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INTRODUCAO

Produtos naturais abundantes e facilmente acessiveis podem servir como matéria-prima
para a preparagado de novas moléculas com potencial aplicagdo na area de farmacos ou ainda
como inseticidas. O resultado da destilagédo de cascas de laranja, denominado hidrolato de
laranja, apresentou em testes atividade contra moluscos aquaticos. Assim, para avaliar a
introducéo desse produto natural no meio ambiente resolveu-se testa sua toxicidade. Os testes de
toxicidade sdo elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas
biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias (FORBES e FORBES, 1994).
Muitos ensaios de toxicidade podem ser utilizados, como o ensaio de letalidade com o
microcrustaceo Artemia salina, que foi desenvolvido para detectar compostos bioativos em
extratos vegetais (MEYER et al., 1982). Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da
ordem Anostraca, utilizada neste trabalho como bioindicador de toxicidade. A Artemia € um
crustéceo filtrador que se alimenta basicamente de bactérias, algas unicelulares, pequenos
protozoarios e detritos dissolvidos no meio. A filtragcdo ocorre nos toracopodos, encarregados de
conduzir as particulas alimenticias em direcdo ao sistema digestivo. A taxa de filtracdo diminui
com o aumento da concentracdo de particulas, ficando estas acumuladas e interferindo o
processo normal de seus batimentos. Outro efeito das altas concentracdes é que podem passar
diretamente pelo tubo digestivo sem sofrer digestao, tornando o individuo subnutrido (SOUTO,
1991).

A maioria de experimentos que visam testas a toxicidade utilizam modelos baseados em
ratos em crescimento, apresentando desvantagens para o método como o gasto de quantidade de
amostra e o elevado custo (RIOS, 1995). A utilizag&o do crustaceo Artemia € uma espécie de facil
manipulacdo em laboratério e baixo custo econémico (CALOW, 1993). Estudos comprovam a
acao toxica de varias substancias naturais ao crustaceo Artemia (RIOS, 1995; NASCIMENTO et
al, 2008).

Buscando analisar a toxicidade do hidrolato de laranja para testar sua agcdo contra moluscos
sem interferir no processo ambiental, o presente trabalho objetiva avaliar o efeito toéxico do produto

natural de laranja, resultado do método de destilacdo, com relacdo ao crustaceo Artemia salina.



METODOS E FUNDAMENTACAO TEORICA

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi realizada através da adaptacao da
metodologia de Meyer et al. (1982), preparando-se uma solugdo com sal marinho na concentragéo
de 30 g L™. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de solugéo 0,1 mol L™ de NaOH. Esta
solucgéo foi utilizada para ecloséo dos ovos de Artemia salina e no preparo das demais diluigoes.
Os ovos foram colocados para eclodir na solugéo salina por 48 horas, com aeragdo constante a
25 °C (Figura 1).

Figura 1. Aquario contendo cistos de Artemia salina submetidos durante um periodo de 48h,

sobre iluminag&o e aeragéo constante para ecloséo.

Cerca de 10 larvas de Artemia salina foram transferidas para tubos contendo a solugéo
salina e amostras a serem testadas, nas seguintes concentracdes do extrato aquoso: 10, 100,
500, 1000 e 1500ppm e extrato bruto do hidrolato. O ensaio foi realizado em triplicata de

amostras, sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada ap6s 24 horas (Figura 2).

Figura 2. Bioensaio com nauplios de Artemia salina em concentracdes diferentes do
hidrolato de laranja.

Aos dados de porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, em relagdo ao aumento da
concentracdo do hidrolato de laranja, ajustou-se uma equacéo linear simples, a qual foi utilizada
para estimar a concentracao de extrato responsavel por matar 50% das artemias valor
representativo da DLs,. Utilizou-se método grafico de analise para obtengéo da DLs, (dose letal do
extrato para 50% da populacédo). O teste foi acompanhado de um controle negativo, somente com

agua salina.



RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato foi testado nas concentracdes de 10, 100, 500, 1000 e 1500 ppm e no extrato
bruto. A andlise grafica do ensaio testado confere para o hidrolato de laranja DLsy = 756.000 ppm.
Os resultados dos ensaios nas concentracdes testadas podem ser visualizados nas figuras 3 e 4.

O extrato testado ndo apresentou toxidade frente a Artemia salina, uma vez que a DLs, >
1000 ppm. Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), sdo consideradas tdxicas
substancias que apresentam valores de DLs, abaixo de 1000 ppm em Artemia salina (Meyer et al.,
1982). O motivo que corrobora a observagéo da baixa toxicidade do hidrolato de laranja sobre A.
salina € o fato de esta planta ser comumente utilizada na complementacao da alimentagéo.
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Figura 3. Porcentagem de nauplios de Artemia salina mortos em relagdo ao aumento de
concentracao do hidrolato de laranja evidenciados pela linha azul no gréfico (concentragdes 10,
100 e 1000 ppm). A DLs, (dose letal do hidrolato para 50% da populagéo) é observada em
755.921,3, ou aproximadamente 756.000 ppm do extrato.
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Figura 4. Porcentagem de nauplios de Artemia salina mortos em relacdo ao aumento de
concentracao do hidrolato de laranja evidenciados pela linha azul no gréafico (concentra¢des 100,
500, 1000 e 1500 ppm).

A auséncia de toxicidade do hidrolato de laranja frente aos nauplios de Artemia salina
fornecem dados para a utilizacao do referido produto natural na agédo contra caramujos, espécies
invasoras que podem causar danos no meio ambiente ou agirem como transmissores de

patologias humanas e animal.



CONCLUSOES

O hidrolato de laranja nao apresentou toxicidade ao microcrustaceo Artemia salina. Os
resultados foram bons, apresentando dados positivos para o objetivo de pesquisa. Estudos
apontam ac¢éo moliscicida do hidrolato em moluscos aquaticos, o fato de ndo apresentar
toxicidade em Artemia confere que o hidrolato de laranja pode apresentar uma possivel acéo
toxica seletiva e, portanto, viabiliza a possivel utilizacéo do extrato no meio ambiente como

interventor de caramujos invasores.
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