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APRESENTAÇÃO

O desenvolvimento da ciência e da tecnologia tem acarretado diversas transformações 
na sociedade contemporânea, refletindo em mudanças nos níveis econômico, político 
e social. É comum considerarmos ciência e tecnologia motores do progresso que 
proporcionam não só desenvolvimento do saber humano, mas, também, uma evolução 
real para o homem.

Sendo assim, precisamos de uma imagem de ciência e tecnologia que possa trazer 
à tona a dimensão social do desenvolvimento científico–tecnológico, entendido como 
produto resultante de fatores culturais, políticos e econômicos. Seu contexto histórico 
deve ser analisado e considerado como uma realidade cultural que contribui de forma 
decisiva para mudanças sociais, cujas manifestações se expressam na relação do homem 
consigo mesmo e os outros.

Hoje, estamos vivendo um período, por conta do contexto da Pandemia provocada 
pelo Novo Coronavírus, onde os olhares se voltam a Ciência e a Tecnologia. Antes de 
tudo isso acontecer os conhecimentos produzidos em espaços acadêmicos, centros de 
pesquisa e laboratórios, por exemplo, tem buscado resposta para problemas cotidianos, 
em busca de melhorar a vida da população de uma forma geral.

É nesse ínterim que este livro, intitulado “Ciências Tecnológicas, Exatas e da Terra e 
seu Alto Grau de Aplicabilidade”, em seu segundo volume, reúne trabalhos de pesquisa e 
experiências em diversos espaços, como a escola, por exemplo, com o intuito de promover 
um amplo debate acerca das diversas áreas que o compõe. 

Por fim, ao levar em consideração todos esses elementos, a importância desta obra, 
que aborda de forma interdisciplinar pesquisas, relatos de casos e/ou revisões, reflete-se 
nas evidências que emergem de suas páginas através de diversos temas evidenciando-
se não apenas bases teóricas, mas a aplicação prática dessas pesquisas.

Nesse sentido, desejamos uma boa leitura a todos e a todas. 

Américo Junior Nunes da Silva
André Ricardo Lucas Vieira
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RESUMO: Este estudo avaliou a toxicidade 
e a atividade moluscicida frente ao 
caramujo transmissor da esquistossomose 
(Biomphalaria glabrata) do óleo essencial (OE) 
de Citrus sinensis L. O OE foi extraído por 
hidrodestilação, com caracterização química 
através de Cromatografia Gasosa acoplada 
e espectrometria de massas (CG-EM). Os 
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parâmetros físico-químicos foram determinados de acordo com a Farmacopeia Brasileira. 
O ensaio de toxicidade seguiu o bioensaio com Artemia salina Leach, o OE aprovado neste 
ensaio segue para avaliação das suas propriedades biológicas. Para atividade moluscicida 
executou-se a metodologia preconizada pela OMS, sendo a CL50 do OE para a ação dos 
mesmos frente ao caramujo obtidas pelo método de Reed&Muench. Os resultados indicam 
que o OE avaliado é composto por substâncias que propiciam e incentivam sua aplicação em 
virtude de seus potenciais para atividade biológicas moluscicida e antimicrobiana.
PALAVRAS-CHAVE: Óleo essencial, Citrus sinensis, Artemia salina.

CHEMICAL CHARACTERIZATION, TOXICITY AND MOLLUSCICIDAL POTENTIAL OF 

ESSENTIAL OIL Citrus sinensis (L.) Osbeck 

ABSTRACT: This study evaluated the toxicity and molluscicide activity against the snail that 
transmits schistosomiasis (Biomphalaria glabrata) of the essential oil (OE) of Citrus sinensis 
L. OE was extracted by hydrodistillation, with chemical characterization through Coupled 
Gas Chromatography and Mass Spectrometry (GC-MS). The physicochemical parameters 
were determined according to the Brazilian Pharmacopoeia. The toxicity assay followed the 
bioassay with Artemia salina Leach, the OE approved in this assay proceeds to evaluate 
its biological properties. For molluscicidal activity, the methodology recommended by the 
WHO was performed, and the LC50 of the EO for their action against the snail obtained by 
the Reed&Muench method was performed. The results indicate that the evaluated EO is 
composed of substances that provide and encourage its application due to its potentials for 
molluscicide and antimicrobial biological activity.
KEYWORDS: Essential oil, Citrus sinensis, Artemia salina.

1 |  INTRODUÇÃO

As plantas medicinais têm atraído a atenção de pesquisadores do mundo inteiro, 
por suas propriedades medicinais e organolépticas (BRASIL, 2014). Elas possuem 
substâncias biologicamente ativas, podendo ser usadas para fins terapêuticos ou para 
fornecer precursores para a síntese química farmacêutica. O Brasil é o país com a 
maior diversidade genética do mundo, com aproximadamente 55 mil espécies vegetais 
catalogadas de um total estimado entre 350 mil e 550 mil espécies em todo o mundo 
(TELES, 2003).

As propriedades dessas plantas medicinais estão diretamente relacionadas aos 
seus óleos essenciais, que são uma mistura complexa de diversas substâncias ativas, 
entre elas os terpenos, que são formados por unidades de isopreno e derivados de 
fenilpropano (ASCENÇÃO&MOUCHREK FILHO, 2013). Os efeitos benéficos das plantas 
estão associados com a presença desses compostos e esses não se encontram na planta 
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em estado puro, mas sob a forma de complexos, que se completam e reforçam a ação no 
organismo em questão (LEJA&CZACZYK, 2016).

Tal fato tem despertado o interesse na utilização dessas espécies e dos seus óleos 
essenciais no controle do crescimento de microrganismos patogênicos e deteriorantes 
nos alimentos, a fim de substituir ou diminuir a utilização dos conservantes químicos 
(TRAJANO et al., 2009), além de estudos moluscicidas com essas plantas a fim de tornas 
menos oneroso e mais eficiente o controle da esquistossomose (OMS, 2002).

A esquistossomose, conhecida como barriga d’água, é transmitida pelo caramujo da 
espécie Biomphalaria glabrata (RAGHAVAN et al., 2003). No Brasil, essa doença já vem 
sendo descrita em 18 estados e no Distrito Federal, sendo sua ocorrência diretamente ligada 
à presença dos moluscos transmissores (BRASIL, 2014). Há substâncias moluscicidas 
empregadas para o extermínio de moluscos, sendo o niclosamida o único recomendado. 
Contudo, o uso desse moluscicida tem gerado preocupação em relação a fatores como: 
toxicidade para outras espécies, devido à sua baixa seletividade; contaminação do meio 
ambiente e resistência de caramujos da espécie B. glabrata (CANTANHEDE et al., 2010).

A Organização Mundial da Saúde enfatiza a necessidade de estudos moluscicidas 
de plantas com a finalidade de tornas menos oneroso e mais eficiente o controle da 
esquistossomose (OMS, 2002). Nesse contexto, a procura de substâncias facilmente 
biodegradáveis tem aumentado o interesse pelo uso de moluscicidas de origem vegetal e 
substituição total ou parcial dos conservantes químicos.

Das plantas produtoras de óleo essencial, este estudo selecionou as que não haviam 
ou que houvessem poucos estudos relatados em periódicos científicos sobre a ação 
dos seus OE’s frente as propriedades moluscicidas e bactericidas. A Citrus sinensis (L.) 
Osbeck (laranja doce) possui óleo essencial que pode ser extraído do pericarpo do fruto, 
sendo este um subproduto da indústria do suco, visto que as cascas do fruto da laranja 
são comumente não aproveitadas (SILVA-SANTOS, 2002). O fruto tem casca fina e lisa, 
cor amarelo avermelhada e polpa suculenta.  Tem sabor adocicado, e é especial para o 
preparo de sucos e geleias (BENELLI, 2010). Porém, o seu OE é usado em perfumaria, 
sabonetes e na área farmacêutica em geral, além de materiais de limpeza, em balas e 
bebidas.

Desta forma, este estudo caracterizou quimicamente, avaliou a toxicidade e a atividade 
moluscicida frente ao caramujo (Biomphalaria glabrata) transmissor da esquistossomose 
e a atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus, bactérias 
patogênicas de grande importância, sendo seu controle de grande importância para a 
indústria de alimentos, dos óleos essenciais extraído das folhas de Pimenta dioica Lindl. 
e cascas dos frutos de Citrus sinensis (L.) Osbeck, espécies de grande importância 
medicinal e encontradas onde a doença é endêmica no Brasil e ainda com uma literatura 
restrita com relação aos seus potenciais biológicos no país.
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2 |  METODOLOGIA 

2.1 Obtenção dos óleos essenciais

As cascas de Citrus sinensis L. foram coletadas em janeiro de 2019 e transportadas 
para o Laboratório de Pesquisa e Aplicação de Óleos Essenciais da Universidade 
Federal do Maranhão (UFMA), onde foram secas em temperatura ambiente, trituradas 
e armazenadas para extração do OE. Para extração dos OE’s, utilizou-se a técnica 
de hidrodestilação com um extrator de Clevenger de vidro acoplado a um balão de 
fundo redondo acondicionado em manta elétrica como fonte geradora de calor. Foram 
utilizadas 120g das cascas Citrus sinensis, adicionando-se água destilada (1:10). A 
hidrodestilação foi conduzida a 100°C por 5h recolhendo-se o OE extraído. Cada OE foi 
seco com sulfato de sódio (Na2SO4) e centrifugado. Essas operações foram realizadas em 
triplicatas e as amostras armazenadas em ampolas de vidro âmbar sob refrigeração de 
4°C. Posteriormente submetido as análises. Foram determinados os parâmetros físico-
químicos dos óleos essenciais (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

2.2 Caracterização química

Os constituintes do OE foram identificados por cromatografia gasosa acoplada 
à espectrometria de massas (CG-EM) na Central Analítica do Instituto de Química da 
Universidade Estadual de Campinas. Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 μL de 
diclorometano (pureza 99,9%). As condições de análise foram as seguintes: Método : 
Adams.M; Volume injetado: 0,3 µL; Coluna : Capilar HP-5MS (5% difenil, 95% dimetil 
polisiloxano ) (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), nas dimensões (30 m x 0,25 
mm x 0,25 µm); Gás de arraste : He (99,9995); 1,0 mL/min; Injetor : 280oC, modo Split 
(1:10); Forno : 40oC (5,0 min.) até 240oC numa taxa de 4oC .min-1, de  240oC até 300oC (7,5 
min) numa taxa de 8oC.min-1 ); tT = 60,0 min; Detector : EM1; EI (70 eV); Modo varredura 
(0,5 seg/scan); Faixa de massas: 40 – 500 daltons (uma); Linha transferência: 280oC.; 
Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min; Espectrômetro de massas tipo quadrupolo linear. 
Para a identificação dos compostos na amostra utilizou-se o programa AMDIS (Automated 
Mass spectral Deconvolution Mass & Identification System).

2.3 Ensaio de toxicidade

Para a avaliação da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solução 
salina estoque de cada OE na concentração de 10.000 mg/L e 0,02 mg de Tween 80 
(tenso ativo). Alíquotas de 5, 50 e 500 μL desta foram transferidas para tubos de ensaio 
e completados com solução salina já preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no 
final concentrações de 10, 100 e 1000 mg/L, respectivamente. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicatas, onde dez larvas na fase náuplio foram transferidas para cada 
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um dos tubos de ensaio.
Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da solução salina, para o controle positivo 

K2Cr2O7 e para o controle negativo 5 mL de uma solução 4 mg/L de Tween 80. Após 24 
horas de exposição, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas 
aquelas que não se movimentaram durante a observação e nem com a leve agitação 
do frasco. Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para classificação da 
toxicidade dos óleos essenciais, sendo considerado produto altamente tóxico quando CL50 
≤ 80 mg/L, moderadamente tóxico para 80 mg/L ≤ CL50 ≥ 250 mg/L e levemente tóxico ou 
atóxico quando CL50 ≥ 250 mg/L.

2.4 Obtenção e cultivo dos caramujos

As amostras dos caramujos da espécie Biomphalaria glabrata foram capturados nos 
períodos chuvosos de setembro/2018 a março/2019, nas áreas com baixo saneamento no 
bairro Sá Viana, São Luís-MA como pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 - Área de coleta, Sá Viana, São Luís -MA

A técnica de coleta foi realizada de acordo com proposta de Brasil (2007), efetuando 
uma varredura com uma concha nas áreas submersas e os caramujos capturados foram 
recolhidos em um recipiente de vidro com tampa, com água do próprio criadouro. A busca 
dos mesmos foi realizada em diversos pontos de cada criadouro, a fim de obter uma 
amostragem significativa e depois transportados para o NIBA (Núcleo de Imunologia 
Básica e Aplicada) da UFMA, para posteriores análises. Os caramujos foram mantidos em 
laboratório por 30 dias sendo analisados a cada 07 dias, para confirmação da ausência de 
infecção por Schistossoma mansoni. 

2.5 Atividade Moluscicida

Para a avaliação da atividade moluscicida foi utilizada à técnica preconizada pela 
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Organização Mundial de Saúde (WHO, 1983), onde dois testes foram efetuados em 
triplicata. No primeiro, denominado de teste piloto, preparou-se uma solução do OE em 
estudo num volume de 500 mL na concentração de 100 mg/L e 0,15 mL de Tween 80(tenso 
ativo), onde foram colocados 10 caramujos adultos, negativos para Schistossoma 
mansoni, obtendo-se no final uma proporção de 50 mL/caramujo e alimentando-os com 
alface hidropônico ad.libittum (MALEK, 1995). Os mesmos ficaram expostos na solução 
por 24 h, sob temperatura ambiente, removidos da solução, lavados por duas vezes 
com água desclorada, colocados em um recipiente de vidro contendo 500 mL de água 
desclorada, alimentando-os com alface hidropônico e observados a cada 24 h, por 4 dias 
para avaliar a mortalidade. 

No segundo teste, denominado de Concentração Letal (CL50), foram preparadas 
soluções de cada OE num volume de 500 mL nas concentrações 10, 25, 50 e 75 mg/L e 0,15 
mL de Tween 80(tensoativo), utilizando-se a mesma metodologia do teste piloto. Para o 
controle negativo, utilizou-se também dois testes, no primeiro colocou-se 500 mL de água 
desclorada e 10 caramujos em um recipiente de vidro e no segundo 10 caramujos imersos 
em uma solução com 0,15 mL de Tween 80 em 500 mL de água destilada, alimentando 
ambos com alface hidropônico e procedendo-se a análise igualmente realizada nos testes 
anteriores.

A análise estatística dos dados foi realizada de acordo com o método de Reed&Muench 
(1938), o qual parte do princípio de que um animal que sobreviva a certa dose, também 
irá sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela, consequentemente o animal 
que morrer com certa dose, também irá morrer em doses maiores que aquela. A partir 
de uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada concentração testada, é 
construído um gráfico onde se observa uma curva para o acúmulo de animais mortos em 
cada concentração e outra curva para o acúmulo de sobreviventes. O ponto de intercessão 
entre as curvas é a Concentração Letal 50% (CL50), pois nesse ponto o número de animais 
sobreviventes é igual ao número de animais mortos (COLEGATE&MOLYNEUX, 1993).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Parâmetros físico-químicos do OE

Os parâmetros físico-químicos dos óleos essenciais são importantes não apenas 
para determinação da qualidade, como também para o controle da sua pureza e estes são 
apresentados na Tabela 1. Observa-se que o OE de Citrus sinensis obteve um rendimento 
de 2,47%.
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Densidade
 (g/mL)

Índice de 
refração
(nD 25°)

Solubilidade 
EtOH 70%

 (v/v)
Cor Aparência Rend. 

(%)

0,8500 1,4760 1:3 Incolor Límpido 2,47

Tabela 1 - Parâmetros físico-químicos do OE

Ao compararmos o rendimento do OE de Citrus sinensis aos resultados obtidos por 
Silva et al. (2016) que extraiu os OE’s da casca de frutos secos e frescos, os autores 
perceberam seu rendimento variando entre 1,80-2,00%, sendo que este estudo obteve 
um rendimento de +0,47% acima do rendimento máximo obtido pelos autores. Sendo 
importante enfatizar o rendimento de 2,47% para o OE incentiva sua produção em virtude 
do aproveitamento de cascas que são comumente descarte em feiras públicas ou bairros.

3.2 Caracterização química

Os picos cromatográficos foram identificados através da comparação dos respectivos 
espectros de massa com os dados das espectrotecas (1) WILEY 139; (2) NIST107 e (3) 
NIST21. De acordo com os resultados obtidos são apresentados na Tabela 2 os compostos 
identificados no OE extraído das cascas de Citrus sinensis.

Como pode ser observado na Tabela 2 foram identificados 15 componentes na 
amostra do OE de Citrus sinensis, sendo o constituinte majoritário do OE d-limoneno com 
81,50% da composição, seguido do linalol (6,36%) e do β-Mirceno (2,95%).

Pico tr* (min.) Componentes Teor (%)
1 5,155 α-Pineno 0,33
2 6,350 β-Mirceno 2,95
3 6,861 Octanal 1,93
4 7,610 d-limoneno 81,50
5 8,287 1, Octanol 0,46
6 8,919 Linalol 6,36
7 8,959 Nonanal 1,08
8 9,866 Citronelal 0,06
9 10,523 Terpineol 0,12
10 10,873 α-Terpineol 1,39
11 10,926 Decanal 0,25
12 11,352 β-Citronelol 0,08
13 11,643 Neral 1,13
14 12,210 Citral 1,17
15 12,496 1, Ciclohexano 1,20

Tabela 2 - Constituintes químicos na amostra do OE de Citrus sinensis.

Nota: tr*: Tempo de retenção dos compostos na coluna em minutos;
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O composto químico d-limoneno é confirmado como constituinte majoritário do OE 
por Araújo et al. (2016) que ao extraí-lo das cascas de frutos de Citrus sinensis do mercado 
local de Aracaju, Sergipe realizou a caracterização química do mesmo através de CG/EM 
e notou a presença do constituinte em 91,88% de sua amostra.

Resultados semelhantes a este estudo também é notificado por Martins et al. (2017) 
que ao realizarem a caracterização química de óleos essenciais comerciais do gênero 
Citrus, observaram a presença do d-limoneno em 83,33% da composição do OE de Citrus 
sinensis.

O d-limoneno é um terpeno relativamente estável que possui aplicações na 
literatura para o desenvolvimento de bioprodutos vegetais (GRANJA et al., 2015). Os 
óleos essenciais do gênero Citrus possuem esse componente como majoritário em sua 
composição e propriedades como a atividade antimicrobiana pode ser comprovada por 
Rodrigues (2018), porém ao retratarmos o Citrus sinensis seu potencial bactericida e 
moluscicida foi pouco estudado, sendo relatados muitos trabalhos com relação a sua 
ação antimicrobiana antifúngica (RODRÍGUEZ-RODRÍGUEZ et al., 2017) e larvicida 
(ARAÚJO et al., 2016). Assim, observa-se que o OE de Citrus sinensis possui potencial 
para explorarmos sua atividade moluscicida e bactericida neste estudo, sendo de vital 
importância para o estado e para o país um produto natural obtido através da parte de um 
vegetal que é comumente descartado ou de aplicações superficiais.

3.3 Toxicidade

Na Tabela 3 são apresentadas as Concentrações Letais 50% referentes a ação dos 
OE’s frente a Artemia salina L. e sua posterior classificação segundo o critério de Dolabela 
(1997).

OE CL50 Classificação

Citrus sinensis 511,6 mg/L Atóxico

Tabela 3 – Concentração Letal 50% para ação do OE frente a Artemia salina L.

A Concentração Letal 50% (CL50) refere-se ao ponto em que o número de animais 
sobreviventes é igual ao número de animais mortos, e seguindo o critério de Dolabela 
(1997) é possível determinar a toxicidade de produtos naturais visando uma aplicação 
específica do agente no organismo alvo, visto que óleos com toxicidade elevada não são 
recomendados para aplicações biológicas.

Na Tabela 3 foi possível observar que O OE foi classificado como atóxico, logo, 
suas aplicações podem ser relativamente aceitáveis e sendo encorajadas. Desta forma, 
os ensaios de atividade moluscicida foram iniciados. É importante ressaltar que o OE 
de Citrus sinensis extraído das cascas do fruto apresenta até agora um rendimento 
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significativo e componentes químicos de importância biológica e neste ensaio de toxicidade 
apresenta a CL50 de 511,6 mg/L, muito acima do critério que era de apenas 250 mg/L para 
ser classificado como atóxico. Logo, este OE tem seu potencial de aplicação novamente 
incentivado.

É importante enfatizar que estudos relativos à toxicidade de produtos naturais é de 
vital importância para aplicações biológicas e estudos da literatura ainda não divulgam 
toxicidade das plantas em estudo em um teste específico como o bioensaio frente a 
Artemia salina.

3.4 Atividade moluscicida

Na Tabela 4 são apresentados os resultados referentes a atividade moluscicida do 
OE frente ao Biomphalaria glabrata. O OE de Citrus sinensis apresenta uma CL50 de 
83,33 mg/L, o mesmo não possui ainda estudos divulgados em periódicos científicos com 
a espécie nem com o óleo extraído das cascas, mostrando a relevância de estudos com 
essa espécie. 

OE CL50

Citrus sinensis 83,33 mg/L

Tabela 4 – CL50 para ação do OE frente ao Biomphalaria glabrata.

Para ser considerada moluscicida a substância deve eliminar o caramujo em todas 
as fases do seu ciclo de vida e no seu habitat natural, possuir baixas concentrações, 
baixo custo, ser estável no armazenamento em condições tropicais; fácil de transportar e 
aplicar; ter ação letal seletiva a caramujos, ser inócuo para o homem, animais domésticos, 
peixes e plantas, não sofrer decomposição na água e no solo e ser estável em condições 
de temperatura e irradiação solar (WHO, 2002). Dessa forma, o OE em estudo estão 
dentro desses padrões sendo apresentado como agentes moluscicida frente ao caramujo 
transmissor da esquistossomose.

O estudo com plantas demonstrando atividade moluscicida tem recebido atenção 
nas últimas décadas por ser uma alternativa de baixo custo e menos agressiva à natureza 
(KIROS et al., 2014). Visto que, os moluscicidas vegetais, quando comparados com os 
sintéticos, apresentam danos ambientais mínimos, constituem um método eficaz e de 
baixo custo que pode auxiliar no controle da esquistossomose, porém, apesar destas 
características, ainda são comercializados apenas moluscicidas sintéticos (SÁ et al., 
2017).

O uso de moluscicidas requer o entendimento acerca do mecanismo de ação dessas 
substâncias nos moluscos. A elucidação de tal processo necessita de estudos que revelem 
os detalhes referentes ao perfil fitoquímico do vegetal e a resposta fisiológica do molusco 
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frente aos constituintes químicos (SÁ et al., 2017). E essa atividade moluscicida das 
plantas é relacionada à presença de taninos e fenóis (OBIED et al., 2007).

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Através dos resultados obtidos na avaliação da toxicidade e atividade larvicida, 
conclui-se que o OE avaliado é composto por substâncias que propiciam e incentivam 
sua aplicação em virtude de seus potenciais para atividade biológica larvicida. 
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