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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor dos virus da dengue, chikungunya e zica,
presente na area urbana e rural, tornando-as gradualmente doengas virais endémicas em
todo o0 mundo. Nado havendo medicamentos antivirais especificos e nem vacinas para uma
possivel prevencdo destas doencas virais, algumas iniciativas sao indispensaveis, como:
eliminagéo dos criadouros; uso de inseticidas; dentre outros. Assim, compostos derivados
de plantas tém sido propostos como novas alternativas no controle deste vetor. Devido a
toxicidade e da resisténcia dos mosquitos aos inseticidas usados, a busca por produtos
alternativos tem sido cada vez mais apostada, como no caso do extrato do cajueiro. O
liquido da casca da castanha do caju (LCC) mostrou-se um eficiente agente larvicida no
combate as larvas do mosquito Ae. aegypti. Para tanto, este trabalho prop6s-se isolar os
principais componentes fendlicos do LCC (&cido anacardico, cardanol e cardol), e partir
disto, preparar os surfactantes anionicos, visando assim, identificar qual ou quais dos
componentes do LCC possui melhor atividade larvicida. Os compostos fendlicos (cardanol e
cardol) foram isolados do LCC-técnico utilizando uma metodologia adaptada da literatura. O
acido anacérdico foi isolado do LCC-natural utilizando métodos bem descritos na literatura.
Os surfactantes dos compostos isolados foram produzidos via reacdo de saponificacéo,
utilizando-se uma proporcéo de 80:20 de ricinoleato de sodio e do componentes fendlicos
isolados, respectivamente. Foram preparados também surfactantes do LCC-natural e do
LCC-técnico, na mesma proporcdo de 20:80. Os testes de atividade larvicida dos
surfactantes produzidos foram realizados nas concentracdes de 200, 150, 100, 75, 50, 25 e
5 mg L*, sobre larvas do terceiro estagio do mosquito Ae. aegypti (cepa Rockefeller). Os
testes foram realizados em 5 réplicas, sendo estas feitas em tubos de vidros (2,5 cm X 11
cm), primeiramente, e repetidos apenas nas concentracdes de 100, 50 e 5 mg L™, sendo
estes realizados em copos descartaveis (180 mL). Os resultados da atividade larvicida
demostraram-se mais significativos apenas para as concentracdes de 100 e 200 mg L7,
realizados em tubos de vidro, levando a morte das larvas entre 80 a 100% em 96 horas,
para os surfactantes do LCC-natural, cardanol e acido anacardico. Posteriormente, com a
mudanga dos recipientes (de tubos de vidro para copos descartaveis), hotamos resultados
um pouco mais significativos, levando a morte das larvas em cerca de 95% para 0s
surfactantes do LCC-natural, LCC-técnico, cardanol e 4cido anacardico, e 75% para cardol,
nas concentracbes de 100 e 50 mg L™, para 0 mesmo periodo de 96 horas, mostrando-se
todos excelentes agentes larvicida, uma vez que as larvas sobreviventes ndo progrediram
para a fase de pupa e adulta,

Palavras-chave

Liquido da Casca da Castanha de Caju, Surfactante aniénico, Atividade larvicida.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the main vector of dengue viruses, chikungunya and zica, present in
urban and rural areas, gradually becoming endemic viral diseases worldwide. In the absence of
specific antiviral drugs or vaccines for a possible prevention of these viral diseases, some initiatives
are indispensable, such as: elimination of breeding sites; use of insecticides; among others. Thus,
compounds derived from plants have been proposed as new alternatives in the control of this vector.
Due to toxicity and resistance of mosquitoes to insecticides used, the search for alternative products
has been increasingly bet, as in the case of the cashew tree extract. Cashew nut shell liquid (LCC)
proved to be an efficient larvicidal agent in the control of Ae. aegypti. The aim of this work was to
isolate the main phenolic components of LCC (anacardic acid, cardanol and cardol), and from this, to
prepare the anionic surfactants, in order to identify which component (s) of LCC has a better larvicidal
activity. The phenolic compounds (cardanol and cardol) were isolated from the technical-LCC using a
methodology adapted from the literature. Anacardic acid was isolated from natural LCC using
methods well described in the literature. The surfactants of the isolated compounds were produced via
the saponification reaction, using a ratio of 80:20 sodium ricinoleate and the isolated phenolic
components, respectively. Surfactants of the natural LCC and the technical LCC were also prepared in
the same ratio as 20:80. The larvicidal activity tests of the surfactants produced were carried out at
concentrations of 200, 150, 100, 75, 50, 25 and 5 mg L™, on third-instar larvae of Ae. aegypti
(Rockefeller strain). The tests were performed in 5 replicates, which were done in glass tubes (2.5 cm
x 11 cm), first and repeated only at the concentrations of 100, 50 and 5 mg L™, which were performed
in disposable cups (180 mL). The results of larvicidal activity proved to be more significant only for
the concentrations of 100 and 200 mg L™, carried out in glass tubes, leading to the death of the larvae
between 80 and 100% in 96 hours, for the natural LCC surfactants , cardanol and anacardic acid.
Subsequently, with the change of containers (from glass tubes to disposable cups), we noticed slightly
more significant results, leading to the death of the larvae in about 95% for the surfactants of LCC-
natural, LCC-technical, cardanol and anacardic acid , and 75% for cardol, at concentrations of 100 and
50 mg L™, for the same 96-hour period, all of them being excellent larvicidal agents, since the
surviving larvae did not progress to the pupal and adult phase.

Key words

Cashew Nut Shell Liquid, Anionic Surfactant, Larvicidal Activity.
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1. INTRODUCAO

Dengue, chikungunya e zica virus sédo arboviroses que afetam o ser humano
e sao causados por virus RNA. Atualmente estas constituem um sério problema de
saude publica no mundo, especialmente nos paises tropicais, onde as condi¢cdes do
meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferagdo do Aedes aegypti,
principal mosquito vetor. Embora existam determinados programas de vigilancia e
controle na erradicacdo do mosquito Ae. Aegypti, ainda ha necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias que viabilizem seu combate.

Durante anos e ainda hoje, a principal acdo no controle do Ae. aegypti,
baseia-se no uso de inseticidas quimicos sintéticos. Estes compostos tém a
vantagem de promoverem acao rapida e eficiente no combate ao mosquito na sua
fase adulta; entretanto, apresentam desvantagens como alta toxicidade para
mamiferos e o0 meio ambiente (MARCORIS et al., 1995). Além disso, o uso frequente
de inseticidas pode levar ao desenvolvimento de resisténcia do mosquito,
comprometendo o controle e favorecendo a transmissao da doenca. Uma alternativa
para se evitar este problema é a utilizacdo de produtos com diferentes modos de
acdo. Estes produtos atuam em mais de um processo bioquimico e/ou fisiolégico,
matando o inseto de diferentes maneiras (POLANCZYK et al. 2003).

Produtos naturais provenientes de plantas e os bioinseticidas poderdo ser
candidatos alternativos as medidas de controle pela baixa toxicidade aos mamiferos
e, provavelmente, sem impacto ambiental significativo (BARRETO, 2005).

Nesse contexto, € de extrema importancia a busca por novos compostos que
possam atuar nas 4 fases do desenvolvimento do mosquito (ovo, larva, pupa, adulta)
ou eficientemente em uma dessas fases. Larvicidas que nao apresentem toxicidade
para 0 homem e para 0 meio ambiente estdo sendo atualmente foco de pesquisas
cientificas.

O liguido da casca da castanha de cajueiro (Anarcadium occidentale L.) e
seus derivados fendlicos isolados ou em conjunto, apresentam muitos potenciais
bioldgicos e tecnoldgicos (MAZZETTO et al., 2009; GUISSONI et al., 2013; HAMAD
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& MUBOFU, 2015). Foram avaliadas atividades larvicidas do LCC natural e técnico e
seus componentes principais isoladamente (cardol, cardanol e acido anacardico)
contra 0 mosquito Ae. aegypti e estudos de relacdo estrutura-atividade revelaram
diferencas significativas na atividade de larvicida contra esse mosquito. O LCC
técnico apresentou valor de ClLsp de 51 ppm (ug/mL), enquanto que cardol e
cardanol isolados apresentaram valores de Clsg de 14,2 e 32,9 ppm,
respectivamente. Portanto, provando que o cardol € o componente que responde
principalmente pela atividade demonstrada pelo LCC técnico (LOMONACO et al.,
2008, LOMONACO et al., 2009).

Embora os lipidios fendlicos isolados do LCC mostrem atividade larvicida,
estes compostos ndo sado hidrossolluveis. Na tentativa de resolver este problema,
Farias et al. (2009) usou anacardato de sddio, isolado do LCC natural, contra larvas
de Ae. aegypti, obtendo uma CLsy de 55,47 ppm. Mukhopadhyaya et al. (2010)
testou o cardanol emulsionado em sabdo vegetal liquido contra larvas do mesmo
mosquito e calculou CLsyo como 12 ppm e CLso de 38 ppm para larvas do Anopheles
subpictus; enquanto Raraswati et al. (2014) estudaram o efeito larvicida de uma
emulséo de LCC natural com um tensoativo feito do extrato de frutos de nozes
(Sapindus rarak DC) contra larvas de Ae. aegypti no estadio do 3° estadio (CLso de
14,12 ppm).

Em estudos preliminares, nosso grupo de pesquisa, do Laboratorio SINTMOL-
UFMS (BEATRIZ et al.,, 2015; GALDINO & BEATRIZ, 2013) idealizou efetuar
reacdes de saponificagdo com esses produtos naturais, a fim de obter sais sollveis
em agua, com o objetivo de desenvolver uma mistura de surfactantes de LCC
natural e 6leo de mamona (o qual contém principalmente ricinoleato de glicerila) em
diversas proporgbes. Em geral, os sistemas de surfactantes mistos sdo mais
estaveis e muitas vezes proporcionam melhor desempenho do que os surfactantes
puros (HOLLAND & RUBINGH, 1992). Dessa forma, o ricinoleato de sédio foi
empregado em conjunto com sais de LCC como veiculo e com o objetivo de

aumentar o efeito surfactante da mistura. Além disso, o 6leo de mamona é de facil
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disponibilidade, baixo custo e competicdo nao alimentar (EGID, 2016).
Posteriormente, os estudos de atividade larvicida contra Ae. aegypti mostraram que
as misturas dos surfactantes nas proporcoes testadas foram ativas. A atividade mais
expressiva foi para o produto denominado Tensoativo do Liquido da Casca da
Castanha do Caju (TaLCC-20) (LCC:6leo de mamona 20:80 massa/massa) na
concentracdo de 0,2 ppm que matou 97% das larvas nas primeiras 24 horas,
enguanto o surfactante feito de apenas 6leo de mamona mostrou a menor atividade.
Essa mistura apresenta uma acao larvicida eficiente e resultou em um registro de
uma patente (BEATRIZ et al., 2015). Considerando estes resultados, neste trabalho
propusemos isolar os 3 principais componentes do LCC - cardanol, acido anacardico
e cardol - do LCC natural e técnico e preparar seus respectivos surfactantes
associados ao ricinoleato de sédio na propor¢cédo de 20:80 (lipideo fendlico:6leo de
mamona massa/massa), com o objetivo de avaliar a atividade larvicida contra larvas
de Ae. aegypti de cada um dos componentes do LCC e determinar qual ou quais
desses componentes apresentam a atividade larvicida verificada na mistura de
surfactantes TaLCC-20).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dengue

A disseminacao das doencas virais tem causado grandes problemas em todo
o mundo. Os primeiros relatos da dengue no Brasil datam desde o século XIX, nos
Estados do Rio de Janeiro, Bahia, Pernambuco e ao Norte do Pais (GUISSONI,
2011). Este por sua vez, possui quatro sorotipos infectantes, levando a uma maior
dispersdo da doenca, manifestando-se de duas formas: dengue classica e a
hemorragica, e podendo levar a 6bitos caso ndo houver um tratamento adequado
(BRASIL, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), anualmente, mais de 50
milhdes de pessoas sdo infectadas, onde deste total, pelo menos 550 mil

necessitam de hospitalizacbes e cerca de 20 mil acabam por morrer em
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consequéncia, causando grande preocupacdo a populacdo (BRASIL, 2009 e
BRASIL, 2005).

A dengue € uma doenca infecciosa causada pelo virus de genoma RNA, do
género Flavivirus, familia Flaviviridae (BRASIL, 2015). O virus da Dengue apresenta
quatro sorotipos, intitulados: DEN1, DEN2, DEN3 E DEN4. Este por sua vez é
transmitido pelo mosquito/vetor Aedes aegypti e/ou Aedes albopictus, sendo assim
caracterizada como uma arbovirose, e presente em diversos paises de climas
tropicais e subtropicais (BRASIL, 2001).

No Brasil, o virus da dengue foi referenciado desde o século XIX. Entretanto,
apresentando importancia epidemiolégica a partir do ano de 1986, com o
aparecimento de novos sorotipos em areas ja infectadas ou alteracdes na epidemia
predominante, provocando uma rapida dispersdo do vetor nos demais territorios
(BRAGA e VALLE, 2007). Sendo o maior surto em 2013, com 2 milhdes de casos
notificados (SAIBA, 2017).

A dengue apresenta sintomas amenos, como: febre, dor de cabeca, dor nos
fundos dos olhos e cansacgo. Entretanto, este quadro pode vir a se agravar, afetando
o sistema imunoldgico do paciente, levando a doencas neuro-oftalmoldgicas,
disfuncbes na musculatura, sangramentos entre outros. Este quadro mais grave da
doenca € dita como febre hemorragica, podendo levar a 6bito. O Tipo 3 € a mais
comum na regiao do Brasil nos ultimos 15 anos, apresentando um maior quadro de
agravamento do que as demais (BRASIL, 2005; VANI, 2016).

Segundo o Ministério da Saude, na semana epidemiologica 35 (01/010/2017 a
02/09/2017) foram registrados 219.040 casos provaveis de Dengue no pais. Uma
taxa bem menor que encontrada no ano de 2016 (1.483.623 casos provaveis) e
2015 (1.688.688 casos provaveis). Onde, a regiao Nordeste apresenta a maior taxa
incidente (81.477 casos, 37,2%) em relacdo ao total do pais, seguido por Centro-
Oeste (66.899 casos, 30,5%), Sudeste (47.644 casos, 21,8%), Norte (20.526 casos,
9,4%) e Sul (2.524 casos, 1,2%) (Brasil, 2017), totalizando 88 casos de Obito
(BRASIL, 2017).
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2.2 Chikungunya (CHIKV)

O CHIKV € um virus RNA que pertence ao género Alphavirus da familia
Togaviridae. O nome Chikungunya significa “aqueles que se dobram”, que vem da
palavra em Makonde, descrevendo pacientes que apresentam uma curvatura no
corpo que sofrem de artralgia intensa (BRASIL, 2014).

Os primeiros relatos semelhantes ao CHIKV datam do inicio de 1770,
apresentando sintomas como febre, exantema e artrite. No entanto, nenhum virus ou
mosquito foi isolado até o periodo epidémico na Tanzénia em 1952-1953.
Posteriormente, outros surtos tém ocorrido na Africa e na Asia, em pequenas
comunidades e comunidades rurais (BRASIL, 2014).

Apo6s a identificacdo do CHIKV, demais surtos foram relatados, e uma
transmissdo da doenca foi descrita na metade dos anos 80. Em 2004, um surto
vindo da costa do Quénia, espalhou-se nas llhas Comoros, Reunion e demais ilhas
do Oceano indico durante os dois anos seguintes, acarretando cerca de 500 mil
casos até o verdo de 2006 (BRASIL, 2014).

Posterior a isso, a epidemia propagou-se cada vez mais, atingindo a india,
llhas de Andaman e Nicobar, entre outras, € numerosos paises por meio de
viajantes virémicos. No ano de 2007, o CHIKV atingiu uma preocupacédo alarmante,
quando o virus foi encontrado, na Italia, em transmisséo autoctone (de humano-para
mosquito-para humano), advindo de um viajante da india. E apesar das taxas de
epidemias terem reduzido, muitos paises ainda lutam contra esta doenca. Em 2010,
outros casos advindos de viajantes da Indonésia, da llha Réunion, da india e do
sudoeste asiatico, afetaram as regides em Taiwan, na Franca, nos Estados Unidos e
no Brasil (BRASIL, 2014).

Em contrapartida, durante os surtos recentes do virus mostraram que,
individuos virémicos encontrados no Caribe (Martinica), nos Estados Unidos e na
Guiana Francesa, retornaram as regides endémicas do CHIKV e, portanto, nao
sendo evidente uma transmissao autoctone. Embora existam vetores e hospedeiros

suscetiveis, que por sua vez, podem provocar um aumento nos casos de epidemia
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no pais, emergindo-se para novas areas, sendo necessario novos acbes da
vigilancia do virus no Brasil (BRASIL, 2014).

Os dois principais mosquitos responsaveis pela transmissédo do virus sao Ae.
aegypti e o Ae. albopictus, sendo os humanos a grande fonte de reserva para o virus
da CHIKV em épocas de epidemia. E nos periodos interepidémicos, os vertebrados,
incluindo primatas ndo humanos, roedores, passaros e outros pequenos mamiferos
servem como fonte (BRASIL, 2014).

Assim como a dengue, todos os individuos ja infectados pelo virus da CHIKV
desenvolveram uma imunidade duradoura, levando a uma menor chance de contrair
novamente a doenca (BRASIL, 2014).

Os mosquitos que adquirem a doenc¢a de um individuo virémico (ja infectado),
passam por um periodo de incubacdo (média de 10 dias), e entdo, é capaz de
transmitir novamente o virus a um novo hospedeiro. Os primeiros sintomas séo
relatados apds uma incubacéo intrinseca de 3 a 7 dias, mas nem todos podem vir a
desenvolver os sintomas. Cerca de 3 a 28% das pessoas com anticorpos do CHIKV
apresentam infeccdes assintomatica. No entanto, todos os pacientes podem
contribuir com a propagacdo da doenca, podendo levar a uma doenca aguda,
subaguda e crbnica (BRASIL, 2014).

Na fase aguda os individuos apresentam febre de inicio subito (39°C) e dor
nas articulagdes. Outros sintomas podem incluir dornas costas, nauseas, erupgao
cutanea, mialgia, cefaleia, vomito, poliartrite e conjuntivite, durando cerca de 3-10
dias. Apos este periodo, grande parte dos pacientes apresenta melhora na saude e
dor articular. Caso contrario, ocorre a recaida dos sinais, caracteristicos da fase
subaguda. Os sintomas sdo reumaticos (poliartrite distal, exacerbacdo da dor em
articulagbes e ossos previamente feridos) e tenossinovite hipertrofica subaguda nos
punhos e tornozelos, que duram em media de 2 a 3 meses apoés a infecgéo do virus.
Ja a doenca cronica é dita a sintomas que duram mais de 3 meses. E seus sintomas
persistentes sdo a artralgia inflamatoria nas articulagdes, decorrentes da fase aguda,

0 cansaco e depressao (BRASIL, 2014).
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Em 2016, foram registrados 277.882 casos provaveis de febre de
chikungunya. E até a semana epidemioldgica 35 de 2017, segundo os dados do
ministério da saude, foram 171.930 casos provaveis notificados, sendo que 121.734
(70,8%) foram confirmados. Onde, o Nordeste € a regido que apresenta um maior
indice destes (130.910 casos, 76,1%), seguido por Sudeste (22.789 casos, 13,3%),
Norte (14.888 casos, 8,7%), Centro-Oeste (3.081 casos, 1,8%) e Sul (262 casos,
0,2%), totalizando 99 ébitos por chikungunya ja confirmados (BRASIL, 2017).

2.3 Virus da zica

O virus da zica é transmitido pelo mesmo mosquito responsavel da dengue.
Outra maneira de transmissdo do virus é de mae para filho, por transplante de
orgdos e medula 6ssea, via transfusdo de sangue ou via sexual. Apresenta sintomas
muitos semelhantes ao virus da dengue e a chikungunya (BRASIL, 2016).

Isolado pela primeira vez em 1947, mas descrita como uma infeccdo humana
em 1954 na Nigéria (Africa). Entretanto, no Brasil, a circulagéo do virus autoctone foi
detectada em abril de 2015, apresentando atualmente, registros da circulacdo do
virus nas 27 unidades da federacéo do Brasil (BRASIL, 2016).

A partir da confirmacéao de transmissao autoctone, o Brasil adotou um sistema
de vigilancia para o monitoramento dos casos do virus da zica. Onde, nos primeiros
meses apds a implementacdo monitorada, ndo houve registro de alteracdes nos
casos de microcefalia no pais. Portanto, com as mudancas nos padrées de
ocorréncia de microcefalia, no final deste mesmo ano, declarou-se Emergéncia em
Saude Publica de Importancia Nacional. Passando a ser notificado casos
compulsorios de sindrome de Guillain-Barré (doenca aguda do virus da zica)
(BRASIL, 2016).

Seus sintomas sdo semelhantes ao da dengue, como exantema
maculopapular pruriginoso acompanhado de dois ou mais sintomas (exemplo, febre
ou hiperemia conjuntival sem secrecdo e prurido ou paliartralgia ou edema

pariarticular), sendo mais frequentes em mulheres do que homens, em uma faixa
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etaria de 20 a 39 anos, apresentando a maior evidéncia em mulheres gravidas, onde
0os recém-nascidos exibindo alteracdes neuroldgicas, incluindo a microcefalia
(BRASIL, 20186).

Em 2016, segundo o boletim epidemiolégico (S.E. 32 — 3/1/2016 a 13/8/2016)
foram registrados 196.976 mil casos provaveis de febre pelo virus zica (taxa de 96,3
casos/100 mil hab.) no pais. Destes, 132.524 mil (67,3%) sdo mulheres, dos quais
96.494 (72,8%) apresentavam em idade fértil e 16.264 (16,9%) em mulheres
gestantes (BRASIL, 2016).

As regibes com maiores indices da doenca sao as regies Centro-Oeste e
Nordeste, 270,1 e 172,2 casos/100 mil hab., respectivamente. Entre as unidades
federativas, Mato Grosso (925,9/100 mil hab.), Rio de Janeiro (471,0 casos/100 mil
hab.) e Bahia (449,6 casos/100 mil hab.). No estado de Mato Grosso do Sul, séo
1.024 casos notificados (taxa 59,1 casos/100 mil hab.) em 2016, sendo 743 casos
em mulheres, onde 563 (75,8%) estavam em idade fértil e 120 (21,3%) em gestantes
(BRASIL, 20186).

Embora se tenha reduzido as incidéncias causadas pela febre do virus zica
em algumas regides, os cuidados devem ser retomados para que a disseminacgao da
doenca nao torne uma epidemia mundial (BRASIL, 2017).

E até o inicio do més de setembro de 2017 foram registrados 15.586 casos
provaveis de Zika em todo o pais. Embora, teve-se uma reducdo de 92,5% em
relacdo ao periodo de 2016 (216.207, com 8 6&bitos), os cuidados ainda sao
necessarios. As regides mais afetadas sdo: Centro-Oeste com 35,9 e Norte com
13,9 casos/100 mil hab., onde, destacam-se Tocantins (62 casos/100 mil hab.), Mato
Grosso (59,4 casos/100 mil hab.) e Goias (53,3 casos/100 mil hab.) (BRASIL, 2017).

2.4 Transmissao

Os arbovirus (de “arthropod borne virus”) séo virus transmitidos pelo
mosquito/vetor e responsavel pela disseminacdo das doencas virais, causados em

humanos e animais. Onde das 545 espécies de arbovirus, mais de 150 estdo
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relacionadas as doencas em seres humanos (LOPES et al, 2014).

A transmisséo ocorre pela picada do mosquito (fémea) a uma pessoa na fase
virémica, ou seja, como virus da dengue, chikungunya ou zica (1 dia antes até 5 dias
apos os primeiros sintomas). Estes virus séo localizados e multiplicados nas
glandulas salivares e no aparelho digestivo do vetor, que apds o periodo de
incubacdo (de 8 até 12 dias) estdo prontos para transmiti-los a todas as pessoas
durante seu ciclo de vida (6 a 8 semanas) (BRASIL, 2007).

Os primeiros sintomas surgem apos 3 a 15 dias da contracdo do virus, e
apresentando um periodo médio de incubagédo de 5 a 6 dias. E quando infectado
pela doenca, a pessoas adquirem “certa imunidade” em relagdo ao sorotipo ja
infectado. Entretanto, pode adquirir outro sorotipo em um periodo de 3 a 6 meses. E
quando adquirido, pode o levar ao agravamento do quadro viral, podendo
desenvolver uma hemorragia maior, como ja mencionado (BRASIL, 2007).

Ao contrario do virus da dengue, chikungunya ou zica, todas as pessoas
podem adquirir o virus da febre amarela, ndo existindo uma protecdo natural,
mesmo os filhos de maes imunizadas, apresentando apenas uma protecao
transitoria por 6 meses. E a vacina confere uma imunidade por cerca de 10 anos
(99%, quando injetada no minimo 10 dias antes da transmisséo) (BRASIL, 2007).

Por se adaptar em regifes com climas tropicais e subtropicais, com grandes
matas, ocupacdes desordenadas, condi¢cdes sanitarias inadequadas etc., favorecem
sua existéncia e, portanto, sua proliferacdo e adaptacdo, tanto em areas urbanas,
semiurbanas e rurais. Sendo, o maior foco devido ao acumulo de agua em
ambientes parados nos quintais de casas e terrenos baldios. Onde sdo encontrados

plasticos, pneus, garrafas e outros objetos que armazenam agua (VANI, 2016).

2.5 Estagios do mosquito Aedes aegypti

O mosquito da espécie Ae. aegytpi necessita tanto da agua quanto da terra
para seu desenvolvimento e reproducdo. Seu ciclo de vida apresenta quatro fases: o

ovo, a larva, a pupa e a fase terrestre, 0 mosquito (SAIBA..., 2007-2017).
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2.5.1 Ovo:

A fémea é responsavel pela deposi¢do/postura dos ovos em recipientes
contendo agua ou sobre a borda do recipiente préximo ao nivel da agua, os quais
garantem seu crescimento. A procura por recipientes com agua mais limpida é
favoravel, garantindo seu desenvolvimento e sobrevivéncia (BRASIL, 2001).

Os ovos medem em média de 1 mm de comprimento, apresentando contorno
alongado e fusiforme. No momento da postura, os ovos sdo de aparéncia branca,
mas em contato com o ar adquirem uma coloracdo negra brilhante. A fecundacéo
ocorre durante a postura, e seu desenvolvimento, do embrido, em 48 horas, em
condicbes de umidade e temperatura adequadas. Nesta fase do acasalamento, as
fémeas necessitam de sangue para a fecundacéo e desenvolvimento do embrido e,
neste momento que ocorrem as transmissdes e proliferacdes da doenca (BRASIL,
2001).

Diferente de outras espécies, sua postura pode ocorrer em diversos
locais/criadouros, quando adequados e persistentes para seu completo ciclo de vida.
Apds o completo desenvolvimento embrionario, estes podem resistir a longos
periodos de dessecacdo, podendo a chegar a mais de um ano. Devido sua alta
capacidade de resisténcia a estes fatores de clima e tempo, torna-se de grande
importancia a sua erradicacdo (BRASIL, 2001).

2.5.2 Larva:

ApOs 0 contato com a agua, os ovos eclodem e liberam larvas, alimentando-
se de detritos organicos, bactérias, fungos e protozoarios presentes na agua.
Embora prefiram agua mais limpa, podem também, se desenvolverem em &aguas
sujas, como esgotos (SAIBA..., 2007-2017).

A fase da larva é acompanhada por quatro estagios de desenvolvimento,

sendo estas identificadas pelo seu tamanho (Figura 1).



26

Aedes Aegypti / /

Adulto 7
S
A RN

A
Larval. ‘@ k

Larva 3

Larva 4

Figura 1. Fases larvais do mosquito.
Fonte:(https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/)

A duracdo da fase larvaria pode variar de acordo com a temperatura,
disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro. O periodo entre a
eclosdo e a pupacdo pode chegar até cinco dias. Entretanto, em condicbes
inadequadas, temperatura e alimento, o quarto estagio da larva pode-se prolongar
por varias semanas até completa pupacdo (BRASIL, 2001).

A larva do Ae. aegypti apresenta cabeca, torax e abdémen. Seu abdémen
apresenta oito segmentos, sendo estes compostos por um segmento posterior e
anal do abddémen, no qual apresenta quatro brénquias lobuladas para regulacao
osmoética e um sifao ou tubo, facilitando sua respiragcdo na superficie, onde se
posicionam verticalmente na superficie. Movimenta-se rapidamente, como uma
serpente ao fundo dos recipientes devido a movimentos bruscos na agua e, sob

exposicao a luz, buscando reflugio (BRASIL, 2001).

2.5.3 Pupa:

Na fase pupal, elas ndo se alimentam. Durante este periodo ocorre a
metamorfose, do estagio larvario a fase adulta, onde se mantém sobre a superficie
da agua, flutuando, facilitando sua emergéncia. Este periodo dura cerca de 2 a 3
dias (BRASIL, 2001).

A pupa é composta por um cefalotérax (juncdo da cabega com o térax) e

abdomen. Quando vista de lado, sua aparéncia & similar a uma virgula. Também
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apresenta um par de tubos ou “trompetas”, que atravessam a agua e auxiliam na
respiracéo (BRASIL, 2001).

2.5.4 Adulta:

Ao emergir do estagio pupal, 0 mosquito do Ae. aegypti procura pousar sobre
as laterais do recipiente, permanecendo durante um longo periodo, até total
endurecimento de suas asas. Ap0s um periodo de 24 horas, podem acasalar
durante o vbo ou superficies. Uma Unica inseminacdo ja € 0 necessario para
fecundar todos os ovos que a fémea possa postular (BRASIL, 2001).

O mosquito macho se alimenta de carboidratos extraidos de vegetais. J& as
fémeas preferem sangue, o que serve de fonte de proteinas no desenvolvimento
embrionario, mas podem se alimentar também da seiva de plantas (BRASIL, 2001).

No geral, a fémea faz a postura dos ovos a cada repasto sanguineo. Este
intervalo, da alimentacdo e postura dura até 3 dias, sob condicbes adequadas.
Durante suas sucessivas posturas, ela pode se alimentar mais de uma Unica vez,
principalmente quando perturbada durante a completa ingurgitacdo (até quando
estiver totalmente alimentada de sangue). O que de fato pode vir a acarretar em
uma maior disseminacao dos virus e, consequentemente, ao quadro epidemiologico
(BRASIL, 2001).

A ovoposicao ocorre, normalmente, no fim da tarde, buscando principalmente
lugares escuros ou sombreados, em superficies mais asperas, facilitando, assim, a
deposicao dos ovos. Uma fémea pode colocar cerca de 3000 ovos (SAIBA..., 2007-
2017).

A capacidade de dispersao do Ae. aegypti € muito pequena, ao se comparar
com as demais espécies. Pois grande parte das fémeas permanece proximo aos
locais onde eclodiram, enquanto houver hospedeiros. Sua disperséo do local é vista
apenas quando ndo encontra recipientes apropriados nas proximidades, podendo
voar até 3 km. A dispersdo do mosquito a grandes distancias, provavelmente, sédo
resultados do transporte de recipientes contendo ovos e larvas (BRASIL, 2001).

Os mosquitos buscam locais escuros e silenciosos para repousar, quando
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estdo a procura de fontes de alimento ou em dispersdo. Em habitacdes, preferem
pousar em mobilias, paredes, pecas de roupas e mosqueteiros (BRASIL, 2001).

O ciclo de vida dos adultos dura em média de 30 a 35 dias, apresentando
uma mortalidade diaria de 10%, onde a metade dos mosquitos morrem durante a
primeira semana de vida e 95% durante o primeiro més (BRASIL, 2001).

Quando o mosquito Ae. aegypti ja estd infectado com virus da dengue,
chikungunya etc., a transmissao transovariana destes pode ser notavel. Tal fato que
em uma porcentagem variavel, as filhas fémeas de uma espécie ja portadora da
doenca podem nascer infectadas (BRASIL, 2001; BIOLOGIA..., 2001-2006).

Embora, se tenha grandes avancos cientificos na formulacdo de uma vacina
especifica, contra essas doencas infecciosas, principalmente contra a dengue, ainda
ndo se encontra disponivel para a populacdo, devido seu alto custo. E diante da
crescente proliferacdo destes vetores, torna-se necessario a busca por novas
alternativas que visem o controle deste vetor. Uma vez que, até o presente momento
0 método é o uso de inseticidas/larvicidas e/ou inibidores que atuam com este intuito

de protecéo destes causadores endémicos (OLIVEIRA et al., 2011).

2.6 Medidas de Controle - Inseticidas Quimicos

O uso de agentes inseticidas/larvicidas sintetizados gquimicamente para o
combate ao virus da dengue, chikungunya e virus da zica garantem uma elevada
eficiéncia, devido sua alta toxicidade (BRASIL, 2007, 2001a).

De acordo com relatdrio apresentado no “ll Seminario Internacional para
Avaliacdo de Acdes de Controle Quimico de Aedes aegypti no Brasil” exposto pela
Secretaria de Vigilancia em Saude / MS, salientam que a busca por novas
estratégias de manejo das metodologias adotadas para controle quimico do Ae.
Aegypti vem sendo adotadas, uma vez que 0 uso constante dos inseticidas, nos
altimos 12 anos, demonstra uma populacdo de vetores cada vez mais resistente,
apresentando a necessidade de niveis cada vez maiores de inseticidas,

principalmente temefos e piretroides, os quais sdo subsidiados pelo Programa
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Nacional de Controle da Dengue (PCND) (SECRETARIA..., 2017).

O inseticida temefos (um organofosforado) é utilizado no Brasil h4 mais de 30
anos. E ao longo deste periodo, principalmente de 1999 a 2011, constatou-se uma
reducdo de mortalidade das larvas em cerca de 92,5% do total de municipios
avaliados (147), apresentando a uma taxa de mortalidade menor que 80% a uma
concentracéo letal de 95%, e 1,4% dos municipios uma resisténcia incipiente. O que
pode significar que atualmente isto possa ocasionar uma maior resisténcia, e assim,
um cendrio preocupante do emprego dos larvicidas/inseticidas, bem como para a
sociedade e o0 meio ambiente (SECRETARIA..., 2017).

Embora apresentem baixa toxicidade, alguns inseticidas fosforados sofrem
biotransformacao (processo enzimatico), onde a molécula é quebrada facilmente,
por meio da hidrélise. Apesar de apresentarem uma pequena persisténcia ao meio
ambiente, estes sao toxicos aos mamiferos. Pois competem com a acetilcolina
provocando inibicdo irreversivel da enzima acetilcolinesterase, responsavel pelas
transmissdes nervosas. E dependendo da forma que se encontra, malathion ou
malaoxon, podem apresentar alta toxicidade. Sua meia vida € curta, podendo durar
de minutos a até 72 horas. Seus afeitos podem varia de pessoa a pessoa,
conduzindo em diversos fatores, como: alergias, cardiopatias, cancer, doencas
hepaticas e renais. Assim, o monitoramento biolégico é necessario e fundamental
para saude (BRASIL, 2001a).

Os organoclorados, por sua vez, como o DDT (Diclorodifeniltricloroetano)
foram proibidos para uso agricola no Brasil, desde 1985, mas ainda s&o
aconselhados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para controle da maléria e
leishmaniose. Por apresentar alto grau de permanéncia ao meio ambiente e
contaminacao da cadeia alimentar, estudos discutem esta relacéo, do uso do DDT e
a ocorréncia de cancer em homens, uma vez que, testes de laboratérios realizados
em algumas espécies de ratos tem provocado o0 aparecimento de tumores em
algumas circunstancias. Pois 0os organoclorados atuam sobre 0 sistema nervoso,

prejudicando a transmiss&o dos impulsos nervosos, apresentando uma meia vida de
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um pouco mais de 3 anos (BRASIL, 2001a).

O modo de acao dos inseticidas piretroides € semelhante ao encontrado nos
organoclorados. Porém, sua molécula é biodegradavel, ndo causando problemas
quanto a contaminacdo ambiental. Assim como os demais inseticidas sintéticos, ja
apresentam um agravante na resisténcia ao seu uso tanto na fabricagdo quanto dos
vetores (BRASIL, 2001a).

Os inseticidas carbamatos apresentam mesmo fator de risco que o0s
fosforados. A diferenca que sua acdo enzimatica é reversivel, mediante ao
afastamento, sendo considerada mais segura que os fosforados. Entretanto, sua
utilizacdo é restrita devido o alto custo, sendo usada em programas especificos,
como a da peste bubbnica (BRASIL, 2001a).

Diante do aumento na resisténcia aos inseticidas relatados pela Secretaria de
Vigilancia em Saude, a busca por novos métodos mais eficazes sdo apostadas,
como por exemplo: Bacillus turinghiensis israelenses (Bti) WDG (inseticida
bioldgico), diflubenzuron, novaluron e piryproxyfen (BRASIL, 2001a).

O diflubenzuron, novaluron e piriproxifeno s&o inseticidas alternativos
denominados de Reguladores do Crescimento de Insetos ou Insect Growtg
Regulators (IGRs) conhecidos internacionalmente. Estes compostos atuam
interferindo no desenvolvimento dos insetos, ou seja, 0 inseto imaturo quando em
contato com um IGR, ndo sofrerA uma proxima etapa de crescimento. S&o
compostos que apresentam baixa toxicidade aos mamiferos e de grande uso contra
artrépodes (WHO, 2006; DELATTE et al., 2008 apud ESMERALDO, 2016).

O piriproxifeno é um anélogo do horménio juvenil dos insetos, denominado de
juvendides de alta estabilidade e de um periodo longo ao ambiente. Seu mecanismo
de acdo causa ma formacdo no desenvolvimento da fase adulta, como asas,
maturacdo dos Orgaos reprodutivos e genitalia externa, mantendo-o com aspecto
“‘imaturo”. Entretanto, seu uso tem pouco efeito na mortalidade das larvas, sendo
mais eficiente em pupas e na formacao da fase adulta (SOIN et al., 2010 apud
ESMERALDO, 2016).
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Entre estes reguladores, o mais conhecido é o diflubenzuron, sendo
classificado como um inibidor da sintese da quitina, afetando a producédo da camada
interna do inseto, o que por sua vez impede a formacdo de uma nova pele,
causando assim sua morte (ESMERALDO, 2016).

2.7 Liquido da casca da castanha do caju

A busca por fontes renovaveis e biodegradaveis tem aumentado cada vez
mais, considerando as diversas potencialidades da industria do agronegécio do caju
no Brasil tanto para producdo de resinas, polimeros, pesticidas, aditivos,
surfactantes e dente outros, sdo de suma importancia para 0s avancos em Varios
campos da pesquisa e desenvolvimento cientifico (KUMAR et al., 2002; MAZZETTO
et al., 2009; GEDAM, 1986).

Considerando estes aspectos com as diversas atividades potenciais a serem
estudadas, esta o fruto do cajueiro, conhecido popularmente como castanha de caju
(Anacardium occidentale L.), pertencente a familia Anacardiaceae. Seu fruto possui
uma casca coriacea lisa, mesocarpo alveolado, no qual apresenta um liquido quase
preto, caustico e inflamavel, chamado de liquido da casca da castanha de caju
(LCC) ou cashew nut shell liquid (CNSL) (MAZZETTO et al., 2009), composto por
acido anacéardico, cardanol, cardol e metil-cardol (Figura 2).

OH OH OH OH
CO,H

C15H31n C45H3q., HO CysH3z1.n HO C15H31an
Acido anacardico Cardanol Cardol Metilcardol

n=0

2 —

n

n=4 — —

n=6 — — S
Figura 2. Estruturas quimicas dos principais constituintes fenolicos do LCC.



32

Provindo do norte da América do Sul e parte da América Central, o cajueiro
tem se adaptado a climas como as das regifes costeiras do nordeste brasileiro, com
temperaturas elevadas, baixa fertilidade do solo e ao estresse hidrico (SERRANO e
PESSOA, 2017).

A exploragéao e extrativismo do cajueiro tém sido relatados desde o ano de
1600 até os dias atuais, entretanto em uma escala mais reduzida do que das épocas
anteriores, devido ao plantio desorganizado nas propriedades. E com a cresce
valorizacéo, o cajueiro comecou a ser explorado pelos colonizadores, destacando-se
0S primeiros tratos culturais, como poda e limpeza, o que mais tarde se disseminou
para todo o Nordeste (LIMA, 1988; apud SERRANO e PESSOA, 2017).

O grande interesse industrial pelo Liquido da casca da castanha de caju
(LCC) surgiu em 1943, periodo da 22 Guerra Mundial. Posteriormente, o interesse
passou a ser na améndoa da castanha de caju (ACC), levando a este um grande
aumento na demanda do agronegécio. Assim, em 1950, iniciou-se grandes plantios
organizados de cajueiro no Nordeste, principalmente no Ceara. Sendo considerado,
0 cajueiro, como um dos programas de incentivo de plantio da politica florestal do
Governo Federal na regido nordestina a partir do ano de 1983, segundo o Decreto
88.207, de 30/03/1983 (LIMA, 1988, apud SERRANO e PESSOA, 2017).

Atualmente, o plantio do cajueiro esta se disseminando em diversas regides e
paises, como india, Mogcambique, Tanzania, Quénia, Vietna, Indonésia e Tailandia
(MAZZETTO et al., 2009). No Brasil, o maior produtor/indastria de beneficiamento de
castanha de caju e améndoas é o Estado do Ceara, como afirmam os dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE e Sindicato das Industrias de
Beneficiamento de Castanha de Caju e Améndoas Vegetais do Estado do Ceara —
Sindcaju, mantendo o estado como o0 maior produtor e exportador nacional,
representando quase 50% da producao total do Brasil, seguido por Rio Grande do
Norte (~22%) e Piaui (~18%). Juntos apresentam uma capacidade de processar até
360 mil toneladas/ano de castanha, cerca de 70 mil toneladas de améndoas e 45 mil
toneladas do extrato (LCC) por ano (SERRANO e PESSOA, 2017; MAZZETTO et
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al., 2009).

O LCC representa cerca de 25% do peso da sua castanha, e embora, seja um
subproduto da industria, tem um baixo valor agregado. O liquido € rico em lipideos
fenolicos néo-isoprendides. S&o obtidos de diferentes maneiras: extracdo a frio
(prensas); e a extracao por solventes ou processo térmico-mecanico, onde o proprio
liquido € aquecido e usado como meio para que os alquilfendis sejam liberados da
castanha porosa, permitindo a recuperacéo das améndoas ou, 0 método de extracao
supercritica com CO,, tendo-se um rendimento de aproximadamente 100% do
produto. Entretanto, quando submetido a temperaturas elevadas (180-200°C), o
acido anacardico sofre uma reacéo de descarboxilacdo convertendo-se em cardanol,
chamado de LCC técnico (Figura 3) (GUISSONI et al., 2013; MAZZETO et al., 2009).

OH OH

CO,H .
aquecimento

t

C15H31-n -CO C15H31-n
Acido anacardico Cardanol

n=6 - — -
Figura 3. Processo de descarboxilizagdo do &cido anacardico.

Segundo Mazzetto e colaboradores (2009) as concentracBes dos diferentes
constituintes fendlicos sdo quantificadas em diferentes proporcdes (Tabela 1). Sendo
LCC obtido via dois processos: a extragdo com solvente e/ou prensas, contendo
principalmente acido anacardico, denominado LCC-natural; ou a processos térmicos,

composto principalmente de cardanol, denominado LCC-técnico.
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Tabela 1. Proporgfes do LCC-natural e do LCC-técnico.

Componentes LCC Natural LCC Técnico
Fendlicos (%) (%)
Acido 71,70 — 82,00 1,09-1,75
Anacardico

Cardanol 1,60 —9,20 67,82 — 94,60
Cardol 13,80 — 20,10 3,80 — 18,86
2-Metil-cardol 1,65 -3,90 1,20-4,10
Componentes 2,20 3,05-3,98
Minoritarios

Material 0,34 - 21,63
Polimérico

Fonte: (Mazzetto et al., 2009).

2.8 Oleo de mamona

O mamoeiro (Ricinus comuns L.) é uma oleoaginosa, da familia Euforbiaceae,
originaria da Africa, chegando ao Brasil no periodo Colonial (VENTURA, 1990 apud
PAES et al., 2015). Seu principal produto € o 6leo, conhecido como 6éleo de ricino ou
castor oil, internacionalmente. E uma importante matéria-prima para o Brasil e no
mundo, principalmente como uma alternativa para o petrdleo, como o biodiesel. A
aplicabilidade na induastria quimica abrange um amplo campo devido suas
caracteristicas peculiares, como: na fabricacdo de tintas e isolantes, lubrificantes na
aeronautica, cosméticos e drogas farmacéuticas (COSTA et al., 2004; CAMPOS e
SANTOS, 2015).

O mamoeiro € constituido de cerca de 75% da semente e 25% de casca, e
sua composi¢cdo quimica altera de acordo com o seu cultivo e regido. O oOleo
presente nas sementes varia entre 35% e 55% (COSTA et al. 2004).

Considerada uma oleaginosa de grande valor econdmico, por se aproveitar
em inumeras aplicagbes, seu fruto é integralmente aproveitado, obtendo como

produto principal o 6leo, sendo este estavel sobre condicbes de temperatura e
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pressédo, e como subproduto a torta, utilizada como adubo organico (COSTA et al.,
2004).

A extracdo do Oleo é realizada por meio da semente completa (sem
descascar) ou da baga (semente descascada por maquinas). Pode ser obtida pela
prensagem, a frio ou a quente, ou pela extracao por solventes (SCHNEIDER, 2002).

Conhecido desde os tempos remotos por sua toxicidade, o 6leo de ricino ndo
apresenta nenhuma toxicidade, ao contrario da ricina, proteina toxica presente nas
sementes, e por ndo ser sollvel em lipideos, o que por sua vez fica restrito apenas a
torta (GAILLARD & PEPIN, 1999 apud TAKANO et al., 2007). Seus danos causados
por injecdo na corrente sanguinea levam ao aglutinamento das células vermelhas e
a hemolise (SCHNEIDER, 2002).

O Oleo obtido da semente de mamona é um liqguido com caracteristica
espessa, muito viscoso, com uma coloracao que varia de incolor a amarelo-escuro,
apresentando um cheiro variado, sendo muito desagradavel e podendo ocorrer
nauseas (SCHNEIDER, 2002).

Seu principal constituinte € o triacilglicerol do &cido ricinoléico, denominado
triricinoleina (Figura 4). O &cido ricinoléico, obtido da saponificacdo do dleo de
mamona, € um acido graxo incomum, apresentando 18 carbonos, uma insaturacao
cis em Cgo e uma hidroxila em Cj,. (ACHAYA, 1964 apud SCHNEIDER, 2002).
Também sdo encontrados outros acidos, como: acido estearico (C18:0), oléico (9-
C18:1), linoléico (9,12-C 18:2), linolénico (9, 12, 15-C 18:3), palmitico (C16:0) e, de
acordo com outros autores, o acido diidroxiestearico (9, 12 — OH C18:0) (Tabela 2)
(SCHNEIDER, 2002; COSTA et al., 2004).

Tabela 2. Compostos presentes no 6leo de mamona.

Acidos graxos %
Ricinoléico 80,5
Linoléico 4.2
Oléico 3,0
Palmitico 1,0

Estearico 1,0
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9,10-Di-hidréxi-estearico 0,7
Eicosanoico 0,3
Linolénico 0,3

Fonte: (COSTA et al., 2004).

OH o©
M OW(\A/\
o ¢}
o] OH
Figura 4. Triglicerideo do &cido ricinoléico, majoritario no 6leo de mamona.

3. Objetivos gerais

Preparar surfactantes (tensoativos) a partir dos componentes fendlicos

isolados do LCC e avaliar suas atividades larvicidas contra o mosquito Aedes

aegypti.

3.1 Objetivos especificos

e Analisar os constituintes fenélicos presentes no LCC natural e técnico;
utilizando técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e RMN de
'H e de 3C;

e Preparar novos agentes surfactantes aniénicos dos diferentes compostos
presentes no LCC-natural e LCC-técnico, associado com 6leo de mamona;

e Avaliar a atividade larvicida de cada um dos surfactantes preparados e;

e Determinar a estabilidade térmica dos surfactantes.

4. METODOLOGIA

4.1 Geral

As castanhas de caju e o LCC-técnico foram cedidos pela Industria Quimica
Kardol Ltda. (Campo Grande/MS).
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Os solventes e reagentes usados foram de grau P.A., das marcas Vetec,
Synth e Merk.

A purificacdo dos compostos isolados foi realizada por cromatografia em
coluna, tendo como fase estacionaria silica-gel 60 (230-400 mesh, ASTM, Merck®),
e com o sistema de eluente hexano:acetato de etila (v/v), em diferentes proporgoes.
As andlises acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando
cromatofolhas de silica-gel 60 (0,040-0,063 mm) Merck®, e reveladas em solucao de
vanilina sulfurica (seguido de aquecimento), iodo ou luz ultravioleta.

Evaporacdo dos solventes realizados em um rotaevaporador do modelo
Rotavapor® R-210 e R-215, marca Buchi.

O tratamento do LCC-técnico com EtzN foi realizada em um baldo de vidro,
devidamente limpo, sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. As filtracdes
ocorreram sobre um funil de Buchner/funil de Borosilicato com carvao ativado (fase
fixa). E as fracGes obtidas foram acompanhadas por CCD, e entédo, rotaevaporadas,

acondicionando-se as amostras e 0 solvente para posterior uso.

4.2 Andlise de RMN de 'H e de *C

Os espectros de RMN de *H (300 MHz) e RMN de *3C (75 MHz) foram obtidos
em um espectrometro Bruker DPX-300 Avance com CDCIl; como solvente e
registados em ppm em relagdo ao padrao interno tetrametilsilano (TMS). Dados de
RMN *H s&o descritos como se segue: d, deslocamento quimico e as constantes de
acoplamento (J sdo dadas em Hertz, Hz). As abreviaturas para a multiplicidade se
denotam em sinais particulares, como: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto) e m
(multipleto).

Os espectros foram também  manipulados utilizando  software
ACD/ChemSketch versdo ACD/Labs 6.0.

4.3 Analise HPLC

As analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High-Performance
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Liquid Chromatography, HPLC) foram realizados em um aparelho do modelo
Shimadzu, utilizando-se de uma coluna Supelcosil LC-18 (150 mm x 4.6 mm i.d.,
5um tamanho particula), e fase movel acetonitrila/agua/acido acético (80:20:1) a
1.80 mL/min; com dilutos de UV-Vis, operando em 280 nm.

Cada amostra do surfactante foi preparada dissolvendo-se 1 mg/10 mL de
etanol HPLC.

4.4 Analise termogravimétrica

As curvas de analise TG/DTG foram obtidas pelo equipamento TGA Q50
(V20.13 Build 39) da TA Instrumenst, com uma razdo de aquecimento de 10°C min™,
partindo da temperatura ambiente até 600°C, sob atmosfera oxidante de ar sintético

e fluxo de 60 mL min™, via utilizacdo de cadinho de platina como suporte.

4.5 Obtencéo do cardanol e cardol

Para obtenc&o do cardanol, a reagéo se procedeu via metodologia adaptada
da descrita por Kumar (2002), e descrita a seguir:

Inicialmente o LCC-técnico (6,68 g) foi diluido em acetona (22,27 mL) de
acetona e trietilamina (2,23 g) e posta sob agitacdo por cerca de 15 minutos, em
temperatura ambiente. ApOs este periodo, silica gel 60 (23 g, 230-400 “mesh”,
ASTM, Merck®) foi adicionado ao meio reacional, seguido da evaporacdo do
solvente (via capela de exaustao).

Em seguida, em um funil de Biichner, sob um papel filtro foi feita a adicdo de
3-4 cm de altura (nivelado) de carvéo ativado, condicionando-o com solvente
hexano/acetato de etila (Hex/AcOEt) (10:1). Sobre este, um novo papel filtro foi
adicionado, seguido da silica impregnada com LCC-técnico. E por fim uma fina
camada de algodédo para que o solvente/eluente ndo altere o relevo da mesma
(Figura 5).
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S LCC
—» PAPEL DE FILTRO

> CARVAO ATIVADO

Figura 5. Esquema de filtracdo para isolamento do cardanol, utilizando como fase
fixa carvao ativado.

Para filtracdo, foram utilizados por¢cdes de 100-150 mL de eluente Hex/AcOEt
na proporcao de 10:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1 e acetato puro, monitorando-se com placa de
CCD periodicamente as fracdes, e para revelacdo das placas utilizou-se o eluente
Hex/AcOEt (5:1), e vanilina sulfurica como revelador. Ao término, adicionou-se
etanol acidificado (100 ml + 2 mL de &cido sulfdrico concentrado) para remocéo de
materiais retidos na silica. As fracfes isoladas do filtrado obtido foram identificadas e
o solvente removido em evaporador rotativo. Apresentando um rendimento de 49,7%
para amostra de cardanol (Figura 6), sendo esta encaminhada para as analises de
RMN de 'H e de *C e HPLC (Figura 9).

Entretanto, para o isolamento do cardol, por meio deste procedimento, via
funil, ndo se teve éxito total, pois as amostras de cardol mostraram-se impuras,
apresentando tracos de cardanol residual. Sendo assim, este produto foi obtido pelo
procedimento descrito por Kumar (2002), que consiste na reacdo do LCC-t em
metanol com solugdo aquosa de hidroxido de amdnio 25%. Onde, o cardanol é
extraido com hexano da fase metandlica. Apds remocéao de todo o cardanol da fase
metanol-amoénia, a mistura remanescente foi neutralizada com HCI 5%, seguido da
adicao de carvao ativado. Apos, a solucéo resultante € filtrada em celite e seco com
sulfato de magnésio anidro. Apresentando um rendimento de 30,25 % de cardol
(Figura 6). O cardol foi encaminhado para as andlises de RMN de 'H e de *C e
HPLC.
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A B C
Figura 6. Placa CCD dos seguintes compostos: LCC-técnico (A), Cardanol (B) e
Cardol (C).

4.6 Obtencao do Acido Anacardico

O LCC-natural foi obtido via extracdo em Soxhlet, utilizando como solvente
etanol. Para tanto, pesou-se 27,3307g da casca da castanha de caju parcialmente
triturada, acondicionando-a no aparato. O processo realizou-se por cerca de 9 horas,
obtendo 9,7588 gramas de LCC-natural, aproximadamente 35,71% de rendimento.

Como mencionado anteriormente, o composto majoritario do LCC-natural é o
acido anacardico. E para seu isolamento dos demais compostos presentes no meio,
foram realizados as seguintes etapas, conforme algumas adaptacbes da
metodologia proposta por Paramashivappa e colaboradores (2001):

O LCC-natural foi dissolvido em uma solugdo aquosa de etanol 50%. Em
constante agitacdo, adicionou-se lentamente hidréxido de calcio (~5 g), Ca(OH),, até
obter uma solucdo com pH=10-12 e total precipitacdo do anacardato de calcio, por
um periodo de 23 horas e estabilizacdo do pH. Apds a solucao resultante foi filtrada
e o0 sOlido lavado com hexano (~450 mL), acetato de etila (~300 mL) e etanol (~60
mL), respectivamente, para totais remocdes de residuos de cardanol, cardol, 2-metil-
cardol e materiais poliméricos presentes ao meio, acompanhado por placa CCD,
resultando apenas na presenca do anacardato de calcio, soélido marrom de
18,4641g. Posteriormente, o solido foi dissolvido em acetato de etila (~380 mL) e
adicdo de HCI concentrado até obtencdo de um pH=1-3. A soluc¢éo foi mantida sob

agitacao constante durante 6 horas e estabilizagao do pH.
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A solucdo resultante é transferida para um funil de separagdo, juntamente
com acetato de etila e agua destilada. A fracdo contendo a mistura de acido
anacardico é isolada e seca com sulfato de sodio anidro, seguido da concentracao
em um rotoevaporador, apresentando uma massa de 3,1888 g de &cido anacardico
(rendimento de 50,27%), sendo esta acompanhada via placa CCD (Figura 7), e

entdo, encaminhada para as analises de RMN de *H e de **C e HPLC.

Figura 7. Mistura de acido anacardico e placa CCD: LCC-natural (amostra A) e acido
anacérdico (amostra B).

4.7 Obtencao dos Surfactantes Anidnicos

Os surfactantes anionicos foram produzidos via reacéo de saponificacdo para
producdo de sabdes a partir de 6leos vegetais e hidréxido de sédio (NaOH), tendo
como base as propor¢des determinadas pela reacéo base a seguir.

Aproximadamente 33,0 mL de uma solucdo aquosa de hidréxido de sodio
(12,6 g de NaOH) foi adicionada lentamente e sobre constante agitacdo, a uma
solucdo etandlica (66,0 mL de etanol) composta de 20,0 g do composto isolado
(cardanol, cardol, acido anacéardico, LCC-n ou LCC-t) e 80,0 g de 6leo de mamona.
A solucao resultante foi agitada por 15 minutos. Posteriormente, a mesma foi
mantida sob repouso e sob protecdo de luz até total solidificacdo, que ocorreu em
cerca de 5 dias, obtendo assim os surfactantes do LCC-técnico, LCC-natural,

cardanol, cardol e acido anacérdico (Figura 8).
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Figura 8. Surfactantes anionicos de sais de sodio: acido anacardico (A), cardol (B),
cardanol (C), LCC-n (D) e LCC-t (E).

O esquema da proposta de reacdo de saponificacdo dos componentes

(cardanol, cardol, acido anacardico, LCC-n e LCC-t) sdo demostrados abaixo (Figura

9).
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Figura 9. Proposta de esquema para obtencéo dos surfactantes: sais de sédio do
cardanol (A), cardol (B), acido anacérdico (C) e ricinoleato de sddio (D).
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4.8 Atividade larvicida

Os bioensaios foram realizados com larvas do 3° estagio do Ae. Aegypti
(cepa: Ae-Rockefeller). Sendo os ovos cedidos pelo professor Dr. Anténio Pancrécio,
do Instituto de Biociéncias da UFMS.

Para obtencdo das larvas, os ovos foram colocados em um recipiente
contendo um volume acima de 1 mL de agua destilada por ovo e adicao de racao de
peixe. Posteriormente, o frasco contendo 0s ovos e ragao, foi incubado para seu
desenvolvimento, mantendo-as em uma temperatura de 27°C. ApOs o periodo de
eclosdo das larvas (trés a cinco dias ou total crescimento das larvas até estagio 3),
estas sdo postas para os testes de atividade larvicida. Assim, com auxilio de uma
pipeta de Pasteur de polietileno, 20 larvas foram transferidas para um frasco de vidro
(30 mL) e copo plastico descartavel (180 mL), contendo cerca de 25-30 mL da
solucéo teste (surfactantes produzidos), tendo agua destilada como solvente.

Os testes foram subdivididos em 5 replicatas a cada solucéo dos surfactantes
preparados, onde temos: controle negativo — contendo apenas agua destilada;
surfactante aniénico do LCC-natural; LCC-técnico; &cido anacardico; cardanol e
cardol; todos nas concentraces de 200, 150, 100, 75, 50 e 25 (mg L™). A leitura dos
resultados foi realizada ap6s 24, 48, 72 e 96 horas, de acordo com a WHO - World
Health Organization (2005).

5. Resultados e Discussao

5.1 Obtencao do cardanol e cardol

As amostras isoladas de cardanol e cardol foram analisadas por RMN de *H e
os valores de deslocamentos quimicos foram comparados com os relatados na
literatura.

A seguir, apresentamos uma discussao desses dados, para cardanol (Figura
10) e cardol (Figura 11):
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Figura 10. Cardanol.

De acordo com o espectro de RMN de 'H para a amostra da mistura de
cardanois (Espectro 1), temos trés sinais caracteristicos do anel aromético, sendo
um tripleto em 7.12 ppm refente ao hidrogénio meta em relacéo a hidroxila do anel
aromatico, um dupleto em 6.73 ppm referente a H6, e dois sinais em 6.61 e 6.62
ppm referentes a H2 e H4, respectivamente. Em seguida temos um multipleto em
5.80 ppm referente ao hidrogénio olefinico da cadeia alquilica H20, seguido dos
hidrogénios olefinicos H14, H15, H17 e H18 em 5.27-5.46 ppm e do grupo metileno
em 5.06-5.00 ppm e 4.98-4.95 ppm (H21a e H21b, respectivamente).

O sinal em 2.80 ppm ¢€ referente aos hidrogénios metilénicos H16 e H19,
seguido de um tripleto largo em 2.53 ppm dos hidrogénios benzilicos (H7) e de um
multipleto em 2.00 ppm referente H13 da cadeia alquilica. Apos, temos um multipleto
em 1.58 ppm referente aos hidrogénios H8 e H9, seguido dos hidrogénios H10, H11
e H12 em 1.30 ppm, e de um tripleto em 0.88 ppm referente a H21 dos mono e
dienos.

De acordo com o espectro de RMN de **C do cardanol (Espectro 2), foi
observado a presenca de quatro sinais mais intensos caracteristicos do carbono do
anel aromatico, sendo o sinal em 129,34 ppm do carbono ligado ao hidrogénio do
anel aromético da posicdo 5 ou meta em relacéo a hidroxila, seguido pelos sinais em
120,79 ppm do carbono para em relacéo a hidroxila, em 115,35 ppm do carbono orto

da posicéo 2 e em 112,52 ppm do carbono orto da posicdo 6 do anel aromatico.
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Posteriormente, temos um sinal em 155,61 ppm referente ao carbono ligado ao
grupo hidroxila da posicdo 1 do anel aroméatico, outro em 144,86 ppm referente ao
carbono ligado ao grupo alquila, da posicdo 3 do anel aroméatico, e em 136,84 ppm
proveniente do carbono olefinico da posic¢ao 20.

Os sinais observados da regido de 126 a 131 ppm sao provenientes das
olefinas, sendo estes: em 126,83 ppm do carbono da posi¢do 18; em 127,60 do
carbono da posicdo 15; em 130,41 do carbono da posicdo 14 e em 129,34 ppm do
carbono da posicdo 17 que estd sobreposto ao sinal do carbono meta do anel
aromatico. Os sinais em 130,15, 129,97, 129,85, 128,17 e 128,01 ppm sé&o
provenientes dos carbonos olefinicos da mistura de monoeno e dieno.

Posteriormente, temos em 35,84 ppm o sinal do carbono CH; ligado ao anel
aromatico da posicao 7, em 31,79 ppm do carbono da posicdo 8, em 31,28 ppm e
31,52 ppm do carbono da posicdo 19 da mistura de cardandis, em 27,22 ppm do
carbono da posicdo 13, em 25,65 e 25,57ppm do carbono da posicdo 16 da mistura
de cardandis trieno e dieno, seguido dos sinais em 22,80 e 22,67 ppm e 14,12 e
13,80 ppm da mistura de cardanois monoeno e dieno dos carbonos da posigéo 20 e
21, respectivamente. Os demais sinais de 29,00 a 29,74 ppm sao referentes aos

carbonos das posicdes 9, 10, 11 e 12 da cadeia lateral.
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De acordo com o espectro de RMN de *H para o cardol (Espectro 3) temos a
presenca de dois sinais caracteristicos da regido aromatica, sendo estes em 6,16
ppm referente a H4 e H2, e em 6,10 ppm referente a H6 do anel aromatico,

confirmando assim, um anel aromatico tri substituido e simétrico.

OH
1
6 2 21a
5 3 8 10 12 14 15 17 18 20 H
HO
4 7 9 11 13 16 19 H21b
8 10 12 14 15 17 18 20 21
R CHg
7 9 11 13 16 19
R 8 10 12 14 15 17 18 20 21
CHs
7 9 11 13 16 19

Figura 11. Cardol.

Em seguida, temos um multipleto na regido de 5,75 ppm referente a H20 e
sinais sobrepostos na regido de ~ 5,20 a 5,36 ppm referente aos hidrogénios
olefinicos H14, H15, H17 e H18. Posteriormente, temos um multipleto no intervalo de
5,01 a 4,94 ppm, referente ao hidrogénio 21b da olefina terminal, e os outros dois
sinais, de 4,93 a 4,89 ppm, referente ao hidrogénio H21la. Em 2,76 — 2,79 ppm
temos um multipleto caracteristico dos hidrogénios metilénicos entre as insaturacdes
da cadeia alquilica, das posicbes 16 e 19, seguido de um tripleto em 2,39 ppm,
caracteristico de hidrogénios benzilicos (H7) e outro multipleto em 1,95 ppm dos
hidrogénios H13. Por fim, temos um multipleto em 1,48 ppm referente aos
hidrogénios metilénicos H8 e H9, seguido dos sinais de H10, H11 e H12 em 1,22
ppm. Além do sinal do grupo metila em 0,83 ppm da mistura de cardois monoeno e
dieno.
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Para RMN de '°C do cardol (Espectro 4), foi notavel primeiramente a
presenca de dois sinais na regido aromatica, 0 que se esperava para a amostra de
cardol, sendo um sinal em 108,07 ppm referente aos carbonos do anel aromatico da
posicdo 2 e 4, e outro em 100,16 ppm do carbono do anel aromético da posicéo 6.
Os demais sinais analisados no espectro sdo semelhantes ao ja descritos para o
cardanol. Entretanto, seus deslocamentos quimicos podem apresentar pequenas
variacbes, uma vez que sdo estruturas muito semelhantes variando apenas em
grupos funcionais, como a presenca de mais uma hidroxila na posicdo 5 do anel

aromatico.

5.2 Obtencéao do acido anacardico

O &cido anacardico isolado foi caracterizado via RMN de 'H e de *3C, sendo

apresentado a seguir conforme a estrutura apresentada abaixo (Figura 12).

OH
! 2
6 OH 21a
3 8 10 12 14 15 17 18 20 H
5
4 7 9 11 13 16 19 H21b
8 10 12 14 15 17 13 20 21
R CH,
7 9 11 13 16 19
R 8 10 12 14 15 17 18 20 21
— CH,
7 9 11 13 16 19

Figura 12. Mistura de &cido anacardico.

De acordo com o espectro de RMN de 'H para a mistura de &cido anacardico
(Espectro 5), observamos 0s sinais no espectro muito semelhante ao cardanol.
Entretanto, o que diferencia uma da outra € a presenca de um grupo funcional acido
na posicao 2 do anel aromatico, sendo o 6 10,95 ppm atribuido ao hidrogénio da
carboxila.

Apoés, temos trés sinais na regido aromatica, bem como esperado para a
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estrutura do acido anacérdico, sendo estes: um tripleto em 7,28 ppm referente a H5
e dois dupletos em 6,80 e 6,70 ppm, atribuidos a H6 e H4, respectivamente. Na
sequéncia temos os demais sinais multipletos semelhantes aos ja discutidos na
mistura de cardandis. Em torno de 5,75 ppm, temos um multipleto para H20, seguido
pelos sinais atribuidos a H14, H15, H17 e H18 na regido em torno de 5,30 ppm. Os
multipletos em 4,89 a 4,93 ppm e 4,94 a 5.00 ppm foram atribuidos para H21la e
H21b, respectivamente. O tripleto em 2,90 ppm foi atribuido a H7. Os sinais para
H16 e H19 estdo sobrepostos em torno de 2,7 ppm. H13 aparece como um
multipleto em 1,97 ppm.
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Para o espectro de RMN de *3C da mistura de &cido anacardico (Espectro 6),
temos um sinal em 174,48 ppm caracteristico do carbono da carbonila do grupo
funcional acido, um sinal em 163,43 ppm do carbono do anel aromatico ligado ao
grupo hidroxila, um sinal em 147,33 ppm do carbono do anel ligado a cadeia
alquilica e um sinal em 110,91 ppm do carbono do anel ligado ao grupo &cido
carboxilico. Na sequéncia temos trés sinais mais intensos, provenientes da regiao
aromatica, sendo eles: em 134,79 do carbono ligado ao hidrogénio do anel da
posicéo 5, em 122,49 ppm do carbono da posi¢cédo 4 e em 115,65 ppm do carbono da
posicéo 6.

Nesta mesma regido de 110 a 140 ppm temos 0s demais sinais provenientes
dos carbonos olefinicos da cadeia carbbnica, onde em 136,80 ppm o sinal
corresponde ao carbono olefinico da posicdo 20, em 114,69 ppm do carbono
terminal da posicdo 21, seguido pelos carbonos das posi¢coes 14, 15, 17 e 18 em
130,39, 127,57, 129,28 e 126,82 ppm, respectivamente. Os sinais em 130,12,
128,13, 127,99, 129,95 e 129,82 ppm sao provenientes dos carbonos olefinicos da
mistura de &cido anacéardico monoeno e dieno.

Apébs, na regido de 10 a 40 ppm, 0s sinais sao provenientes dos seguinte
carbonos: em 36,43 ppm do carbono metilenico ligado ao anel aromatico da posi¢céo
7, em 31,49 do carbono da posicao 8, em 32,04 e 31,76 ppm proveniente da mistura
de &cido anacardico monoeno e trieno da posicao 19, seguido pelos carbonos das
posicoes 9, 10, 11 e 12 em 29,35, 28,97, 29,23 e 29,61-29,77 ppm, respectivamente.

Posteriormente, temos um sinal em 27,20 ppm para carbono da posicdo 13,
dois sinais em 25,62 e 25,55 ppm referente ao carbono da posicédo 16 da mistura de
trieno e dieno e, dois sinais em 14,08 e 22,63 ppm dos carbonos das posicdes 21 e
20 da mistura de monoenos e dienos.

Assim, com base nos dados discutidos de RMN de *H e *3C para as amostras
do cardanol, cardol e acido anacardico, pode-se ressaltar que os dados sao
condizentes aos deslocamentos tabelados e encontrados por outros autores, como

Franca e colaboradores (2016) e Paiva e colaboradores (2016).
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Espectro 6. Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) para mistura de &cido anacardicos.
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6. HPLC

A confirmacdo da separacdo dos compostos fendlicos presentes no LCC
(cardanol, cardol e acido anacardico) foi também confirmada por HPLC (Figura 13),
apresentando, cada um deles, um perfil cromatografico semelhante aos relatados
por Kumar (2002) e Gandhi e colaboradores (2013).

Para tanto, procederam-se das analises das amostras de LCC-técnico e LCC-
natural, uma vez que ambos possuem concentracfes distintas dos compostos
fendlicos.

Segundo os resultados obtidos, temos que a amostra de LCC-técnico
(cromatograma D da Figura 13) € composta principalmente de cardanol e cardol,
sendo assim identificadas seus sinais como 1, 2 e 3 provenientes da mistura de
cardandis e 4, 5 e 6 da mistura de carddis. E o LCC-técnico (cromatograma C),
apresentando o acido anacéardico como seu componente majoritario, foi identificado
com as numeracoes 7, 8, 9 e 10.

Assim, com base nestes padrdes de identificacdo e os dados relatados pelos
autores acima, conclui-se que a mistura de cardois (cromatograma B) analisada, nos
mostrou trés sinais com tempos de retencdes distintas, sendo estas provenientes da
mistura de carddis trienos, dienos e monoenos, e identificadas como 4, 5 e 6,
resultando em seu total isolamento e purificacéo.

O mesmo foi observado para a mistura do acido anacardico (cromatograma
A), onde os resultados mostraram-se semelhantes aos relatados pelos autores, e
assim, sua completa purificacdo e isolamento dos demais compostos fendlicos

presentes no LCC-natural.
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Figura 13. Comportamento das amostras de (A) acido anacardico, (B) cardol, (C) LCC-
natural e (D) LCC-técnico.
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7. Andlise térmica dos surfactantes anidnicos

Analise térmica é definida como por um grupo de técnicas dos quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos da reacdo é medido em
funcdo da temperatura. Essas técnicas nos permitem informar variacdes de massa,
estabilidade térmica; agua de hidratacéo, solvatacao etc; ponto de fusdo e ebulicéo,
calores de transicao, calores especificos, diagramas de fase, cinética de reacdo,
estudos catalisadores, entre outros (GIOLITO, 2005).

Neste Sentido, 0 uso da técnica visou determinar a estabilidade térmica dos
surfactantes produzidos, uma vez que, este tem como objetivo serem utilizados para
combate aos vetores endémicos em areas externas e internas presente no meio
ambiente sob determinadas condi¢des climaticas.

De acordo com as analises termogravimétricas (TG/DTG) (Apéndice), os
surfactantes apresentaram uma estabilidade térmica acima de 90°C para ambos o0s
comportamentos atmosféricos (Ar sintético e N,) (Tabela 3), 0 que nos mostra uma

efetiva aplicabilidade ao meio ambiente.

Tabela 3. Estabilidade térmica dos surfactantes.

T (°C)
Surfactantes Atmosfera
Atmosfera N, o
Ar sintético
Acido anacardico 137,5 112,5
Cardanol 121,1 93,8-156,8
Cardol 110,8 122,8
LCC-natural 136,9 127.,9

8. Atividade Larvicida

Os testes de atividade larvicida se mostraram apenas significativos para as
concentracdes de 200 e 100 mg.L™ (Gréficos 1 e 2). Em virtude destes resultados,
executados em tubo de vidro (d= 2,5 cm x 11,0 cm de comprimento) para as

diversas concentracdes estabelecidas, e ndo havendo mais nenhum resultado
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significativo para as demais concentragdes, principalmente para as concentragdes
abaixo de 50 mg.L™, novos testes foram executados frente a um recipiente com
maior area superficial.

Para tanto, foi utilizado copos descartdveis de 180 mL, sendo apenas
testadas as concentracdes de 100, 50 e 5 mgL™ em virtude dos dados anteriormente
obtidos. Visando um surfactante de origem natural com alto potencial agente
larvicida a uma concentracdo cada vez menor. O que nos mostrou resultados mais
promissores nas contracdes de 50 e 100 mgL™ (Graficos 3 e 4).

De acordo com o Grafico 1, temos que nas primeiras 24 horas o surfactante
do LCC-natural apresentou resultados mais significativos, cerca de 50% da taxa de
mortalidade das larvas, seguido pelo surfactante do acido anacardico (30%),

cardanol e cardol.

Atividade larvicida dos surfactantes
anionicos - 200 mg L?

e H T
-|- j[ '[\ M 24 horas

60 B 48 horas
40 :I T - 72 horas
l { 96 horas
20 - - —
N § ¥
CDN CDL

controle LCCN AA

Indicie de Mortalidade (%)

Gréfico 1. Atividade larvicida dos surfactantes na concentracdo de 200 mg LY
realizada em tubos de ensaio (d= 2,5 cm x 11,0 cm de comprimento). Legenda: LCCN =
tensoativo do LCC natural; CDN = tensoativo do Cardanol; CDL = tensoativo do Cardol; AA
= tensoativo do Acido anacéardico.

ApoOs, temos um crescimento constante das atividades larvicidas ao longo das
48 horas e 72 horas para todos os surfactantes, principalmente do cardanol.

Resultando em uma taxa de mortalidade em cerca de 90 a 95% para os surfactantes
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do LCC-natural e cardanol, no periodo de 72 horas, e de 90% para o &cido
anacardico no periodo de 96 horas. Sendo o surfactante do cardol com a menor
atividade larvicida observada, apresentando uma taxa de mortalidade em cerca de
65% (Grafico 1).

Quanto & atividade larvicida para a concentracdo de 100 mg L™, apresetndos
no Gréafico 2, os resultados foram mais significativos, levando a uma taxa de
mortalidade em cerca de 85% para o surfactante do LCC-natural nas primeiras 24
horas, ou seja, um indice maior do que relatado para o dobro de sua concentracéo.
Seguido pelos surfactantes do cardanol, cardol e acido anacardico, apresentando
uma taxa de mortalidade em cerca de 25 a 40% nas primeiras 24 horas, sendo
também mais significativas do que os relatados para uma concentracdo de 200 mg
L™,

Assim, havendo um crescimento progressivo destes valores, levando a morte
das larvas em 100% para o surfactante do LCC-natural, 80% para o cardanol e acido
anacardico e 65% para o cardol, para um periodo de 96 horas.

Em comparacdo com ambas concentracdes de 100 e 200 mg L™, notamos um
comportamento semelhante da atividade larvicida do cardanol, ndo havendo um
aumento deste indice para um periodo de 96 horas. Contudo um aumento
significativo para os surfactantes do cardanol e cardol nas primeiras 24 horas, na
concentracdo de 100 mg L™, apesar destes apresentarem uma taxa de mortalidade
10% menor que a concentracdo de 200 mg L™. E uma taxa de mortalidade mais
significativa para o surfactante do LCC-natural do que os demais.

Uma vez que o LCC-natural € composto principalmente do acido anacardico,
esperava-se um maior indice de mortalidade para o surfactante do composto
isolado, ndo sendo; entretanto, observado no teste realizado. Em contrapartida, este

tem apresentado um resultado proximo para um periodo de 96 horas.
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Gréfico 2. Atividade Larvicida dos surfactantes na concentracéo de 100 mg L™
realizada em tubos de ensaio (d= 2,5 cm x 11,0 cm de comprimento). Legenda: LCCN =
tensoativo do LCC natural; CDN = tensoativo do Cardanol; CDL = tensoativo do Cardol; AA
= tensoativo do Acido anacardico.

Frente a mudanca dos frascos utilizados (Figura 14) para realizacdo dos
testes de atividade larvicida, foi averiguado uma pequena variacdo quanto a

atividade larvicida dos surfactantes.

!-!,fvl"’f

Figura 14. Frascos utilizados para realizacéo do teste de atividade larvicida frentes aos
surfactantes produzidos. Tubo de vidro A e copo descartavel B.
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Neste sentido, temos que a concentracéo de 50 mg L™ apresentou resultados
mais significativos com a mudanca dos recipientes, quando comparados com 0
primeiro teste, realizado em tubos de vidros, como demostrados pelos graficos a

sequir.
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Surfactantes Anidnicos

Gréfico 3. Atividade larvicida dos surfactantes para concentracdo de 50 mg L™, realizada em
copos plasticos. Legenda: LCCN = tensoativo do LCC natural; LCCT = tensoativo do LCC
técnico; CDN = tensoativo do Cardanol; CDL = tensoativo do Cardol; AA = tensoativo do
Acido anacérdico.

De acordo com o Gréafico 3, os testes de atividades larvicidas para os
surfactantes a uma concentracdo de 50 mg L™ nos mostra que o LCC-natural é um
agente larvicida mais ativo que os demais, exibindo a uma taxa de mortalidade em
cerca de 40%, seguido pelo acido anacardico, cardanol, cardol e LCC-técnico, para
um periodo de 24 horas.

Posteriormente, houve um aumento progressivo destas taxas no decorrer de
48 a 96 horas, levando a mortalidade das larvas em cerca de 95% para o0s
surfactantes do LCC-natural, LCC-técnico, cardanol e acido anacardico e de 75%
para o cardol. Onde, pode-se verificar um comportamento semelhante dos
surfactantes para a concentracdo de 200 mg L™, realizado em tubo de vidro, o que
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pode nos levar a hipétese de influéncia dos recipientes utilizados para os testes de

atividade larvicida, bem como verificado nos dados a seguir.

Atividade Larvicida dos surfactantes
anionicos - 100 mg L?

z g 1B g

@ 80 T -
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Surfactantes Anionicos

Gréfico 4. Atividade Larvicida dos surfactantes para concentragdo de 100 mg L™, realizada
em copos plasticos. Legenda: LCCN = tensoativo do LCC natural; LCCT = tensoativo do
LCC técnico; CDN = tensoativo do Cardanol; CDL = tensoativo do Cardol; AA = tensoativo
do Acido anacérdico.

Para os surfactantes a uma concentracdo de 100 mg L™, realizados em copos
descartaveis, foi notado uma reducdo de 15% na taxa de mortalidade dos
surfactantes do LCC-natural e cardol e um aumento de 10-15% para cardanol e
acido anacardico, em comparacdo aos dados relatado no teste anterior para a
mesma concentracdo de 100 mg L™. Outro fator verificado é que a taxa de
mortalidade exibiu 0 mesmo comportamento ja visto anteriormente, onde o0s
surfactantes do LCC-natural, cardanol e acido anacardico sdo mais promissores que
0 LCC-técnico e o cardol. Levando a morte das larvas em cerca de 90 a 100% no
periodo de 96 horas, ou seja, um aumento de 10% para os surfactantes do cardanol
e acido anacardico e 25% para o cardol, quando comparados com teste de 100 mg
L™ realizados em tubos de vidro.

Em comparacdo a atividade larvicida dos surfactantes, o cardol tem
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apresentado uma menor atividade e o LCC-natural o mais ativo, principalmente
guanto sua atividade nas primeiras 24 horas, seguido pelos surfactantes de cardanol
e acido anacéardico.

Outro fator notavel foi verificado que o surfactante do cardanol tem se
mostrado um agente larvicida mais potente que o LCC-técnico, sendo evidente sua
melhor atividade quando isolado, para um periodo de 24 horas, embora o LCC-
técnico tenha apresentado resultados semelhantes para uma atividade larvicida no
periodo de 96 horas, para ambas as concentracdes de 50 e 100 mg L™, realizadas
nos copos descartaveis. Lembrando que o LCC-técnico é composto principalmente
de cardanol. E como ja mencionado anteriormente, temos que o acido anacardico
também tem apresentado sua atividade larvicida inferior ao encontrado no LCC-
natural.

Com base em nossos resultados, podemos considerar que, muito
provavelmente, o tensoativo do LCC natural é mais potente na sua atividade
larvicida, devido ao sinergismo entre os componentes presentes. Portanto, embora
0os tensoativos de cardanol, cardol e &cido anacardico tenham apresentados
atividades larvicida significativas, o uso do tensoativo da LCC natural é mais
vantajoso, considerando a facilidade na sua elaboragcdo, bem como em sua potente

atividade larvicida.

9. Conclusdes e Perspectivas

As atividades larvicidas dos surfactantes nos mostrou que, o cardanol e 4cido
anacardico, mostraram um comportamento similar, apresentando a uma taxa de
mortalidade de 80 e 90% para as concentracdes de 100 e 200 mg L%,
respectivamente, para um periodo total de 96 horas. J4 para um periodo de 24
horas, ambos os surfactantes (sais de sédio do cardanol, cardol e acido anacardico),
apresentaram resultados proximos, de 25 a 40%, para ambas as concentragdes.

Entretanto, quando comparamos os demais surfactantes na concentracao de

100 ppm, foi observado que o tensoativo contendo LCC-natural apresentou cerca de
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duas vezes a atividade do surfactante do cardanol (40%). Lembrando que o LCC-n é
rico em acido anacardico. Mas este quando isolado (surfactante do acido
anacardico) apresentou cerca de 25% da taxa de mortalidade. Para um periodo de
24 horas.

Frente a mudanca dos frascos utilizados, de tubos de vidro para copos
descartaveis, o teste de atividade larvicida foi mais significativo. Embora tenha
apresentado uma variacdo de 10 a 15% para alguns surfactantes aniénicos, em um
periodo menor de tempo, na concentracdo de 100 mg L™. J& para a concentracdo de
50 mg L™, que antes ndo se teve resultados considerados promissores (tubos de
vidro), com a repeticdo, frente a utilizacdo de copos descartaveis, mostrou
resultados mais expressivos, com uma taxa de mortalidade de cerca de 95%,
periodo de 96 horas, uma vez que ndo houve formagéo de pupas e mosquitos.

De modo geral, temos que todos os surfactantes testados e produzidos
apresentaram valores muito significativos e satisfatérios. Entretanto, quando
comparamos sua atividade nas primeiras 24 horas, apenas o LCC-natural, cardanol
e acido anacardico sdo mais ativos que os demais, onde cabe destacar ainda que
destes, apenas o LCC-natural representa ser o mais ativo a um menor tempo de
aplicacdo. O que nos evidencia que isto se deva ao seu efeito sinergético dos
compostos fendlicos presentes no LCC-natural. Uma vez que, os surfactantes do
cardanol e acido anacardico foram também mais promissores que o cardol e LCC-
técnico.

Entretanto, ndo observado este meio efeito sinergético para o surfactante do
LCC-técnico, sendo este menos promissor que o cardanol. Sendo o cardanol seu
composto majoritario. Assim, podendo concluir que o surfactante do cardanol € um
agente larvicida mais ativo do que o LCC-técnico, apresentando uma taxa de
mortalidade de cerca de 95 a 100% para um periodo de 72 horas e mais ativo nas
primeiras 24 horas que o LCC-técnico.

Os produtos apresentaram estabilidade proxima a temperatura de 90 °C.

Em vista dos resultados até entdo alcancados, propde-se como uma futura
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pesquisa preparar também diferentes concentracdes dos surfactantes, variando
ainda suas proporcdes, entre 6leo de mamona e os compostos fendlicos, e assim,

determinar uma proporcéo ideal para a atividade larvicida desejada.
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APENDICE

Anélise Térmica dos Surfactantes Aniénicos

e Sais de Sé6dio do acido anacardico

Sample: AcAnacard_10°C_min_600°C_ar_26-0 File: AcAnacard_10°C_min_600°C_ar_26-09.001
Size: 47370 mg TGA Operator. Aline Herrero
Method: Ramp Run Date: 26-Sep-2017 12:16
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Figura 15. Andlise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante anacardato de
sadio, em atmosfera de ar sintético.
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Size: 4.8560 mg TGA Operator: Aline Herrero
Method: Ramp Run Date: 22-Sep-2017 1545
Comment: AcAnacardic@10°C/min até 900°C em atm de N2 com vazdo de 60 mi/m Instrument: TGA Q50 W20.13 Build 3%
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Figura 16. Analise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante anacardato de
sédio, em atmosfera de nitrogénio.
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e Sais de sddio do cardanol

Sample: Cardanol_10°C_min_600"C_ar_26-09 File: ..A\Cardanol_10°C_min_600°C_ar_26-09.001
Size: 8.6240 mg TGA Operator: Aline Herrero
Method: Ramp Run Date: 26-Sep-2017 10:44
Comment: Cardanol@10°C/min até 900°C em atm de ar com vazao de 60 ml/ Instrument: TGA Q50 V20.13 Build 39
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Figura 17. Andlise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante de sal de s6dio do
cardanol, em atmosfera de ar sintético.

Sample: Cardanol_10°C_min_600°C_N2_1%-09 File: .. \Cardanol_10°C_min_600"C_N2_19-09.001
Size: 65260 mg TGA Operator: Aline Herrero
Method: Ramp Run Date: 19-Sep-2017 14:51
Comment: Cardanol@10°C/min em atm de N2 com vaz3o de 60 mi/min Instrument: TGA Q50 V20.13 Build 39
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Figura 18. Analise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante dos sais de sédio de
cardanol, em atmosfera de nitrogénio.



Sais de s6dio do cardol

Sample: Cardol_10°C_min_600°C_ar_25-09

Size: 6.3840 mg
Method: Ramp

TGA

Comment: Cardol@ 10°C/min até 300°C em atm de ar com vazio de 60 mlf

File: C-.. \Cardol_10°C_min_600°C_ar_25-09.001

Operator. Aline Herrero

Run Date: 25-Sep-2017 17:26
Instrument: TGA Q50 V20.13 Build 39
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Figura 19. Andlise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante dos sais de sodio do
cardol, em atmosfera de ar sintético.

Sample: Cardol_10°C_min_600°C_N2_22-09

Size: 47260 mg

TGA

File: C-._ \Cardol_10°C_min_600°C_N2_22-09.001

Operator: Aline Herrero

Method: Ramp Run Date: 22-Sep-2017 12:42
Comment: Cardol@10°C/min até 300°C em atm de N2 com vazdo de 60 ml/min Instrument: TGA Q50 V20.13 Build 39
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Figura 20. Analise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante dos sais de sédio do
cardol, em atmosfera de nitrogénio.



7

e Sais de sddio do LCC-natural

Sample: LCC-N_10°C_min_600°C_ar_ File: C:..ALCC-N_10°C_min_600°C_ar_25-09.001
Size: 59130 mg TGA Operator: Aline Herrera
Method: Ramp Run Date: 25-Sep-2017 15:53
Comment: LCC-N@ 10°C/min até 900°C em atm de ar com vazdo de 60 ml/ Instrument: TGA Q50 V20.13 Build 39
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Figura 21. Andlise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante dos sais de sédio do
LCC-n, em atmosfera de ar sintético.

Sample: LCC-N_10°C_min_600°C_N2_22-09 File: C:..ALCC-N_10°C_min_600°C_N2_22-09.001
Size: 51420 mg TGA Operator: Aline Herrero
Method: Ramp Run Date: 22-Sep-2017 11:07
Comment: LCC-N@10°C/min até 900°C em atm de N2 com vazdo de 60 mi/min Instrument: TGA Q50 V20.13 Build 35
120 0.8
100 136.94°C o6
] 17.38%
(0.8936mg)
1 16.21% o
_ 80+ (0.8337mg) 04 §
SR <
E 1 5
=4 §
@D 4
= =
60— o2 =
4 a
1 39.07%
4 (2.009ma)
40 0o
r
20 T T T T T -02
0 100 200 300 400 500 600
Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 22. Analise termogravimétrica (TG/DTG) para surfactante dos sais de sédio do
LCC-n, em atmosfera de nitrogénio.



