Figura 4.2 Extratos aquosos das variedades vermelha (A), rosa (B) e porcelana (C) da E. elatior

Os hidrolatos apresentaram leve turbidez, quase transparéncia completa, sem
variacao de cor para as trés variedades estudadas. Todos apresentaram pH igual a 5, como
é possivel observar na tabela 4.2.

Apos a hidrodestilacéo, os mesmos foram armazenados em recipiente &mbar, sob

refrigeracdo de -24°C, até andlise e/ou teste de atividade bioldgica.

4.3 Analises cromatograficas do 6leo essencial da espécie Etlingera elatior

No presente trabalho um total de 43 componentes foram identificados através das
analises de GC-MS, dos quais 15 estavam presentes nos 6leos de trés variedades, 2 foram
detectados apenas na variedade vermelha, 11 apenas na rosa e 3 apenas na porcelana.

O resultado da andlise dos dleos essenciais das trés variedades de E. elatior estéo
listados na tabela 4.4, onde constam os indices de retencdo calculados experimentalmente
e os publicados na literatura para os compostos. A sequéncia de elui¢do dos componentes
do dleo essencial esté disposta no perfil cromatografico na figura 4.3 e a numeragéo dos
picos no cromatograma corresponde respectivamente aos compostos listados na tabela
4.4.

Como é possivel observar na figura 4.3, o perfil cromatografico das trés
variedades é bastante semelhante, principalmente no tocante a componentes majoritarios,
embora a propor¢do dos mesmos seja diferente para cada variedade. Os trés apresentaram

componentes até 37 minutos.
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As amostras de E. elatior apresentaram-se ricas em alcodis (vermelha: 33,22%);
rosa: 28,23%; porcelana: 26,76%) e aldeidos (vermelha: 33,22%; rosa: 28,23%;
porcelana: 26,76%), apresentando também monoterpenos (vermelha: 9,25%; rosa:
28,92%); porcelana: 3,03%) e sesquiterpenos (vermelha: 3,24%; rosa: 6,94%; porcelana:
3,22%).

O oleo essencial das trés variedades de E. elatior ndo diferem consideravelmente
em termos qualitativos, mas diferem em termos quantitativos, principalmente no que se
refere a proporcdo dos componentes. Nas trés variedades, 0s principais compostos
identificados foram dodecanal (vermelha: 49,37%; rosa: 25,70%; porcelana: 57,73%),
dodecanol (vermelha: 31,53%; rosa: 24,05%; porcelana: 24,58%) e a-pinene (vermelha:

7,83%; rosa: 22,98%; porcelana: 2,55%), como € possivel observar na tabela 4.4.
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Figura 4.3. Cromatograma do 6leo essencial da E. elatior (A) vermelha, (B) rosa e (C) porcelana
obtido por GC-MS.
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Tabela 4.4. Identificacdo dos constituintes do Oleo essencial obtido das variedades
vermelha, rosa e porcelana da E. elatior

Indices de retencdo Area (%)

N°  Composto? Calculado®  Literatura® Vermelha  Rosa  Porcelana
1 a-Pinene 932 939 7,83 2298 2,55
2 Camphene 948 954 0,05 0,19 -
3 Thuja-2,4(10)-diene 954 960 0,04 0,16 -
4 B-Pinene 976 979 0,55 2,56 0,20
5 B-Myrcene 991 990 0,29 1,50 -
6 p-Cymene 1025 1026 0,04 0,14 -
7 Limonene 1028 1029 0,38 0,96 0,09
8 B-(2)-Ocimene 1038 1037 0,06 0,25 0,06
9 B-(E)-Ocimene 1049 1050 0,06 0,29 0,07
10  y-Terpinene 1058 1059 - 0,03 -
11  o-Terpineol 1190 1188 - 0,09 0,06
12 Terpinolene 1088 1088 0,03 0,16 -
13 Pinene oxide 1099 1099 0,03 0,03 -
14  o-Campholenal 1126 1126 - 0,05 -
15  Undecane 1102 1100 0,03 - -
16  n-Decanal 1206 1201 0,98 1,44 2,99
17  n-Decanol 1272 1269 0,17 0,52 0,65
18  2-Undecanone 1294 1294 0,08 0,18 0,35
19  methyl-Myrtenate 1298 1294 - 0,04 -
20 n-Undecanal 1307 1306 0,11 0,15 0,12
21  n-Undecanol 1373 1370 0,02 0,05 -
22 9-Decenyl acetate 1399 1399 0,03 - -
23 trans-sobrerol 1377 1374 - 0,07 -
24  B-Elemene 1393 1390 - 0,08 -
25 n-Dodecanal 1410 1408 49,37 25,70 57,73
26  B-(E)-Caryophyllene 1422 1419 0,42 0,56 2,40
27  B-(E)-Farnesene 1459 1456 - 4,40 0,45
28  a-Humulene 1460 1454 1,99 - -
29  n-Dodecanol 1476 1470 31,53 24,05 24,58
30  B-Selinene 1491 1490 - 0,25 0,21
31  a-Zingiberene 1499 1493 - 1,06 -
32  2-Tridecanone 1499 1495 - - 0,23
33  Isodaucene 1503 1500 0,18 0,38 -
34  o-Farnesene 1503 1505 0,65 - 0,16
35 B-Bisabolene 1512 1505 - 0,08 -
36  y-(2)-Bisabolene 1520 1515 - 0,07 -
37  4-Cadinene 1528 1523 - 0,06 -
38 Dodecanoic acid 1565 1566 0,09 0,66 1,24
39  B-Caryophyllene epoxide 1586 1583 - - 0,20
40  Dodecyl acetate 1609 1607 3,15 4,86 2,86
41  Citronellyl angelate 1660 1657 - 0,17 -
42  n-Tetradecanol 1676 1672 1,50 3,61 1,53
43  n-Heptadecane 1699 1700 - 0,08 -

Total 99,66 97,91 98,73

2 Constituintes listados em ordem de eluigdo numa coluna apolar DB-5; ® Indices de retengo calculados
através dos tempos de retencdo em relacdo aos da série de n-alcanos (Cg-Cig), em 30 minutos, em uma
coluna DB-5; ¢ Valores tirados do Adams!?3; — N&o detectado.
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A proporc¢do relativamente baixa de terpenos no 6leo essencial dessa espécies,
comparados com outros 6leos essenciais*®% pode ser decorrente da metodologia de
extracdo utilizada. Quanto maior for o tempo de secagem da inflorescéncia da espécie E.
elatior maior € a proporcéo de aldeidos e alcodis e menor a proporcéo de terpenos.'*2. De
acordo com o autor se a extracdo da espécie E. elatior for realizada com poucas horas
apos o corte, trés ou seis horas, a proporcao de terpenos sera maior, porém se o tempo
entre o corte e a extracdo for grande, sendo o maximo testado pelos autores 72 horas,
entdo a proporcdo de terpenos diminuira, aumentando a proporcao de aldeidos e alcoois.
Como a extra¢do do 6leo no presente trabalho foi maior que 6 horas ap6s o corte, foi
possivel perceber a relacdo entre o tempo de extracdo apds o corte e a composicdo do
o6leo, conforme a constatacdo feita pelos autores.

A proporcao das classes de compostos presentes nos 6leos esséncias das trés

variedades da E. elatior estéa disposta na tabela 4.5.

Tabela 4.5 Composicao e classes de compostos dos 6leos essenciais da E. elatior

Classe de compostos Area (% do total de 6leo)
Vermelha Rosa Porcelana
Acido graxo 0,09 (1) 0,66 (1) 1,24 (1)
Alcool 33,22 (4) 28,23 (4) 26,76 (3)
Aldeido 50,46 (4) 27,29 (3) 60,84 (3)
Cetona 0,08 (1) 0,18 (1) 0,58 (2)
Ester 3,18 (2) 4,86 (1) 2,86 (1)
Hidrocarboneto 0,03 (2) 0,08 (1)
Monoterpeno 9,25 (8) 28,92 (9) 3,03 (6)
Monoterpeno oxigenado 0,11 (3) 0,58 (7)
Sesquiterpeno 3,24 (4) 6,94 (9) 3,22 (4)
Sesquiterpeno oxigenado 0,17 (1) 0,20 (1)

Composigdo de 06leos essenciais foi expressa como percentagem de area de pico total. Os nimeros entre
parénteses indicam a diversidade de um determinado tipo.

A composicdo do 6leo da variedade que foi extraida com menor tempo contando
da hora do corte até 0 momento da extracdo apresentou maior proporcao de terpenos, que
foi a rosa com 28,92 e 6,94% de mono e sesquiterpenos respectivamente. E a variedade
porcelana, que foi extraida com maior tempo entre 0 corte e a extracdo, apresentou
proporcao de aldeidos e alcodis de quase 90%. Para confirmar se a composi¢éo dos 6leos
essenciais da inflorescéncia da E. elatior depende do tempo entre o corte e a extracao, ao
invés da variedade estudada, novas extracfes, sempre realizadas com 0 mesmo tempo

apos o corte, devem ser realizadas.
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A composic¢do do 6leo essencial de uma espécie de planta €, geralmente, especifica
para um determinado 6rgdo e caracteristica para o seu desenvolvimento, porém 0s
aspectos ambientais sdo capazes de causar significativas variacfes. Alguns desses
aspectos sdo: o ciclo vegetativo da planta; o processo de obtencéo do dleo essencial; o
ambiente no qual a espécie se desenvolve, o tipo de cultivo, a temperatura, umidade
relativa, a quantidade de agua e os nutrientes no terreno, entre outros.”*

Essa dependéncia da composicao do 6leo essencial das condi¢es ambientais pode
ser verificada ao se comparar a composicdo e o rendimento de 6leos essenciais extraidos
em diferentes locais e partes de planta. Constam na literatura alguns trabalhos sobre o
6leo essencial dessa espécie e os resultados obtidos, principalmente no que se refere ao
rendimento, compostos majoritarios e a percentagem de compostos identificados, os quais

podem ser vistos na tabela 4.3.
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Tabela 4.3 Comparacdo entre rendimento e componentes majoritarios de diferentes extracfes de 6leo essencial da E. elatior

Componentes majoritarios

Area (% do total de 6leo)

Referéncia
[Local de coleta]

Rendimento

40

[Malésia]

113

[Malésia]

56

[Maléasia]

53

[Maléasia]

132

[Brasil]

Folhas
0,0735%?

Caule
0,0029%?

Flores
0,0334%2

Rizomas
0,0021%?

Folhas

Folhas
0,0860%?

Folhas
0,7%?

Rizoma e raiz
0,4%?

Flores
0,9%"

Caule
0,1%"

a-Pinene
Camphene
R-Pinene
Myrcene
(E)-5-dodecene
Cyclododecane
Dodecanal
Caryophyllene
Dodecanol
1-Dodecene
Decanal

Caryophyllene oxide
1,1-dodecanediol, diacetate

a-humulene

(E)- B-Farnesene

Dodecyl acetate

19,17

27,90

6,30

11,59

24,92

8,6
18,0
16,9

22,2

2 Rendimento calculado a partir da razdo m/m (massa de Gleo obtido/massa de material seco)
® Rendimento calculado a partir da razdo mL/100g de material seco
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E possivel observar na tabela a variagdo dos componentes majoritarios bem como
a diferenga na proporgdo dos compostos majoritarios dos 6leos obtidos das diferentes
partes da planta, diferentes épocas e diferentes locais de extragdo. E possivel notar que os
componentes majoritarios das folhas, por exemplo, diferem entre (E)- R-Farnesene*®*® e
R-Pinene®3; no rizoma os majoritarios diferem entre cyclododecane e 1,1-dodecanediol,
diacetate?®® e a-pinene, B-pinene e camphene®®, mostrando que a composicdo do 6leo
essencial da planta varia consideravelmente devido a estes fatores.

A composicdo do 6leo essencial das inflorescéncias de E. elatior relatado no
presente estudo esta de acordo com que previamente estabelecido por Zoghbi e
Andrade’®?, mostrado na tabela 4.3, porém a propor¢io dos componentes esta um pouco
diferente. Enquanto que no presente trabalhado foi encontrado que o composto
majoritario do 6leo é o dodecanal (vermelha: 49,37%; rosa: 25,70%; porcelana: 57,73%)
para as trés variedades, seguido pelo dodecanol (vermelha: 31,53%; rosa: 24,05%;
porcelana: 24,58%) e a-pinene (vermelha: 7,83%; rosa: 22,98%; porcelana: 2,55%), 0s
autores determinaram o dodecanol (42,5%) como o componente majoritario seguido por
a-pinene (22,2%) e dodecanal (14,5%). Os autores ndo fizeram distincdo sobre a
variedade da espécie estudada.

A composicdo dos Oleos essenciais de outras espécies do género Etlingera
reportadas na literatura diferem bastante entre si, porém apresentam alguns constituintes
em comum com o Bastdo-do-Imperador (E. elatior) como a-pinene, p-pinene, decanal,
dodecanal e dodecyl acetate, como mostrado na tabela 4.6. O decanol, dodecanol e

tetradecanal ndo foram reportados para essas espécies do género.
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Tabela 4.6 Presenca ou auséncia de constituintes majoritarios do 6leo essencial da espécie E. elatior em espécies do género Etlingera

Espécie E. sphaerocephala E. punicea E. littoralis E. fulgens E. rubrostriata E. maingayi
(parte da planta) (inflorescéncia) (rizoma) (folha e rizoma) (folha) (folha) (folha)
Referéncia 54 5 53 56

a-Pinene + + + - - i
B-Pinene - + + - -
n-Decanal - - - - + -
n-Decanol - - - - - -
n-Dodecanal - - - + - -
n-Dodecanol - - - - - -
Dodecyl acetate - - - + + -

n-Tetradecanol

+ presente, - ausente
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As Figuras 4.4 a 4.10 apresentam 0s espectros de massas dos constituintes
majoritarios das variedades da E. elatior, obtidos em espectrdmetro de massa através da

técnica de impacto eletronico de 70 eV.
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Figura 4.4 Espectro de massa do a-pinene, retirado da andlise do 6leo essencial da variedade
vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)

O a-pinene (C1oH1e, PF: -64°C, PE: 155°C, Fig. 4.4) € um monoterpeno de cadeia
ciclica. E um liquido sem cor e limpido e possui aroma refrescante de pinheiro e tragos
de resina, 133134

E largamente encontrado em dleos essenciais dentre elas Alpinia purpurata*®*3®;
pinheira®; espécies de pimental®, Chloroxylon swietenia'®, marcela-do-campo®*’, entre
outros, como ¢ mostrado por Maia e Andrade!®. A ele sdo atribuidos importantes
atividades bioldgicas, tais como capacidade de reducdo do nimero de nédulos em tumores
em estagio metastatico de cancer de pulmio®®, atividade anti-inflamatérial®°,
antimicrobiana’*!, antioxidante!*?, atividade antiespasmodica em ratos, junto com o -
pinene'*3, entre outras.

Apesar de estar presente em 0leos essenciais que possuem atividade larvicida
como o do presente trabalho, da Alpinia purpurata*®, de Clausena dentata'®®, de duas
espécies de eucalipto'® e alecrim-de-chapada'®®, e possuir atividade larvicida contra
outras larvas, como a do verme do arenque**, ndo possui atividade larvicida significante
frente as larvas de A. aegypti, como mostrado por Santos e colaboradores®. Representa

7,83; 22,98 e 2,55% das variedades vermelha, rosa e porcelana respectivamente.
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Figura 4.5 Espectro de massa do B-pinene, retirado da analise do 6leo essencial da variedade
vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)

O B-pinene (CioHze, PF: -61°C, PE: 165°C, Fig. 4.5) € um monoterpeno ciclico,
pouco sollvel em agua, também bastante encontrado em 6leos essenciais. E um liquido
sem cor e possui aroma lenhoso, com tracos de pinheiro e resina.**®

E conhecido na literatura por ser um composto presente em varios 06leos
essenciais, de partes diferentes das plantas. Também apresentou diversificadas atividades
bioldgicas, como ser o principio ativo, junto com o linalool, no dleo essencial da planta
mexicana Litsea glaucescens que possui atividade antidepressival®, atividade
antimicrobiana em bebidas de frutas citricas, quando, sendo incrementada com a adi¢do
de outros terpenos como citral e linalool'*, ser o responsével, junto com o a-pinene, pela
atividade antiespasmodica em ratos'*®, antioxidante!#?, entre outras.

Apesar de estar presente em 6leos essenciais com atividade larvicida comprovada
como o do presente trabalho, da Alpinia purpurata*, de espécies de pimental®, do Piper
marginatum!® e de duas espécies de eucaliptol®’), ndo possui atividade larvicida
significante frente as larvas de A. aegypti, como mostrado também por Santos e
colaboradores®. Representa 0,55; 2,56 € 0,20% das variedades vermelha, rosa e porcelana

respectivamente.
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Figura 4.6 Espectro de massa do n-decanal, retirado da analise do éleo essencial da variedade
vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)

O n-decanal (C10H260, PE: 207°C, Fig. 4.6) € um aldeido sem cor e limpido, pouco
soltvel em agua, mas largamente solGvel em etanol. Possui aroma doce forte e penetrante
de cera com tracos de casca de laranja.t33134

E encontrado no 6leo essencial do coentro’*’, do Chloroxylon swietenial®, entre
outros. Possui atividade antifungica'*® e menamiticda.'*® Apesar de estimular a antena do
mosquito, em testes anteriores*?:1%°, n3o foi observada atividade atrativa ou repelente em
teste de repeléncia em humanos, frente a A. aegypti nas doses de 1x107°, 1x107>, e 1x107*
0.1?! Representa 0,98; 1,44 e 2,99% das variedades vermelha, rosa e porcelana

respectivamente.
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Figura 4.7 Espectro de massa do n-dodecanal, retirado da anélise do 6leo essencial da variedade
vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)
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O n-dodecanal (C12H240, PF: -61°C, PE: 165°C, Fig. 4.7) é um aldeido linear, com
aroma doce, muito fresco, floral, frutal e citrico.***°! Estudos mostraram que o dodecanal
n&o tem efeito organoléptico no aroma dos 6leos essenciais de citricos.*® E também que,
apesar de estimular a antena do mosquito!?1*°, como o decanal, ndo foi observada
atividade atrativa ou repelente frente a A. aegypti, nas mesmas concentrages.'?! Também
provoca resposta em antenas de Culex quinquefasciatus.!®

E encontrado no 6leo essencial do coentro*’

0 qual possui propriedade
antimicrobiana; do coentro nhambi'®; de uma espécie de prdpolis grega’®?; do cipo-
caating®®, entre outros. Representa 49,37; 25,70 e 55,73% das variedades vermelha, rosa

e porcelana respectivamente.
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Figura 4.8 Espectro de massa do n-dodecanol, retirado da analise do 6leo essencial da variedade
vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)

O n-dodecanol (C12H240, PF: 26°C, PE: 185°C, Fig. 4.8) € um alcool linear,
insolGvel em &gua, incolor e que dissolve bem em etanol. Possui aroma floral.'>® E
encontrado no dleo essencial do cipd-caatinga'®; cupuacu®®’; erva-doce'™; hipérico®®;
alecrim-da-serra®®®, entre outros.

Possui atividade comprovada contra ovos, larvas e pupas do mosquito A. aegypti
com concentracdes letais (CLso) de 4, 4, 4 e 3 litros por hectare para ovos, larvas em L1,
larvas em L3-4 e pupas, respectivamente.!® Representa 31,53; 24,05 e 24,58% das

variedades vermelha, rosa e porcelana respectivamente.
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Figura 4.9 Espectro de massa do dodecyl acetate, retirado da andlise do 6leo essencial da
variedade vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)

O dodecyl acetate (C14H2802, PE: 150°C, Fig. 4.9) é um éster de cadeia linear,
liquido, sem cor com aroma ceroso e citrico.'*®

E conhecido por ser um feromdnio encontrado em varias espécies de insetos como
Trichoplusia ni'*®® e Argyrotaenia velutinana'®, entre outras. E encontrado também em
Oleos essenciais como da espécie Hypericum linarioides!®!, da espécie Boronia
megastigma’®?, entre outras.

Representa 3,15, 4,86 e 2,86% das variedades vermelha, rosa e porcelana

respectivamente.
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Figura 4.10 Espectro de massa do tetradecanol, retirado da analise do 6leo essencial da variedade
vermelha da E. elatior (A) e retirado da biblioteca (B)
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O n-tetradecanol (C14H300, PF: 35-39°C, PE: 289°C, Fig. 4.10) é um alcool linear,
s6lido e insolvel em agua, com odor fraco de alcool. E encontrado em 6leos essenciais
como do coentro nhambi*®®, de uma espécie de orquidea®’, entre outros.

Possui, junto com o dodecanol e decanol, constituinte minoritario do éleo da E.
elatior, atividade antibacteriana.!®® Também possui atividade comprovada contra ovos,
larvas e pupas do mosquito A. aegypti com concentracdes letais (CLso) de 20, 285, 285 e
59 litros por hectare para ovos, larvas em L1, larvas em L3-4 e pupas, respectivamente.>’
Representa 1,50, 3,61 e 1,53% das variedades vermelha, rosa e porcelana

respectivamente.

4.4 Screening fitoquimico dos extratos aquosos e hidrolatos

Os ensaios para deteccdo e prospeccdo preliminar dos diferentes constituintes
quimicos dos extratos aquosos e hidrolatos da E. elatior, com base
no screening fitoquimico do Procedimento Operacional Padrdo da Embrapa Amazonia

Oriental, forneceram os resultados expostos na tabela 4.7.

Tabela 4.7 Deteccdo de classes de substancias quimicas presentes nos derivados da
hidrodestilacdo da inflorescéncia de trés variedades da E. elatior (Jack) R.M. Smith pelos
métodos de prospeccdo fitoquimica de classes quimicas™

Extratos Taninos/ polifendis  Saponinas Flavonoides Esteroides e
triterpendides

Hidrolato
Variedade Vermelha - - - R
Variedade Rosa - - - R
Variedade Porcelana - - - R

Extrato Aquoso
Variedade Vermelha + + + -
Variedade Rosa + + + -
Variedade Porcelana + + + -

*Screening fitoquimico do Procedimento Operacional Padrdo da Embrapa Amaz6nia Oriental; + (positivo);
- (negativo).

Para o teste mais especifico para antocianinas, antocianidinas e flavondides,
descrito por Matos'?® foram verificados resultados positivos para flavonas, flavonois e
Xantonas para os extratos aquosos da inflorescéncia das trés variedades. Os resultados das
coloragdes apresentadas pelos extratos e hidrolatos estdo dispostos na tabela 4.8.
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Tabela 4.8 Resultados das mudancas de coloragdo como indicativos da presenca de
COMPOStos Nos extratos aquosos

Extratos Cor em Meio
Acido (pH 3) Basico (pH 8,5)  Basico (pH 11)
Hidrolatos - - -
Extrato Aquoso
Variedade Vermelha Levemente avermelhada - Amarela
Variedade Rosa Levemente avermelhada - Amarela
Variedade Porcelana - - Amarela

- (negativo, ndo houve mudanca de coloracéo).

A partir dos resultados dos testes foi possivel constatar a provavel presenca de
taninos, polifendis e flavonoides nos extratos aquosos testados, enquanto que nos
hidrolatos ndo houve resultado positivo para nenhum dos testes. Como os hidrolatos sao
solugBes saturadas do proprio 6leo essencial'®* é de se esperar que 0s mesmos possuem
os componentes do 6leo essencial: aldeidos, alcoois e terpenos, em baixa quantidade, que
ndo resultou em atividade larvicida.

A presenca de flavonoides nas folhas e inflorescéncias da E. elatior j& foram
descritas anteriormente na literatura. Foram encontrados kaempferol 3-glucuronide,
quercetin 3-glucuronide, quercetin 3-glucoside, e quercetin 3-rhamnoside nas folhas'® e
kaempferol e quercetin na inflorescéncia.'®®

Estudos anteriores de extratos metanolicos da inflorescéncia da E. elatior também
mostraram a presenca de flavonoides, terpendides, saponinas, taninos e carboidratos e a
auséncia de alcaloides e antraquinonas no extrato.”

Wijekoon e colaboradores!®® mostraram que a quantidade de flavonoides,
antocianinas, taninos e fendis nos extratos da inflorescéncia da E. elatior é maior quando
extraidos com metanol e acetona, apresentando baixa quantidade quando extraido com
agua, que foi o solvente utilizado na obtencao dos extratos do presente trabalho.

Atividades larvicidas de flavonoides frente a larvas de A. aegypti ja foram
reportadas na literatura para varias espécies. O Pectolinaringenin, um flavonoide isolado
das folhas de Clerodendrum phlomidis mostrou CLso de 0,79 ppm.!®” Nirma e
colaboradores®®® isolaram sete isoflavondides dos extratos hexanicos de Muellera
frutescens e atribuiram a atividade larvicida ao composto rotenone. Quatro compostos
flavondides das folhas e raizes de Poncirus trifoliata foram isolados e testados como
agentes larvicidas e eles eram extremamente ativos, com concentragdes letais de Poncirin
(0,203 mg/L), Rhoifolin (0,085 mg/L), Naringina (0,122 mg/L) e Marmesin (0,082 mg /

L).1%® Vasconcelos e colaboradores!™ estudaram a atividade larvicida de extratos de
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folhas, caules, frutos e raizes de Tephrosia toxicaria e o flavondide a-Toxicarol mostrou
a melhor atividade larvicida (CLso: 24,55 ppm). Os compostos: Rotenona, deguelin,
Tephrosin, 6,7-dimetoxi-4-cromona, isolados a partir de vérias partes de Derris trifoliata

mostraram CLso de 0,5, 1,6, 1,5 e 13,4, respectivamente.’

4.5 Bioensaio

Utilizando os 0Oleos, extratos aquosos e hidrolatos obtidos a partir da técnica de
hidrodestilagdo para a E. elatior nas variedades vermelha, rosa e porcelana, foram
realizados bioensaios larvicida e de oviposigéo frente ao mosquito A. aegypti.

4.5.1 Bioensaio larvicida

As larvas mantidas e examinadas por 24 e 48 horas nas soluc@es de 6leo essencial
e de extrato aquoso sofreram alteracbes morfologicas e motoras. Podemos afirmar isso
devido a visualizacdo motora das larvas. Os movimentos passaram de normal agitado para
vagaroso, findando em larvas imdveis, que respondiam apenas ao estimulo da pipeta de
Pasteur. A alteracdo da coloracdo e o tamanho normal das larvas foram caracteristicas
evidenciadas também nesse espaco de tempo, encontrando-se algumas larvas com
encurtamento dos segmentos corporais e outras com alongamento dos mesmos. Ao
morrer as, larvas apresentavam mudanca de cor clara para uma mais enegrecida em toda
parte do corpo para algumas larvas e outras apresentaram alteragdo em determinados
locais especificos como cabeca, mesotdrax, espiraculos e papilas anais.

N&o houve mortalidade nas solu¢bes controle, compostos por apenas agua
destilada e o cosolvente, pois a concentracdo dos cosolventes usada nos bioensaios, foi
mais baixa que a CLso para estas substancias conforme determinado por Kramer e
colaboradores.'’2 Estes pesquisadores desenvolveram um estudo sobre a toxicidade de 40
substancias orgéanicas (solventes e reagentes) em 4 horas de exposi¢do dos compostos as
larvas e verificaram que dentre 0s menos toxicos estavam o DMSO (CLsg = 10%), Tween
80 (CLso = 8%), acetona (CLso = 4,5%) e o etanol (CLso = 3,8%).

Seguindo a metodologia descrita no item 3.2.9 foram realizados testes larvicidas
preliminares para determinacéo da faixa de concentragéo onde a concentracgdo letal para
50% das larvas (CLso) estaria inserida. Os resultados desses testes estéo listados na tabela
4.9.
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Tabela 4.9 Mortalidade em teste larvicida preliminar das larvas em estagio L4 de A.
aegypti de derivados da hidrodestilacdo da inflorescéncia e folhas de trés variedades da
E. elatior

Extratos Concentracoes preliminares

Oleo essencial 10 ppm 50 ppm 100 ppm
Variedade Vermelha 0% 95 % 100 %
Variedade Rosa 5% 50 % 100 %
Variedade Porcelana 0% 85 % 100 %

Hidrolato 10 % (viv) 50 % (v/v)  100% (v/v)
Variedade Vermelha 0% 0% 10 %
Variedade Rosa 0% 0% 10%
Variedade Porcelana 0% 0% 25 %

Extrato Aquoso 10% (v/iv) 50% (viv) 100% (v/v)
Variedade Vermelha 85 % 100 % 100 %
Variedade Rosa 75 % 100 % 100 %
Variedade Porcelana 70 % 100 % 100 %

Com os resultados preliminares obtidos e apresentados na tabela 4.8 foi possivel
observar que os hidrolatos, ndo apresentaram mortalidade significativa. Os o6leos
essenciais se mostraram ativos sempre alcancando uma mortalidade de 100% na
concentracdo de 100 ppm e 0s extratos aquosos se mostraram extremamente ativos,
apresentando uma mortalidade de 100% nas concentragdes de 50% (v/v).

A partir dos resultados preliminares foram realizados sucessivos testes com
diferentes concentra¢fes com o intuito de chegar a concentracao letal para 50% das larvas
(CLso). As mortalidades para as concentragdes em cada teste e suas distribuicGes em
gréafico de concentracdo versus mortalidade, geradas pelo software Probit estdo dispostas
na figura 4.11.
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Figura 4.11 Gréficos Concentracdo (stimulus) versus mortalidade (response) dos dados obtidos
dos testes larvicidas para o 6leo essencial das variedads vermelha (A), rosa (B) e porcelana (C) e
extrato aquoso das variedades vermelha (D), rosa (E) e porcelana (F) da E. elatior

A partir do célculo de sobrevivéncia Probit foi possivel chegar ao valor de
concentracdo letal (CLsgo) para os 6leos e extratos aquosos das variedades vermelha, rosa
e porcelana da E. elatior. A concentracdo letal para os 6leos essenciais foi de 33,47; 42,22
e 26,62 ppm para as variedades vermelha, rosa e porcelana, respectivamente. Para 0s
extratos aquosos, a faixa de concentragdo onde se situa a concentracdo letal (CLso) foi
bem pequena em termos de (v/v) sendo 1,26; 7,68 e 0,97% para as variedades vermelha,
rosa e porcelana, respectivamente.

Os dados de CLso, bem como os erros padréo e intervalo de confianga dos valores
estdo listados na tabela 4.10.
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Tabela 4.10 Concentracdes letais para 50% (CLso) das larvas em estagio L4 de A. aegypti
de 6leo essencial e extrato aquoso da inflorescéncia de trés variedades da E. elatior

Extratos CLs (1C)? Erro padrdo  Valor-p X2
Oleo essencial
Variedade Vermelha 33,47 ppm (30,63 — 36,31) +1,45 0,9964 0,1743
Variedade Rosa 42,22 ppm (40,32 — 44,12) +0,97 0,9635 0,2813
Variedade Porcelana 26,62 ppm (24,53 — 28,71) +1,06 0,9921  0,0975
Extrato Aquoso
Variedade Vermelha 1,26 %" (0,29 — 2,23) +0,49 0,9434  0,3849
Variedade Rosa 7,68 %" (6,86 — 8,50) +0,42 0,9959  0,0629
Variedade Porcelana 0,97 %" (0,76 — 1,18) +0,11 0,9199 0,4954

2 Valores médios de concentracdo letal (CLso) e intervalo de confianca de 95% séo resultados de medidas
feitas em triplicata. ® Porcentagem (v/v) de extrato aquoso. (IC): intervalo de confianca. ¥2 = qui quadrado.

De acordo com Cheng e colaboradores!” ¢leos essenciais com valores de CLso
acima de 100 ppm ndo devem ser considerados ativos, enquanto que 0s que apresentam
valores de CLso entre 50 e 100 ppm s@o bioativos. Neste estudo os resultados dos
bioensaios larvicidas dos 0Oleos essenciais da E. elatior variedades vermelha, rosa e
porcelana (33,47 ppm; 42,22 ppm e 26,62 ppm, respectivamente) e extratos aquosos
(1,26% para a vermelha, 7,68% para a rosa e 0,97% para a porcelana), mostram que esta
espécie apresenta bom potencial para uso no controle das larvas do mosquito. A procura
por substancias com potencial larvicida de origem natural € importante ndo apenas para
evitar o desenvolvimento de larvas resistentes, variando as formas de combate, mas
também devido ao risco de efeitos mutagénicos causados pelos compostos sintéticos
utilizados atualmente.*’

Os componentes majoritarios identificados dos 6leos essenciais, dodecanal e
dodecanol foram analisados quanto a atividade larvicida individualmente. O a-pinene nao
foi testado, pois em testes anteriores foi constatado que n&o possui atividade larvicida.*®
Os resultados preliminares para esses compostos estdo dispostos na tabela 4.11.

Tabela 4.11 Mortalidade em teste larvicida preliminar das larvas em estagio L4 de A.
aegypti de majoritarios dos 6leos essenciais: dodecanal e dodecanol

Componentes Concentragdes preliminares
10 ppm 25 ppm 50 ppm

Dodecanal 5% 15% 80 %

Dodecanol 30 % 95 % 100 %

Os resultados dos testes larvicidas, presentes na tabela 4.10 indicam uma relacao
direta entre a atividade larvicida dos 6leos e seus componentes majoritarios, que pode ser

observada na forma de grafico, no grafico 4.1.
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Gréfico 4.1 Relacdo entre a propor¢cdo dos componentes majoritarios dodecanal e
dodecanol e a atividade larvicida do 6leo essencial das trés variedades da E. elatior.

O dleo essencial que apresentou maior atividade larvicida, com CLso de 26,62
ppm foi o 6leo da variedade porcelana, que possui a maior propor¢do de dodecanal
(57,73%) e dodecanol (24,58%) que somados correspondem a mais de 80% da
composicdo do 6leo. O bleo essencial da variedade vermelha, que apresentou a segunda
maior mortalidade, com CLso de 33,47 ppm apresenta uma proporcdo de dodecanal
(49,37%) e dodecanol (31,53%) que somados correspondem também a mais de 80% da
composicdo do 6leo. Porém a variedade rosa, cujo 6leo apresentou a menor mortalidade
com CLso de 42,22 ppm, possui a menor quantidade de dodecanal (25,70%) e dodecanol
(24,05%) que somados nédo correspondem a 50% da composicao do 6leo. O 6leo essencial
da variedade rosa também foi o que apresentou a maior propor¢ao de a-pinene na sua
composicao, o qual, como foi citado anteriormente®®, ndo apresenta atividade larvicida na
faixa desejada e recomendada para 6leos essenciais (CLso <100 ppm).173

Testes sucessivos foram realizados a fim de determinar a CLso dos compostos
majoritarios dos Oleos essenciais, encontrando um valor de 50,88 e 7,76 ppm para 0

dodecanal e dodecanol respectivamente, como mostrado na tabela 4.12.

Tabela 4.12 Concentragdes letais para 50% (CLso) das larvas em estagio L4 de A. aegypti
de majoritarios dos 6leos essenciais: dodecanal e dodecanol

Compostos CLs (1C)? Erro padrdo Valor-p X2
Dodecanal 50,88 ppm (48,25 — 53,95) +0,01 0,9420 0,1196
Dodecanol 7,76 ppm (7,32 — 8,25) +0,01 0,9818 0,1733

2 Valores médios de concentragdo letal (CLso) e intervalo de confianca de 95% séo resultados de medidas
feitas em triplicata. (IC): intervalo de confianga. ¥2 = qui quadrado.
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A atividade larvicida do dodecanol ja havia sido descrita anteriormente por
Sinniah®®’ que testou a atividade larvicida de alcodis alifaticos de 2 a 18 carbonos, porém
sua metodologia calculou 0 CLso de 4 L/hectare para o referente composto. Esta é a
primeira vez que a atividade larvicida do dodecanal esta sendo descrita com uma CLso de
50,88 ppm.

De acordo com Cheng e colaboradores!”

6leos essenciais com CLsg abaixo de
100 ppm sdo considerados ativos e aqueles que apresentarem CLsg menor que 50 ppm
sdo considerados altamente ativos. Porém quando se fala em compostos isolados ou
sintéticos o intervalo de concentracdo onde sdo considerados ativos é diferente. O
organofosforado temephos, registrado nos EUA em 1965, para utilizacdo em agricultura
e controle de mosquitos é recomendado pela OMS para uso em agua potavel, possuem
uma CLso de 0,0177 ppm. Outros compostos utilizados largamente no combate as larvas
do mosquito também tem CLso muito baixas como o fenthion (0,0559 ppm), methoprene
(0’0025 ppm).175'176

Os oOleos também apresentaram uma pequena quantidade (< 1%) de limonene, y-
terpinene!’” e decanol™’ que foram reportados anteriormente como larvicidas frente as
larvas de A. aegypti, possuem uma CLso de 27 ¢ 56 ppm para limonene e y-terpinene,
respectivamente. Desta maneira, ao comparar os dados de CLsg dos 6leos essenciais da
tabela 4.10, podemos dizer que o limonene e y-terpinene podem estar contribuindo para
a atividade dos 6leos essenciais, podendo estar apresentando efeito sinérgico.

A atividade larvicida do 6leo essencial e extrato aquoso da E. elatior revelaram-
se potencialmente interessantes para uso como larvicida natural no controle do vetor da
dengue, devido ao resultado aqui apresentado. O que destaca esta espécie na utilizagédo
como larvicida comercial, além do seu potencial bioativo, € a producdo em escala
comercial para esta planta no estado de Pernambuco. A E. elatior é produzida e vendida
como planta ornamental, j& com uma colheita bem estabelecida durante todo o ano, as
plantas descartadas no corte por ndo se adequar aos padrdes de consumo ou plantas
descartadas ap0s seu uso como ornamento, poderiam ser aproveitadas para a extragao de
oleo essencial e o subproduto de sua extracdo, o extrato aquoso. Como mostrado por
Abdelmageed e colaboradores'!? quanto maior o tempo de secagem da planta, apds a
colheita, maior a propor¢édo de aldeidos e &lcoois que, como mostrado anteriormente, sdo
0s provaveis responsaveis pela mortalidade. Atraves dessa informacéo pode-se inferir que

plantas com trés ou mais dias de corte, com baixo valor para ornamento, possuem 6leo
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essencial com maior poder larvicida comparadas com plantas frescas, recém-cortadas.
Dessa forma, agrega-se valor ao que seria descartado pelos produtores ou consumidores,
possibilitando o reaproveitamento do descarte e aumento do material comercializavel
pelos pequenos produtores.

Além disso, o dodecanol possui toxicidade em ratos com dose letal de 36 mL/Kg,
que foi classificado como praticamente ndo-tdxico, sendo um aditivo alimentar permitido

nos Estados Unidos e Europal’®

e 0 dodecanal também € um aditivo alimentar permitido
nos Estados Unidos*’ sendo assim candidatos ideais para o controle da larva do mosquito

por apresentarem baixa toxicidade humana e toxicidade para a larva do mosquito A.
aegypti.

4.5.2 Bioensaio de oviposic¢ao dos 6leos essenciais e extratos aquosos

Os testes de oviposi¢do frente a fémea do A. aegypti foram realizados objetivando
verificar a resposta de oviposicdo das fémeras para compostos volateis presentes no 6leo
essencial (100 ppm) e nos extratos aquosos (5% v/v).

No gréfico 4.2 estdo dispostos os valores da porcentagem de ovos depositados no
recipiente com a solucdo teste e controle para os 6leos essenciais das trés variedades da
E. elatior.

Os testes demonstraram significante efeito destes compostos como deterrentes de
oviposicdo para as fémeas de A. aegypti. O Oleo essencial da variedade vermelha
apresentou a melhor atividade deterrente de oviposicdo, levando 83,7 +5,6% nos copos
com solucdo controle em relacdo aos copos com a solucao teste. Os 6leos essenciais das
variedades rosa e porcelana também apresentaram significativa preferéncia nos

recipientes contendo a solucdo controle de 76,2 + 6,7% e 68,2 + 6,6% respectivamente.

Grafico 4.2 Média de ovos depositados (£SE) em % do total de ovos para o controle e
teste no bioensaio de oviposicao dos 6leos essenciais das trés variedades da E. elatior.
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No gréfico 4.3 estdo dispostos os valores da porcentagem de ovos depositados no
recipiente com a solucdo teste e controle para os extratos aquosos das trés variedades da

E. elatior.

Grafico 4.3 Média de ovos depositados (£SE) em % do total de ovos para o controle e
teste no bioensaio de oviposi¢cdo dos extratos aquosos das trés variedades da E. elatior.
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SE: erro padrdo; nt: nimero total de ovos. *Para resultados significativos, p<0,05.

Os extratos aquosos das trés variedades da E. elatior ndo apresentaram diferenca
significativa entre a quantidade de ovos depositados nos recipientes com as solucoes
controle e teste.

Este fato pode ser atribuido a varios fatores, como a provavel auséncia de
componentes volateis que possam atuar nas antenas do mosquito fazendo com que a
fémea evite o sitio de oviposi¢cdo, componentes do proprio extrato que sejam percebidos

pela fémea ao tocar no sitio de oviposicao, entre outros.
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Em estudos relacionados, uma solucdo de 20 mg/L de Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis foi relatada por induzir uma resposta forte em testes de oviposi¢édo

contra as fémeas de A. aegypti ao longo de um bioensaio 5 dias*®°

, enquanto que os 6leos
essenciais de folhas, inflorescéncias e caule de Piper marginatum mostraram efeitos
deterrente nas concentracfes de 100 ppm, com inibi¢do de 40% em compara¢do com 0s
controles.!® Em estudo realizado por Tawatsin e colaboradores'®!, 6leos essenciais de
carcuma, gengibre, goiabeira e pimenta do reino, com concentragdo de 0,01% (v/v),
apresentaram repeléncia que variava entre 16,6 a 94.7% de percetagem de ovos a mais
depositados no controle em relagdo ao teste.

Outras espécies da familia Zingiberaceae apresetaram atividade repelente frente
as fémeas de A. aegypti como o gengibre (Zingiber officinale), circuma (Curcuma
longa)*81-182 em teste de repeléncia por exposicdo e de oviposico.

A escolha do método de analisar a resposta dos mosquitos ao 6leo essencial em
sitios de oviposicdo de fémeas gravidas € guiada por vérios fatores. Inicialmente,
estimulos visuais e olfativos sdo empregados para encontrar locais potenciais pela fémea.
Depois de considerada adequacédo a localizacdo € verificada no que diz respeito a agentes
quimicos e fatores fisicos por receptores distribuidos ao longo do corpo do mosquito.
Quando impedimentos para oviposi¢do sdo detectados pela fémea, poucos ou nenhum

ovo é depositado no local.?3

4.6 Analise eletrofisioldgica
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O oleo essencial da espécie E. elatior apresentou atividade deterrente em bioenaio
de oviposicao frente a fémeas de A. aegypti em concentracéo de 100 ppm. Posteriormente,
0 Oleo de E. elatior foi submetido a analise eletrofisioldgica simultanea de GC/FID e
GC/EAD em concentracdo de 300 ppm, a fim de obter respostas das antenas dos
mosquitos aos compostos no 6leo.

As antenas da fémea do mosquito sdo dificeis de manter estabilidade quando
comparadas com outros insetos, porém apds montagem de vérias antenas foi possivel
obter a estabilidade desejada a ponto de observar uma tendéncia nas respostas. Estes
dados foram obtidos depois de 10 repeticOes efetuadas com 10 antenas diferentes do
mosquito, nas mesmas condi¢bes. O cromatograma com a melhor visualizagdo das

respostas esta ampliado na figura 4.12.

amv

Figura 4.12 O cromatograma (CG) do 6leo essencial de E. elatior com detec¢do simultanea por
FID (superior) e por Detec¢do Eletroantenografica (inferior) usando uma antena de A. aegypti.

As analises mostraram que as fémeas sdo sensiveis as substancias associadas aos
picos 17, 18, 20, 25, 26, 27, 28, 29, 33 e 38, que foram identificados como n-decanol, 2-
undecanone, n-undecanal, n-dodecanal, (E)-caryophyllene, [-(E)-Farnesene, a-

Humulene, n-dodecanol, isodaucene e dodecanoic acid (figura 4.13).
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Figura 4.13 Compostos bioativos de E. elatior frente as antenas de fémeas do mosquito A aegypti.

Trabalhos anteriores utilizando a técnica de GC-EAD indicaram resultado
positivo de outros componentes do 6leo. O trans-caryophyllene como estimulador da
antena do A. aegypti?? e como repelente do mesmo.® O dodecanal'?*!*®°, decanal e
limoneno®!8 também estimularam a antena de A. aegypti. Os aldeidos undecanal e
dodecanal ja foram reportados na literatura por estimularem a antena do Culex
quinquefasciatus!® ambos estdo presentes no odor excretado por humanos.

Campbell*8 encontrou uma série de compostos presentes em 6leos essenciais que
apresentaram estimulo na antena de A. aegypti entre os mais de 40 compostos estéo -
caryophyllene, a-terpineol, B-pinene, germacrene-D, limonene, a- zingiberene, que estéo
presentes no 6leo da E. elatior.

O Oleo essencial do gengibre (Zingiber officinale), membro da familia
Zingiberaceae, mostrou em trabalhos anteriores quatro compostos ativos em EAD de A.
aegypti, sendo eles o-curcumene, zingiberene, B-bisabolene, e B-sesquiphellandrene.8®

Apesar de o componente decanal estimular a antena em testes realizados pela
mesma técnica, teste em campo na concentragdo de 10°ng/50ul de solvente,
demonstraram ser menos atrativos para as fémeas de A. aegypti gravidas quando

comparado com o controle (AtrAedes®).*e®
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4.7 Bioensaio de oviposi¢do dos componentes dos 6leos

A fim de testar a atividade deterrente dos componentes majoritarios do 6leo
essencial de E. elatior, que apresentaram respostas das antenas das fémeas do mosquito,
testes seguindo a mesma metodologia utilizada para os 6leos essenciais foram realizados.
Solucbes de 50 ppm, sendo etanol o cosolvente, de dodecanol e dodecanal foram
preparadas e os resultados do comportamento das fémeas no teste de oviposicao estdo

mostrados no grafico 4.4.

Grafico 4.4 Média de ovos depositados (+SE) em % do total de ovos para o controle e
teste no teste de oviposi¢do dos componentes majoritarios da E. elatior.
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SE: erro padrdo; nt: nimero total de ovos. Para resultados significativos, p<0,05.

Como mostra o grafico 4.4, os testes revelaram que 0s componentes majoritarios
do 6leo essencial apresentam atividade deterrente semelhante ao 6leo essencial. Numa
concentracdo de 50 ppm os compostos apresentaram significativa atividade deterrente
sendo mais de 70% dos ovos depositados nos recipientes com a solucdo controle em
ambos os casos.

Os resultados obtidos pelo GC-EAD corroboram a informagéo que as antenas da
fémea de A. aegypti sdo sensiveis a dodecanal e dodecanal que sdo responsaveis por uma
atividade deterrente em teste de oviposi¢do com concentracdes de 50 ppm. Nao é possivel,
porém, afirmar que esses compostos exclusivamente sdo o0s responsaveis pela atividade
deterrente dos 6leos, mas o resultado comportamental corrobora as respostas obtidas com
a técnica de GC-EAD.

Bioensaios de oviposi¢cdo devem ser realizados com 0s outros compostos que
mostraram resposta frente as antenas da fémea do A. aegypti no EAD, em concentragdes
que levem em consideracdo sua proporcdo no Oleo essencial, para se verificar seu

potencial deterrente na oviposi¢do da fémea do mosquito A. aegypti.
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Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de oviposicao
do 6leo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera

elatior) frente a Aedes aegypti

CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Através do estudo da composicdo do 6leo essencial da inflorescéncia da espécie
E. elatior, foram identificados 99,66; 97,91 e 98,73% dos componentes do 6leo
para as variedades vermelha, rosa e porcelana, respectivamente, sendo o
dodecanal, dodecanol e a-pinene 0s componentes majoritarios. Notou-se ainda
que, diferentemente da maioria dos 6leos essenciais de flores, os componentes
majoritarios ndo sao terpenos e sim aldeidos e alcoois, representando mais de 80%
do 6leo para as variedades vermelha e porcelana.

A atividade larvicida sobre A. aegypti foi verificada para o 6leo essencial e para o
extrato aquoso da inflorescéncia de E. elatior apresentando valor de CLso igual a
33,47; 42,22 e 26,62 ppm para os 6leos essenciais e 1,26; 7,68 e 0,97% para 0s
extratos aquosos das variedades vermelha, rosa e porcelana, respectivamente. Os
quais podem ser considerados ativos, como descrito na literatura, onde amostras
apresentando valores de CLsg abaixo de 100 ppm podem ser consideradas ativas
e constituem bons larvicidas.

Os componentes majoritarios dos Oleos essenciais demonstraram potencial
larvicida isoladamente com CLso igual a 50,88 e 7,76 ppm para o dodecanal e
dodecanol, respectivamente. O dodecanol foi o0 mais ativo e pode ser considerado
o principal responsavel pela atividade larvicida do 6leo essencial.

O poder larvicida do 6leo essencial da espécie E. elatior € maior quando a
proporcéo de alcoois e aldeidos é maior, o que segundo a literatura ocorre dias
apos o corte, agregando valor as flores que por motivos de controle de qualidade
seriam descartadas pelo produtores ou consumidores.

O estudo fitoquimico do extrato aquoso da inflorescéncia de E. elatior revelou a
presenca de taninos, polifenois e flavonoides, consistente com os resultados
relatados na literatura.

Os oOleos essenciais, com concentracdo de 100 ppm, das trés variedades de E.
elatior se mostraram deterrentes em bioensaio de oviposi¢do. Os bioensaios de
oviposicdo das fémeas do A. aegypti com extratos aquosos, com concentracdo de
5% né&o proporcionaram qualquer resposta no comportamento do mosquito. A

inexisténcia de atividade nos extratos aquosos pode ser atribuida a auséncia ou
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baixa concentracdo de volateis que ndo influenciaram a oviposicdo da fémea de
A. aegypti.

Pela técnica de GC-EAD com antenas de A. aegypti frente ao 6leo essencial da
variedade vermelha da E. elatior que demonstrou atividade deterrente na
oviposicdo observou-se que oito compostos despolarizaram a antena de fémeas do
A. aegypti, sendo eles n-decanol, 2-undecanone, n-undecanal, n-dodecanal, (E)-
caryophyllene, B-(E)-Farnesene, o-Humulene, n-dodecanol, isodaucene e
dodecanoic acid.

O bioensaio de oviposi¢cdo com 0S compostos puros mostraram que a atividade
deterrente observada para 0os componentes majoritarios e eltrofisiologicamente
ativos (dodecanol e dodecanal), na concentracdo de 50 ppm, corroborou os

resultados obtidos no EAD.
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PERSPECTIVAS

Identificar os componentes ativos dos extratos aquosos.

Realizar ensaio de oviposicdo em concentragcGes menores de 6leo essencial para
determinar a partir de que concentracdo de Gleo, ele apresenta atividade deterrente
de oviposicao.

Realizar teste de oviposi¢cdo com os compostos identificados como ativos na
eletroantenografia a fim de testar sua atividade deterrente.

Realizar mais testes eletroantenograficos a fim de validar os estimulos observados
nos testes preliminares realizados.

Realizar extracGes de 6leo esséncias para as trés variedades da espécie com o
mesmo tempo de corte para determinar se a diferenca observada nos componentes
das mesmas provém da variagdo dentro da espécie ou do tempo de corte e

secagem.
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