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RESUMO
A utilizacdo de residuos agroindustriais para a sintese de produtos larvicidas podem ser uma
alternativa viavel no combate de vetores, além de proporcionar a reutilizagao de subprodutos de baixo
valor agregado. E importante ressaltar que as caracteristicas apresentadas por esse tipo de produtos os
vinculam aos principios da “Quimica Verde”. Esses subprodutos (origem vegetal) podem atuar como
ovicidas, larvicidas, reguladores de crescimento de insetos, repelentes e até mesmo como atrativos
para oviposi¢do. Dentre esses residuos, podemos destacar o Liquido da Casca de Castanha de Caju
técnico (LCCt), obtido no processo de tostagem da castanha de caju, que apresenta comprovada
atividade larvicida contra o Aedes aegypti. Entretanto, devido a sua hidrofobicidade o uso do LCCt
torna-se inviavel para aplicacdo em focos de agua contendo larvas destes mosquitos. Neste contexto, o
objetivo desse trabalho foi sintetizar novos bioativos a partir de diferentes porcentagens de
neutralizag¢des parciais do LCCt utilizando Hidroxido de Sédio (NaOH) e avaliar a atividade larvicida
contra Ae. aegypti. Os bioativos derivados do LCCt foram obtidos por meio de reacdo de neutralizacao
das hidroxilas fendlicas totais com NaOH. Os bioensaios de toxicidade para determinacdo da atividade
larvicida foram realizados utilizando larvas de Ae. aegypti de 3° e 4° instar da linhagem Rockefeller. A
comparacdo de dados dos bioativos ndo apresentaram normalidade no teste Shapiro-Wilk, desta
maneira, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis com posteriori de Dunn, considerando um nivel de
significancia de 0,05. Todos os bioativos avaliados apresentaram atividade larvicida para larvas de Ae.
aegypti, considerando que para ambos os periodos de exposicao foram observadas CLso inferiores a 18
mg/L. Quando comparados entre si ndo apresentaram diferengas significativas, entretanto, o bioativo
de 50% apresentou uma CLso e CLoode 4,81 e 9,16 mg/L, respectivamente, sendo assim considerado o
mais eficaz. Dessa maneira, podemos destacar maior viabilidade no uso do bioativo de 50% para
controle do Ae. aegypti, uma vez que, esse bioativo apresentou atividade larvicida, hidrossolubilidade
e foi necessaria menor quantidade de NaOH para sua formulagdo, minimizando assim, os possiveis

impactos que esta base inorganica possa acarretar ao meio ambiente.

Palavras-chave: Arboviroses, mosquitos vetores, bioativos, toxicidade,



ABSTRACT
The use of agro-industrial residues for the synthesis of larvicidal products can be a viable alternative in
combating vectors, in addition to providing the reuse of by-products with low added value. It is
important to emphasize that the characteristics presented by this type of products link them to the
principles of “Green Chemistry. These by-products (plant origin) can act as ovicides, larvicides, insect
growth regulators, repellents and even as attractants for oviposition. Among these residues, we can
highlight the Technical Cashew Nut Shell Liquid (tCNSL), obtained in the cashew nut roasting
process, which has proven larvicidal activity against Aedes aegypti. However, due to its
hydrophobicity, the use of tCNSL becomes unfeasible for application in water foci containing larvae
of these mosquitoes. In this context, the objective of this work was to synthesize new bioactives from
different percentages of partial neutralization of tCNSL using Sodium Hydroxide (NaOH) and to
evaluate the larvicidal activity against Ae. aegypti. The bioactives derived from tCNSL were obtained
through the neutralization reaction of total phenolic hydroxyls with NaOH. Toxicity bioassays to
determine larvicidal activity were performed using Ae. aegypti 3rd and 4th instar of the Rockefeller
lineage. The comparison of bioactive data did not show normality in the Shapiro-Wilk test, therefore,
the Kruskal Wallis test with Dunn's posteriori was used, considering a significance level of 0.05. All
bioactives evaluated showed larvicidal activity for Ae. aegypti, considering that for both exposure
periods LC50s below 18 mg/L were observed. When compared to each other, they did not present
significant differences, however, the 50% bioactive presented a CL50 and CL90 of 4.81 and 9.16
mg/L, respectively, thus being considered the most effective. In this way, we can highlight greater
viability in the use of the 50% bioactive to control Ae. aegypti, since this bioactive showed larvicidal
activity, water solubility and a smaller amount of NaOH was required for its formulation, thus

minimizing the possible impacts that this inorganic base may have on the environment.

Keywords: Arboviruses, mosquito vectors, bioactives, toxicity,
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CAPITULO1

INTRODUCAO GERAL



1. Introducao Geral

O avanco agroindustrial, crescimento populacional e consolidacdo da sociedade do
consumo tém provocado intensificagdo na demanda de insumos e, consequentemente, gerado
grande quantidade e variedade de residuos ao longo do processo produtivo industrial
(SPADOTTO et al., 2006; ROSA et al., 2011; NASCIMENTO FILHO et al., 2015). Os
residuos
oriundos das atividades agroindustriais podem se apresentar na forma soélida, liquida, gasosa
ou a combinagdo dessas (NIGAM et al., 2009; NASCIMENTO FILHO et al, 2015; OBI,;
UGWUISHIWU; NWAKAIRE, 2016), que em sua maioria possuem alta concentracdo de
matéria organica (MELO, 2016). O tipo e a quantidade de residuos agroindustriais produzidos
sdo variaveis com o tempo, pois dependem da maturidade das culturas e da oferta de matérias-
primas (VIANA et al., 2016).

A maior parte destes residuos sdo descartados de forma inadequada ou utilizados como
alimentacdo animal. Destaca-se que estes destinos ndo geram ganhos econdmicos
significativos para industria, além de promover problematicas logisticas e ambientais
(SANTOS, 2014). Tais residuos promovem aumento da polui¢do de solos e de corpos
hidricos, associados a lixiviagdo, e acarretam problemas de saide publica (ROSA et al.,
2011). Associados a esse panorama, perspectivas sobre a escassez de recursos naturais € a
diminui¢do da qualidade de vida das pessoas tem estimulado a busca de atividades mais
sustentaveis. Desse modo, a utilizagdo dos recursos, renovaveis ou ndo, ganhou notoriedade
pelo Estado brasileiro com a legalizacdo da Politica Nacional de Residuos Soélidos (Lei
n°12.305/10) (BRASIL, 2010), que prevé a reducao ou a eliminagdo da geracao de residuos e
o destino adequado destes (MELO, 2016).

Desde 1990, década da sua criagdo, a Quimica Verde demonstra como metodologias
cientificas sdo capazes de proteger a saide humana e o meio ambiente de forma
economicamente viavel (ANASTAS et al., 2002). Essas abordagens, descritas em 12
principios, propde, entre outros aspectos, a reducdo de residuos e a sintese de produtos
quimicos com propriedades que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a satide humana ou ao
meio ambiente (ANASTAS; WARNER, 1998). Nesse sentido, a busca pela utilizagdo mais
eficiente dos residuos agroindustriais torna-se necessaria para garantir processos de producao
sustentaveis, ambientalmente saudaveis, economicamente vidveis e socialmente benéficos
(SANTANA- MERIDAS et al., 2012; MADUREIRA et al., 2020).

O conceito “Quimica Verde” ou Green Chemistry, também conhecido por quimica
sustentavel ou quimica limpa, teve inicio na década de 90, devido a crescente preocupagio

ambiental, visando o desenvolvimento de pesquisas que atendam a reducao ou eliminagao do



uso ou geracdo de substancias nocivas a saide humana e ao meio ambiente (DUA et al.,
2012), além de induzir a producdo de compostos ecoldgicos e seguros, por meio de processos
ambientalmente corretos (LENARDAO et al., 2003; FARIAS; FAVARO, 2011). Sendo assim,
a sinteses de produtos quimicos pode muitas vezes ocasionar problemas ambientais,
entretanto estes podem ser substituidos por alternativas de produtos menos poluentes ou
ndo-poluentes, sendo adeptos a Quimica Verde (LENARDAO et al., 2003).

As alteragdes climaticas proporcionaram a rapida proliferagdo de insetos vetores,
como Ae. aegypti (WHO, 2009; SVS-MS, 2018). Inseticidas e larvicidas quimicos, como
organofosforados e piretroides, ou biologicos (Bacillus thuringiensis israelensis - Bti) estdo
sendo utilizados para controle deste vetor. Entretanto, esses métodos de controle vém se
tornando ineficiente devido aos niveis de resisténcia do inseto a esses produtos (CAMPBELL
etal., 2015; AMORIM et al., 2019).

Em decorréncia disso, o desenvolvimento de produtos multifuncionais oriundos de
fontes naturais, constituem uma alternativa interessante para o controle de vetores em estagios
imaturos e adultos nos criadouros (WHO, 2009). Além disso, esses produtos provenientes de
plantas podem atuar como larvicidas, reguladores de crescimento de insetos, repelentes e
atrativos para oviposi¢do, apresentando papel importante para combate de doengas
transmitidas por mosquitos, além de proporcionarem maior seguranga a populagdo, serem
biodegradaveis e possuirem impacto ambiental atenuado quando comparados aos demais
produtos quimicos (BENELLI; DUGGAN, 2018).

Dentre esses diversos produtos, podemos destacar o Liquido da Casca da Castanha de

Caju natural técnico (LCCt) oriundo da espécie vegetal A. occidentale vem se tornando uma
alternativa para controle do Ae. aegypti, por ser um residuo agroindustrial de baixo custo e
produzido em grande escala (DOURADO et al., 2015), composto por lipidios fenolicos, com
potencial larvicida (LOMONACO et al., 2009; GUISSONI et al., 2013; TORRES et al.,
2015).

Para ser considerado promissor um produto larvicida deve apresentar uma
concentracdo letal para metade da populacao (CLso) inferior a 100 mg/L (CHENG et al.,
2003; KIRAN et al., 2006). Carvalho et al. (2019) relataram atividade larvicida e pupicida do
LCCt e de seus constituintes isolados, em Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus. Este estudo
demonstrou que o LCCt, cardanol e cardol, ocasionaram morte em larvas do Ae. aegypti com
CLso de 19,76, 20,32, 6,14 mg/L, respectivamente, e atividade pupicida do LCCt com CLsode
390,70 mg/L e Cardol com CLsode 90,76 mg/L, e para Cx. quinquefasciatus o LCCt, cardanol
e cardol apresentaram atividade larvicida nas concentragdes de 22,64, 19,93 e 6,70 mg/L

(CL5s0), respectivamente. E,



atividade pupicida do LCCt com CLs0 de 400,42 mg/L e do cardol com CLso0 de 96,60 mg/L
(CARVALHO et al., 2019).

Lomonaco et al. (2009) também relataram atividade larvicida do LCCt com CLso de
51,04 mg/L e de seus constituintes, cardanol com CLso de 32,90 mg/L e cardol com CLso de
14,20 mg/L, em Ae. aegypti. Esse estudo indicou o potencial larvicida deste residuo e seus
constituintes isolados para controle de larvas Ae. aegypti.

Pesquisas recentes que utilizaram modificagcdes quimicas no LCCt foram realizados
visando a hidrossolubilidade e potencializacao de atividade larvicida. Nesse sentido, Kala et
al. (2019) prepararam nanoemulsdo de LCCt com propriedades surfactantes, proporcionando
atividade larvicida com CLso de 1,4 mg/L, em larvas de Anopheles culicifacies. Jorge et al.
(2020) desenvolveram sulfonagdao de LCCt, obtendo o sulfonato de sodio (mistura LCCtSNa)
com propriedades surfactantes, porém, apos essa modificagdo o produto perdeu a atividade
larvicida. No entanto, quando emulsionado (LCCt + LCCtSNa), a mistura recuperou atividade
larvicida, devido suas caracteristicas surfactantes.

Sendo assim, a reutilizagdo desse residuo agroindustrial como matéria-prima para a
sintese de diferentes produtos multifuncionais com atividade larvicida, podera proporcionar o
controle de vetores, e evitar os problemas relacionados ao descarte deste residuo,
transformando o LCCt em uma nova mercadoria. Neste contexto, o objetivo dessa pesquisa
foi produzir novos bioativos a partir de neutralizagdes total e parciais do LCCt com a base
inorganica NaOH, para a criagao de sistemas auto-emulsionaveis e analisar as suas atividades

bioldgicas por meio de ensaios de atividades larvicida em Ae. aegypti (linhagem Rockefeller).



2 OBJETIVO
2.1 Geral

Neutralizar o Liquido da Casca da Castanha de Caju técnico com diferentes
porcentagens de Hidroxido de Sodio, afim de obter bioativos, realizar a caracterizagdo

quimica e avaliar o potencial larvicida.
2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver bioativos a partir da neutralizacao do Liquido da Casca da Castanha de
Caju técnico com Hidréxido de Sddio nas porcentagens de 1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 e
100;

- Realizar a caracterizacdo quimica dos bioativos utilizando a técnica de Espectroscopia
de Absor¢ao na Regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR);

- Avaliar atividade larvicida dos bioativos em Ae. aegypti (linhagem Rockefeller).
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Sintese, caracterizacio quimica e efeito larvicida de neutralizacdes do Liquido da casca da Castanha de Caju

técnico com Hidréxido de Sédio em Aedes aegypti

RESUMO

A utilizagdo de residuos agroindustriais para a sintese de produtos larvicidas pode ser uma alternativa viavel no combate
de vetores, além de proporcionar a reutilizagao do subproduto de baixo valor agregado. Dentre esses residuos, podemos
destacar o Liquido da Casca de Castanha de Caju técnico (LCCt), obtido na tostagem da castanha de caju, que apresenta
comprovada atividade larvicida contra o Aedes aegypti. Entretanto, devido a hidrofobicidade do LCCt torna-se inviavel
sua aplicagdo em focos de agua contendo larvas destes mosquitos. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi
sintetizar novos bioativos a partir de diferentes porcentagens de neutralizagdes parciais do LCCt utilizando Hidroxido
de Soédio (NaOH) e avaliar a atividade larvicida contra de. aegypti. Os bioativos derivados do LCCt foram obtidos por
meio de reagdo de neutralizacdo das hidroxilas fendlicas totais com NaOH. Os bioensaios de toxicidade para
determinag@o da atividade larvicida foram realizados utilizando larvas de Ae. aegypti de 3° e 4° instar da linhagem
Rockefeller. Para a comparacdo dos bioativos, os dados ndo apresentaram normalidade no teste Shapiro-Wilk, desta
maneira, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis com posteriori de Dunn, considerando um nivel de significancia de 0,05.
Todos os bioativos avaliados apresentaram atividade larvicida para larvas de Ae. aegypti, considerando que para ambos
os periodos de exposi¢do foram observadas CLso inferiores a 18 mg/L. Quando comparados entre si ndo apresentaram
diferencas significativas, entretanto, o bioativo de 50% apresentou CLs0o e CLoo de 4,81 e 9,16 mg/L, respectivamente,
sendo considerado o mais eficaz. Dessa maneira, podemos destacar maior viabilidade no uso do bioativo de 50% para
controle do Ae. aegypti, uma vez que, esse bioativo apresenta atividade larvicida, hidrossolubilidade e utiliza menor
quantidade de NaOH em sua formulagdo, minimizando assim, os possiveis impactos ambientais que esta base

inorgénica possa acarretar.

Palavras-chave: Arboviroses, mosquitos vetores, bioativos, toxicidade



1. INTRODUCAO

As atividades agroindustriais geram residuos (STENMARCK et al., 2016), que muitas vezes sdo descartados
de forma inadequada ou utilizados como alimentagcdo animal sem gerar ganhos econdmicos significativos para a
indistria (NIGAM et al, 2009; KERMANI et al., 2015). Além disso, estes residuos promovem problemas ambientais
como aumento da poluigdo de solos e corpos hidricos, podendo ocasionar problemas a saude publica (ROSA et al.,
2011; JAYEOLA et al., 2018). Devido a isso, a Quimica Verde vem demonstrando que o uso de técnicas alternativas
pode auxiliar a minimizagdo dos impactos na saude humana e meio ambiente de forma economicamente viavel
(ANASTAS et al., 2002; VAZ, 2017).

A Quimica Verde descreve 12 principios, e dentre eles, um propde a redugdo de residuos e a sintese de
produtos quimicos com propriedades bioldgicas que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a saide humana e/ou meio
ambiente (ANASTAS; WARNER, 1998). Nesse sentido, a busca pela utilizagdo mais eficiente dos residuos
agroindustriais mostra- se necessaria para garantir processos de produgdo sustentaveis, ambientalmente seguros,
economicamente viaveis e socialmente benéficos (SANTANA-MERIDAS et al., 2012; MADUREIRA et al., 2020).

Ademais, os residuos agroindustriais despertam grande interesse por serem provenientes de fontes naturais de
compostos bioativos que, quando empregada tecnologia adequada, sdo convertidos em subprodutos comerciais de alto
valor agregado (SHIRAHIGUE; CECCATO-ANTONINI, 2020). Deste modo, destacam-se residuos da industria de
castanhas de caju. Essas sdo produzidas pela espécie Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae) conhecida
popularmente como cajueiro, arvore tropical nativa da regido nordeste do Brasil (ASOGWA et al., 2008; SILVA et al.,
2018). O processo de extracdo do oleo presente na castanha de caju pode ocorrer de duas formas: (1) por meio de
utilizagdo de solventes originando o Liquido da Casca da Castanha de caju natural (LCCn), constituido por &cido
anacardico (LOMONACO; MELE; MAZZETO, 2017), e (2) por meio de processamento industrial, onde as castanhas
sdo submetidas a 180-190 °C e formam o Liquido da Casca da Castanha de caju técnico (LCCt), composto
majoritariamente por cardanol (LOMONACO; MELE; MAZZETO, 2017).

O LCCt apresenta aplicagdes industriais e tecnologicas, tais como inseticidas e larvicidas (GUISSONI et al.,
2013; DOURADO et al., 2015; JORGE et al., 2020), resinas, plasticos, dentre outras (BALACHANDRAN et al., 2013;
LOMONACO et al., 2009; MGAYA et al., 2019). Sendo assim, devido sua potencialidade larvicida e inseticida, o LCCt
pode ser viavel para utilizagdo no combate de vetores.

O Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) é o principal responsavel pela transmissdo de diferentes
arbovirus, causadores de doengas como a Dengue, Zica, Chikungunya e Febre amarela. No entanto, o virus da Dengue
tem causado maior impacto na sociedade nos ultimos anos (PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016; COSTA et al.,

2018), agravando a saude da populagdo (WHO, 2012; OPAS, 2019). A forma de amenizar a transmissao destas doengas



tem sido por meio de inseticidas quimicos ou bioldgicos para controle do vetor, porém os niveis de resisténcia do inseto
aos produtos convencionais, tornam essas formas de controle ineficientes (WHO, 2009; CAMPBELL et al., 2015;
AMORIM et al., 2019; GUEDES et al., 2020). Deste modo, o uso de residuos agroindustriais, como o LCCt, que
apresenta potencial larvicida contra Ae. aegypti pode auxiliar controle na proliferagdo deste inseto.

Nesse sentido, modificagdes quimicas foram realizadas no LCCt, com o intuito de aprimorar sua
hidrossolubilidade e potencializar a atividade larvicida. Dentre elas destacamos a nanoemulsdo (LCCt, Tween e Span)
com atividade larvicida para Anopheles culicifacies (KALA et al., 2019) e a emulsdo (LCCt e mistura LCCtSNa) que
apresentou atividade larvicida contra o Ae. aegypti (JORGE et al., 2020), no entanto essa a técnica de sulfonacdo é
trabalhosa e possui alto custo.

Pesquisa anterior onde realizou-se a modificagdo do LCCn por meio da neutralizagdo total, houve formacao de
sal de sodio de LCCn, que apresentou atividade larvicida contra Ae. aegypti (LAURENS et al., 1997). No entanto, a
utilizagdo do LCCt torna-se mais viavel economicamente, em relagdo ao LCCn, por ser um residuo proveniente de
indéstria produzido em grande escala e com baixo custo (DOURADO et al., 2015). Devido estas caracteristicas e
atividade larvicida promissora, o presente trabalho visa produzir larvicidas, por meio de tecnologia simples e de baixo
custo, utilizando neutralizagdes parciais do LCCt com bases inorganicas e¢ organicas possibilitando a produgido de
sistemas auto- emulsionaveis para a potencializagdo da atividade larvicida do LCCt e manutencdo das caracteristicas
dos surfactantes como atividade larvicida e solubilidade em agua.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi neutralizar o LCCt com diferentes porcentagens de Hidroxido de

Sédio, afim de obter bioativos, realizar a caracterizagdo quimica e avaliar o potencial larvicida.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material e quimicos
O Liquido da Casca da Castanha de caju técnico (LCCt) foi adquirido pela industria Améndoas Brasil,
Fortaleza, CE, Brasil. Os reagentes utilizados foram o Hidroxido de S6dio (NaOH) da marca Alphatec®, Metanol PA e

Dimetilsulféxido (DMSO).
2.2. Sintese do bioativo derivado do LCCt

O bioativo foi sintetizado por meio de reacdes de neutralizagdo parcial do LCCt com a base inorganica NaOH
em diferentes porcentagens: 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 e 100. Para tanto, os reagentes foram dissolvidos em 50 mL
de metanol, homogeneizados em agitador magnético durante 20 min e, posteriormente, o solvente foi evaporado em
estufa (Odontobras) a 50 °C, dando origem aos bioativos com porcentagens de neutralizagdo diferentes, denominado
bioativos LCCtNa 1-100%. Posteriormente, os bioativos (LCCtNa 1-100%) foram armazenados separadamente em

frascos de vidro estéreis, a temperatura ambiente até a realizacdo dos experimentos.



2.3. Caracterizaciio quimica

2.3.1. Caracterizacao estrutural do LCCt e bioativo LCCtNa

O LCCt e os bioativos LCCtNa 1-100% foram analisados utilizando a técnica de Espectroscopia de Absor¢io
na Regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, do inglés, Fourier transform infrared spectroscopy)
em equipamento da marca Perkin Elmer, modelo Fronteira, utilizando um acessorio de refletancia total atenuada (ATR,
do inglés, Attenuated Total Reflectance) horizontal empregando um cristal de seleneto de zinco (ZnSe). Para cada

bioativo, foram realizadas 32 varreduras com resolugio de 4 cm™! na faixa de 4000 a 500 cm™.

2.4. Atividade larvicida em Aedes aegypti

Os ovos de Ade. aegypti da linhagem Rockefeller, foram obtidos da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — Rio
de Janeiro-RJ, Brasil), ¢ mantidos em papel filtro com condi¢des controladas de temperatura (28 + 2 °C), umidade
relativa (60 £ 1%) e fotoperiodo (10:14 h claro/escuro).

Os ensaios de toxicidade aguda para determinagdo da atividade larvicida foram realizados seguindo protocolo
da OMS (2005). Inicialmente, os ovos foram colocados em recipientes plasticos contendo dgua deionizada e ragdo
triturada para peixe com 39% de proteina bruta (JBL®). Apds a eclosdo dos ovos, ao atingirem o 3* e/ou 4" instar, as
larvas foram separadas com pipeta de Pasteur e colocadas em copos plasticos contendo 100 mL de agua deionizada.
Ensaios preliminares foram realizados para determinacdo da faixa de concentra¢des que representava a mortalidade
entre 10 ¢ 90% das larvas expostas. Os bioativos LCCtNa 1-100%, foram avaliados nas concentragdes de 2; 3,5; 6; 10;
12; 24 ¢ 48 mg/L, e o DMSO 1% foi utilizado como controle veiculo. Para cada concentragdo, foram realizadas 4
repeticdes com 25 larvas (n = 100).

As leituras de mortalidade foram realizadas apds 1, 2, 3, 24 ¢ 48 h apos o inicio de exposi¢do aos bioativos
LCCtNa 1-100%. As larvas foram consideradas mortas quando permaneceram imoveis na superficie da agua ou no
fundo do recipiente e/ou demonstraram auséncia de rea¢do ao toque realizado com uma pipeta de Pasteur. Os bioensaios
de toxicidade foram realizados em triplicata, ocorrendo em periodos distintos. Para a determinagdo da concentracio
letal para 50% (CLs0) e 90% (CL90) foi utilizada a andlise Probit na plataforma R® Studio (Core Team, 2019) com

intervalo de confianca de 95%.
2.5. Analises estatisticas

Os resultados do ensaio da atividade larvicida em Ae. aegypti foram obtidos pelo método estatistico Probit,
com intervalo de confianga de 95% para a determinag@o da concentragdo letal de 50% (CLso) € 90% (CLoo). Para a
comparagdo dos bioativos (LCCt e LCCtNa 1-100%) destaca-se que os dados ndo apresentaram normalidade no teste

Shapiro-Wilk,



desta maneira, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis com posteriori de Dunn, considerando um nivel de significancia de

0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas na plataforma R® Studio (Core Team, 2019).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacio estrutural do LCCt e bioativo LCCtNa

A demonstragdo das modificagdes estruturais no LCCt identificadas nas analises de Espectroscopia de

Absorg¢ao na Regido do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foram demonstradas na Figura 1.
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Figura 1. Resultados dos Espectros de FT-IR nas diferentes concentragdes: (a) LCCt; (b) LCCtNaOH 1%; (¢)
LCCtNaOH 2,5%; (d) LCCtNaOH 5%; (e¢) LCCtNaOH 10%; (f) LCCtNaOH 15%; (g) LCCtNaOH 20%; (h) LCCtNaOH

25%; (i) LCCtNaOH 50%; (j) LCCtNaOH 75%; (k) LCCtNaOH 100%.

A principal diferenca observada entre o LCCt e os bioativos LCCtNa 1-100%, foi na regido referente ao
estiramento da ligagdo O-H, entre 3000 e 3500 cm™', onde observou-se um alargamento desta banda devido ao aumento

da abstragdo dos protons, a medida que foi aumentada a neutralizagdo das hidroxilas fendlicas.
3.2. Atividade larvicida em Aedes aegypti

Todos os bioativos apresentaram atividade larvicida para Ae. aegypti, considerando que para ambos os periodos

de exposi¢@o (24h e 48h) foram observadas CLso inferiores a 18 mg/L (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragdes letais 50% (CLso) e 90% (CLoo) (mg/L), em 24h ¢ 48h de exposicdo, obtidas do LCCt e bioativos (LCCtNaOH)
em larvas da linhagem Rockefeller de de. aegypti.

24h 48h
Bioativos CLso (IC 0,05) CLo9o (IC 0,05) CLso (IC 0,05) CLo9o (IC 0,05)
LCCt 14,45 (13,04 - 16,09) 35,92 (30,79 - 43,41) 8,75 (7,89 - 9,74) 24,26 (20,66 - 29,52)
LCCtNa 1% 11,98 (10,98 - 13,15) 22,66 (19,75 -27,31) 9,75 (8,89 - 10,71) 19,64 (17,11 - 23,61)
LCCtNa 2,5% 12,87 (11,97 - 13,97) 20,48 18,19 - 24,29 11,00 (10,10 - 12,02) 20,31 (17,81 - 24,31)
LCCtNa 5% 17,4 (15,67 - 19,53) 35,76 (30,34 - 44,68) 9,12 (8,26 - 10,08) 18,79 (16,26 - 22,82)

LCCtNa 10%
LCCtNa 15%
LCCtNa 20%
LCCtNa 25%
LCCtNa 50%
LCCtNa 75%
LCCtNa 100%

10,56 (9,70 - 11,54)
8,76 (8,03 - 9,55)
9,15 (8,32 - 10,07)
6,44 (5,81 - 7,11)
5,94 (5,52 - 6,40)
7,64 (6,93 - 8,41)
8,39 (7,48 - 9,40)

19,68 (17,27 - 23,53)
15,63 (13,83 - 18,48)
18,01 (15,68 - 21,72)
13,25 (11,59 - 15,79)
10,84 (9,74 - 12,41)
15,19 (13,29 - 18,13)
20,66 (17,48 - 25,74)

7,89 (7,18 - 8,66)
6,29 (5,75 - 6,85)
6,59 (5,97 - 7,26)
5,05 (4,57 - 5,54)
4,81 (4,46 - 5,19)
6,10 (5,49 - 6,74)
4,91 (4,37 - 5,48)

16,09 (14,09 - 19,13)
10,81 (9,71 - 12,43)
13,08 (11,50 - 15,50)
9,40 (8,34 - 10,96)
9,16 (8,21 - 10,49)
12,61 (11,03 - 15,02)
11,11 (9,62 - 13,40)

LCCtNa - Liquido da casca da Castanha de Caju técnico + Hidroxido de sddio em diferentes concentragdes de neutralizagdo; CLso
— Concentragao letal para 50% dos organismos testados; CLso - Concentragdo letal para 90% dos organismos testados.

Pesquisas indicaram que produtos larvicidas originados de fontes naturais devem apresentar CLso inferior a 50

mg/L e 100 mg/L para serem considerados ativos e moderadamente ativos, respectivamente (Cheng et al., 2003; Kiran

et al., 2006). Dessa maneira, o LCCt ¢ seus neutralizados (LCCtNa 1-100%) podem ser considerados eficientes

larvicidas para o controle de Ae. aegypti.

A porcentagem de neutralizagdo que apresentou maior potencial larvicida em ambos os periodos de exposigdo

foi o bioativo LCCtNa 50%. Na comparacdo da atividade larvicida da concentragdo letal média 50% (CLso) e 90%

(CL90)



Concentragio Letal

Concentragdo Letal

CL50 (mg/L)

CL90 (mg/L)

dos bioativos para os periodos de 24 e 48h foi possivel observar que os neutralizados LCCtNa >15% apresentam

diferenca significativo (p<0,05) do LCCt sem nenhuma porcentagem de neutralizagdo com NaOH (Figura 2 e 3).
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Figura 2. Concentracdo Letal 50% (CLso) para os bioativos LCCt e LCCtNa 1-100%. Letras maiusculas diferentes
representam diferenga significativa (p<0,05) entre os bioativos para 24h de exposigdo. Letras minusculas diferentes

representam diferenca significativa (p<0,05) entre os bioativos para 48h de exposigdo.
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Figura 3. Concentracdo Letal 90% (CLo0) para os bioativos LCCt ¢ LCCtNa 1-100%. Letras maitusculas diferentes
representam diferenga significativa (p<0,05) entre os bioativos para 24h de exposi¢do. Letras minusculas diferentes

representam diferenca significativa (p<0,05) entre os bioativos para 48h de exposi¢ao.

Tais resultados indicaram que a formacgdo do sal — LCCtNa — potencializa o efeito larvicida observado no
LCCt. Em estudos anteriores, o LCCt revelou pouca solubilidade em agua, o que dificultou sua dispersdo e

consequentemente tornou o produto menos disponivel para interagir com as larvas de mosquito nos ambientes aquaticos

(Kala et al. 2019;



Jorge et al. 2020). Neste contexto, modificagdes quimicas vém sendo propostas e realizadas, com objetivo de tornar os
produtos derivados do LCCt mais hidrossoluvel e, portanto, mais disponiveis, permitindo que sejam utilizados nos
criadouros para o combate as larvas de de. aegypti.

E relevante destacar que o LCCt se torna interessante, pelo fato de se tratar de um residuo agroindustrial com
maior facilidade de obtengao e elevada produgdo (300.000 a 360.000 toneladas/ano) (Attanasi et al. 2006). Portanto, os
produtos desenvolvidos nessa pesquisa associados aos principios da quimica verde, fornecem subsidios para pesquisas

futuras para elaboragdo de produtos seguros usando fontes renovaveis.

4. CONCLUSAO
Dessa maneira, podemos destacar maior viabilidade no uso do bioativo LCCtNa 50% para controle do Ae.
aegypti, sendo observada maior atividade larvicida, boa solubilidade em dgua e possui menor quantidade de NaOH em
sua sintese. Assim sendo, o bioativo LCCtNa 50% apresentou solubilidade, acdo larvicida em meio aquoso e pode
minimizar os possiveis impactos que a base inorganica possa acarretar ao meio ambiente. Entretanto, destaca-se a
necessidade de estudos futuros que avaliem a seguranga ambiental e humana desse bioativo para sua utilizagdo ampla no

controle do vetor.
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