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RESUMO

O uso de 6leos essenciais no combate ao mosquito Aedes
aegypti tem sido ferramenta promissora visto que ndo
causa danos ao meio ambiente. O objetivo deste estudo
foi avaliar a composicdo quimica e a atividade larvicida do
dleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus) no
controle de Aedes aegypti, além da determinagdo da
concentragdo letal média (CLso). A Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)
possibilitou identificar 94,65% da composi¢ao quimica da
amostra, em que os compostos majoritarios foram:
Citronelal (27,62%), Geraniol (16,63%), Elemol (14,78%) e

B-Citronelol (13,87%). Para calcular e avaliar a atividade
larvicida do dleo essencial, as larvas foram submetidas a
diferentes concentracdes (25 — 400 ppm) do dleo
essencial, diluido em solugdo hidroetandlica e
observadas até 72 h. As concentragGes de 125, 200 e 400
ppm exibiram 100% de mortalidade, enquanto a
concentracdo de 25 ppm e grupo controle ndo
demonstraram mortalidade. A concentragao letal média
(CLso) foi de 76,43 ppm, com intervalo de confianga (95%)
de 68,56-83,86 ppm.

PALAVRAS-CHAVE: Cymbopogon nardus; Composi¢do quimica; Atividade larvicida; Aedes aegypti.

THE CHEMICHAL COMPOSITION EVALUATION AND LARVICIDE ACTIVITY OF
CYMBOPOGON NARDUS ESSENTIAL OIL TO CONTROL AEGES AEGYPTI
POPULATION IN THE SOUTH-WESTERN AMAZON

ABSTRACT

The environment friendly effect in the assessment of
essential oils to eradicate mosquitoes transmitted
diseases has been a promising tool. The present research
was to evaluate chemical composition, larvicide activity
and stablish lethal concentration (ClLsp) of citronella
essential oil (Cymbopogon Nardus) to control Aedes
Aegypti population. Through chromatography—mass
spectrometry (GC/MS) analysis 94,65 % of the sample
was identified and the main components were:
Citronellal (27.62%), Geraniol (16.63%), Elemol (14, 78%)

and B-Citronellol (13.87%). To calculate and evaluate the
larvicidal activity of A. aegypti, the larvae were exposed
to different citronella oil concentrations of (25 — 400
ppm), diluted in hydroethanolic solution and observed up
to 72 hours. Concentrations of 125, 200 and 400 ppm
exhibited 100% mortality, while 25 ppm and the control
group did not show mortality. The average lethal
concentration (LCso) was 76,43 ppm, with a confidence
interval (95%) of 68,56-83,86 ppm.

KEYWORDS: Cymbopogon nardus; Chemical composition; Larvicidal activity; Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

A dengue é uma doenca viral endémica que tem afetado de forma intensa o mundo nas
ultimas décadas, ocorrendo em mais de 100 paises, colocando em risco de infeccdo cerca de 2,5
bilhGes de pessoas (Zhang et al., 2015). O mosquito Aedes aegypti é o vetor primario da febre
amarela, chikungunya e dengue, possuindo ampla distribuicdo nas zonas tropicais e subtropicais
(Durdn et al., 2016). A prevengdo da dengue tem sido restrita ao controle de vetores devido a
auséncia de vacinas eficazes e medicamentos. Dessa forma, a estratégia principal é realizar o
controle do vetor, normalmente pelo uso excessivo de inseticidas quimicos, que tem gerado mais
cepas resistentes, além da contamina¢do do meio ambiente (Batool et al., 2018; Niang et al., 2018).

Oleos essenciais sdo substancias volateis naturais, constituidos por diversos metabdlitos
secundarios (principios ativos), que sdo sintetizados pelas plantas como mecanismos de autodefesa
e competicdo por nutrientes. Sdo utilizados como excelente estratégia no controle de vetores da
dengue, visto demonstrarem diversas propriedades bioldgicas, dentre elas a inseticida (Isman, 2020;
Benelli et al., 2019). Além disso, os principios ativos dos 6leos essenciais podem atuar de forma
isolada ou sinérgica (Benelli et al., 2019; Merino et al., 2019).

Dentre as espécies produtoras de oleos essenciais, destacam—se as plantas da familia
Poaceae, representada pelo género Cymbopogon constituida aproximadamente de 140 espécies
distribuidas amplamente em todo mundo (Silveira et al., 2012). Cymbopogon nardus (L.) Rendle
(Figura 1), popularmente conhecida por capim citronela, apresenta extrema importancia devido a
suas propriedades, acaricida, inseticida e repeléncia (Raja et al., 2001; Olivo et al. 2008).
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Figura 1: Capim citronela — Cymbopogon nardus (L.) Rendle. (Fonte: Autor)

De acordo com a Agéncia Reguladora de Alimentos e Drogas nos Estado Unidos — FDA (Food
and Drug Agency), e a Organizagao Mundial da Saude — OMS, os 6leos essenciais sdo biodegradaveis
a produtos ndo-téxicos, demonstram baixa toxicidade e lento desenvolvimento de resisténcia das
cepas (Oliveira et al. 2011).

HOLOS, Ano 37, v.5, 9989, 2021




BORGES ET AL. (2021) H l]

ISSN 1807 - 1600

Na busca de encontrar novas estratégias para controle do mosquito Aedes aegypti, os 6leos
essenciais sdo utilizados como ferramentas promissoras, tendo em vista suas propriedades e
beneficios ambientais. Nesse sentido, o presente trabalho tem por objetivo determinar o
rendimento, a composicdo quimica e a atividade larvicida, incluindo a concentracao letal média
(CLsp) do dleo de citronela da espécie C. nardus cultivada em Cruzeiro do Sul — AC, bacia do rio Jurua,
uma das mais endémicas do pais em doengas como malaria e dengue.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENGAO DAS PLANTAS, PREPARO E EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo da espécie C. nardus, tombo n°. 6256, foi realizada no Laboratério de
Botanica do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Natureza - CCBN, da Universidade Federal do Acre —
UFAC. A espécie foi cultivada no municipio de Cruzeiro do Sul — AC, area rural Gleba Campinarana,
km 28 (7°26’50”S/72°42’14”W), por um periodo de 12 meses, sendo em seguida coletada. As
amostras foram obtidas de rizomas a partir de 15 cm da base do solo. As plantas foram armazenadas
em local seco e climatizado com temperatura média de 15°C, trituradas em equipamento na
Fundacdo de Tecnologia do Estado Acre — FUNTAC e da Unidade de Tecnologia de Alimentos da
UFAC — UTAL. Apds a trituracdo, as amostras foram desidratadas em estufa industrial por um
periodo de 48 horas em temperatura média de 45°C, conforme Moncada, Tamayo e Cardon (2014),
com adaptagdes.

As extracdes foram realizadas por meio do método de hidrodestilacdo proposto por Castro
et al. (2007), por uso de um micro destilador de vidro, acoplado a uma coluna tipo Clevenger vertical
e condensador horizontal, resfriados em banho ultratermostatico (QUIMIS, Q-214M2, 220 V), com
temperatura de entrada da dgua no condensador do sistema controlada entre 0 a 5°C e saida entre
20a30°C.

A massa seca de amostra, previamente pesada, foi imersa em 2 L dgua em baldo pirex de
capacidade de 5 L, seguido de aquecimento em manta (QUIMIS, Q-321A28, 220 V) com variagao de
temperatura de extracdo entre 110 a 140°C, por duas horas. O cdlculo de rendimento das extracées
foi expressado em % do volume de d6leo extraido por massa em gramas de planta seca (% v/m),
realizadas no Laboratdrio de Pesquisas em Biocombustiveis da Universidade Federal do Acre.

2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO DE CITRONELA

As andlises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) foram
realizadas em parceria com o Instituto de Andlise Forense (IAF), do Departamento de Policia Técnico
Cientifica, da Policia Civil do Estado do Acre, no equipamento CG/EM, modelo 78902/5975C, da
Agilent Technologies. Cada amostra foi diluida em hexano e injetado em uma coluna capilar HP-5MS
(30 m x 0,25 mm de didmetro interno x filme de 0,25 um), usando hélio (He) como gés de arraste,
em modo splitless. A temperatura do injetor foi de 290 °C, com gradiente iniciando em 80 °C, por
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cinco minutos, aumentando 4 °C.min? até 285 °C, permanecendo por 40 minutos. O detector e
interface do sistema permaneceram a 290 °C. O detector de massas operou com ionizacdo por
impacto de elétrons a 70 eV. Os espectros foram registrados fazendo uma varredura de massas de
30 a 600 Dalton. A metodologia foi adaptada segundo (Ferreira et al., 2005).

Os espectros de massa dos constituintes quimicos identificados no o6leo de citronela
passaram por um processo comparativo da biblioteca do equipamento com outros bancos, como o
NIST.

2.3 COLETA E TRIAGEM OVOS AEDES AEGYPTI

Os ovos foram coletados com o uso de armadilhas confeccionadas no Departamento de
Endemias e Saude Publica de Rio Branco. Utilizaram-se armadilhas de vasos plasticos escuros de 1
L, fixando nas mesmas, com grampos, placas de eucatex de 5 x 15 cm que foram imersas em 5 cm
de altura de 4gua, para que as fémeas depositassem os ovos na superficie. As armadilhas foram
instaladas no bairro Manoel Julido, em Rio Branco — AC, por um periodo trés meses. As placas foram
substituidas a cada cinco dias e recolhidas para a realizacdo da triagem dos ovos, utilizando uma
lupa de magnificacdo (Microscopio Estereoscépio Trinocular, Modelo 07440SZ - T).

2.4 TESTE LARVICIDA

Os ovos utilizados para o teste larvicida foram mantidos em camara de demanda bioldgica
de oxigénio (BOD) durante o periodo de 24 a 48 h para eclosdo. Apds a eclosao, as larvas de primeiro
instar (trés dias apds a eclosdo) foram separadas usando-se uma pipeta Pasteur. Foram
consideradas mortas aquelas que ndo reagiram ao estimulo mecanico. As larvas foram expostas ao
grupo controle (solucdo hidroetandlica 1:160) e demais tratamentos (25, 50, 75, 100, 125, 150, 200
e 400 ppm) por um periodo de 72 h, com intervalos de observacdo a cada 12 h, mantidas em camara
BOD em condicdes controladas de temperatura (25 + 1 °C), umidade relativa do ar (70 + 10%),
exposicao fotovoltaica de 14 horas, sendo alimentadas com farelo de pao.

O delineamento experimental foi constituido por nove grupos (um controle e oito
tratamentos), com trés repeticdes, de modo que para cada grupo foram utilizadas 60 larvas (20
larvas por repeticdo). Os dados na avaliacdo da taxa de mortalidade das larvas foram submetidos a
analise do Probit através do software POLO PC (LeOra SOFTWARE, 1987) para o calculo da
concentracdo letal média 50% (CLso) com ajuste do intervalo de confianca de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRACAO E RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE CITRONELA

As extracoes foram realizadas em 28 etapas, cada uma utilizando massa organica seca entre
400 e 500 g. As principais informacdes sobre a extracdo estdo dispostas na Tabela 1. O valor de
rendimento de extracdo obtido foi de 1,19% + 0,18% (v/m), abaixo dos obtidos por Oliveira et al.
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(2011), que reportaram a extracdo de diferentes dleos essenciais, com rendimento de 2,27% +*
0,70% (v/m) para o dleo de citronela, também da espécie Cymbopogon nardus (L.) Rendle. Todavia,
o valor encontrado é bastante proximo ao trabalho de Castro et al. (2007), que obtiveram
rendimento médio de 1,15% (v/m) e de Castro et al. (2010), que reportaram rendimento de 1,23%

(v/m).

Tabela 1: Dados de extragdo do dleo de citronela.

Massa Massa Volume Volume .
- . L . Rendimento Tempo Temperatura
planta média de de dleo médio de (% v/m) médio (h) média (°C)
seca (kg) extracdo (g) (ml) dleo (ml) ?

12,0  428,6+46,0 1430 511+080 1,20+0,18 2,5+0,7 1143+115

3.2 CARACTERIZAGCAO QUIMICA DO OLEO DE CITRONELA POR CG/EM

A andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa identificou 15
componentes na composi¢cdo quimica do éleo essencial de citronela, equivalendo a 94,65% da
amostra, sendo que os componentes majoritarios foram Citronelal (27,62%), Geraniol (16,63%),
Elemol (14,78%) e B-Citronelol (13,87%), conforme destacado na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢do quimica do 6leo essencial de citronela (CG-EM).

Componentes Tempo de retengdao (min)  Concentragao relativa (%)
1 DL - Limoneno 8.63 1,71
2 Citronelal 13.33 27,62
3 B-Citronelol 15.97 13,87
4 Neral 16.28 0,97
5 Geraniol 17.03 16,63
6 Citral 17.38 1,28
7 Acetato de citronelila 20.01 1,40
8 0-3-Careno 21.04 1,15
9 B-Elemeno 21.46 2,97
10 Germacreno 24.30 1,10
11 d-Cadineno 25.57 2,62
12 Elemol 26.56 14,78
13 Amorfeno 27.27 4,04
14 a-Cadinol 29.08 1,72
15 Naftaleno 29.48 2,78

94,65 (identificados)

Os compostos majoritarios se classificam em monoterpenos oxigenados: citronelal,
citronelol e geraniol, que somados correspondem a 58,12% da composicdo; e sesquiterpeno
oxigenado: Elemol, correspondente a 14,78%. Além dessas classificagdes estarem presentes nos
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demais compostos, também foram encontrados monoterpenos hidrocarbonetos, sesquiterpenos
hidrocabonetos, entre outros.

A Figura 4 apresenta a estrutura dos compostos majoritarios encontrados na composicdo
guimica do éleo de citronela.

CHs CHy CH,
W HsC
OH H,C¥
<o OH HZC;;'©\<CH3
| OH
H;C CHg HsC CHj HoC CH, CHjy CHs3

Citronelal Citronelol Geraniol Elemol

Figura 4: Estrutura dos compostos majoritarios do dleo de citronela. (Fonte: Autor)

Os resultados obtidos, apesar de apresentarem algumas variagdes quantitativas na
composicao, tem basicamente os mesmos compostos majoritarios encontrados na literatura.

Ootani et al. (2011), ao estudarem a toxicidade do 6leo de citronela sobre Sitophilus zeamais
MOTSCHULSKY, obtiveram Citronelal (36,53%), Geraniol (2,56%) e Citronelol (13,10%), como
compostos majoritarios, e ainda 8,24% de Elemol.

Oliveira et al. (2011), comparando os 6leos de citronela (C. nardus) e de capim-limdo
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) para atividade antilisterial, determinaram, por CG/EM, os teores:
Geranial (42,92%) e Neral (30,91%), como substancias principais do 6leo de capim-limao; e
Citronelal (34,61%), Geraniol (23,18%) e Citronelol (12,10%), do dleo de citronela. Isso demonstra
uma composicdo diferente para esses 6leos de espécies distintas da mesma familia. Nesse trabalho,
os autores ndo reportaram a presenca de Elemol.

Andrade et al. (2012) compararam o o6leo de citronela (C. nardus) com outros 6éleos
essenciais de outras familias para atividades antioxidante e antibacteriana. Encontraram a
composicao majoritdria: Citronelal (47,12%), Geraniol (18,56%) e Citronelol (11,07%). Observaram
ainda 4,04% de Elemol.

Castro et al. (2010) avaliaram o efeito da composicao do éleo de citronela em relacdo a época
de colheita. Os autores observaram que em todas as épocas de colheita (cinco) os compostos
majoritarios foram Geraniol, Citronelol e Elemol. O Geraniol sempre com maior concentra¢do, com
variagao de 31,63% a 38,40%. O Citronelol como segundo composto majoritdrio (variagdo de 10,34%
a 19,27%), exceto na primeira época de colheita (56 dias), onde a concentragdo de Elemol superou
a do Citronelol, 11,73% e 10,34%, respectivamente. Nessa pesquisa, o Citronelal ndo foi relatado
como majoritdrio, com concentracdes entre 1,80% a 4,03%.
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Outro trabalho que mostrou variagdes quantitativas significantes na composicao de dleo de
citronela foi o realizado por Veloso et al. (2012), os quais investigaram o efeito da adubacdo do solo.
Para 3 kg de adubo orgénico aplicado por cova, a composicao foi de: 35,43% de Geraniol (variacdo
de 21,83% a 35,43% em todos os testes); 17,80% de Citronelal (17,80% a 34,87%); 14,82% de
Citronelol (13,86% a 14,82%) e 4,47% de Elemol (1,10% a 4,47%). Observa-se que nessa adubacdo o
Citronelal apresentou um valor minimo e as demais substancias valores mdximos quando
comparados aos demais testes. O Citronelal sé apresentou o maximo (34,87%) na adubagdo de 6
kg, seguido por Geraniol (21,83%) e Citronelol (13,96%). Nos demais casos, o Citronelal ficou na 32
posicdo entre esses componentes.

Diversos sdo os fatores que podem afetar a composicdo dos dleos essenciais, o que inclui a
espécie botanica, diversidade genética, metodologia de extracdo, sazonalidade, clima, solo,
poluicdo, entre outros fatores (Cruz et al., 2015). Os resultados encontrados no presente trabalho
corroboram com a literatura em termos da presenca e variagao quantitativa dos fitocompostos
principais do 6leo essencial da Cymbopogon nardus. Sob o ponto de vista das concentragdes,
considerando metodologia semelhante de andlise, pode-se destacar a presenca significativa do
Elemol (15,61%), cerca de 2 a 4 vezes maior do que os encontrados nos trabalhos relatados acima,
onde a substdncia ndo foi reportada como majoritaria. Exceto para um dos casos da pesquisa
realizada por Castro et al. (2010). Assim, pode-se dizer que, de acordo com as condi¢Ges
edafoclimdticas para o cultivo da Citronela no alto Jurua (AC), tem-se um dleo de composicao
diferenciada, que pode ser aplicado para diversas propriedades de interesse bioldgico.

3.4 TESTE LARVICIDA

Os resultados obtidos mostraram que o 6leo de citronela C. nardus demonstrou atividade
larvicida sobre A. aegypti, em larvas de primeiro instar, em diferentes concentragdes (25, 50, 75,
100, 125, 150, 200 e 400 ppm), com efeito dose-dependente do composto. A Tabela 3 apresenta os
resultados do teste larvicida, para diferentes tempos de exposi¢cao. Observa-se que apds 60 h de
exposicdo ocorreu uma estabilizagdo da mortalidade de larvas, permanecendo as mesmas taxas até
72 h. A partir de 125 ppm, praticamente houve 100% de taxa de mortalidade. A faixa de maior
incremento de mortalidade ocorreu entre 75 e 100 ppm, apresentando 45,0% e 88,3%,
respectivamente. A menor concentracao (25 ppm) ndo exibiu nenhuma mortalidade, assim como o
grupo controle.

De acordo com Veloso et al. (2015), larvas de A. aegypti expostas por 24 h ao dleo de
citronela em diferentes concentragdes (83, 167, 250 e 333 ppm em volume) apresentaram atividade
larvicida e na maior concentragdo aplicada obteve-se 100% de taxa de mortalidade.
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Tabela 3: Atividade larvicida do dleo de citronela sobre A. aegypti em diferentes tempos de exposi¢ao.

Taxa de mortalidade média (%)
Concentragdo (ppm)
12h 36h 60h 72h

0 - Controle 0,0+£0,0 0,0£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
25 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
50 8,329 16,7 5,8 21,7+10,4 | 21,7+10,4
75 25,0+ 20,0 36,7+20,2 | 450+21,8 | 45,0+21,8
100 83,3+7,6 85,0+5,0 88,31+7,6 88,3+7,6
125 100,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0£0,0 | 100,0£0,0
150 86,7+5,8 96,7+2,9 98,3+1,7 98,3+1,7
200 100,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0£0,0 | 100,0£0,0
400 100,0+ 0,0 100,0+0,0 | 100,0+0,0 | 100,0+£0,0

A concentracdo letal média (Clso) encontrada, apds 60 h de exposicao, foi de 76,43 ppm,
com intervalo de confianga 95% de 68,56-83,86 ppm. Este resultado se assemelha aquele obtido
por Rios, Stashenko e Duque (2017), que encontraram ClLso de 71,26 ppm quando expuseram o 6leo
de C. nardus diluido em DMSO 0,5%, nas concentragdes de 30, 300 e 1000 ppm, para larvas de Aedes
aegyptiL., apos 48 h, e de 75,85 ppm, apds 24 h. No entanto, Ahouansou et al. (2019) testaram déleo
de C. nardus para larvas de Anopheles gambiae o valor da concentracdo letal média foi de 36,83
ppm, apds o periodo de 24 h.

Furtado et. al. (2005), utilizando o éleo de Cymbopogon winterianus diluido em DMSO, em
concentragdes de 1, 10, 50 e 100 ppm, encontraram o valor de 54,7 ppm para Clsg. Porém,
Mendonga et al. (2005), quando submeteram larvas de A. aegypti ao 6leo de C. winterianus pelo
periodo de 24h, determinaram o valor 98 ppm para concentracao média letal.

A literatura tem reportado atividade larvicida do dleo de citronela C. nardus para outras
espécies de insetos e até mesmo acaros. Phasomkusolsil e Soonwera (2010) expuseram por 5 a 10
minutos o 6leo de citronela para Culex quinque fasciatus, que demonstrou 100% de mortalidade
das larvas. Colpo, Jahnke e Filler (2014) também comprovaram que o 6leo essencial do capim
citronela exibiu atividade inseticida sobre Grapholita molesta em todas as fases do desenvolvimento
(ovo-larva-pupa e adulto). Em fémeas de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o 6leo de
citronela foi exposto em diferentes concentracdes (0,1- 100%), demonstrando 89,5% de eficiéncia
na maior concentracdo aplicada (Olivo et al. 2008).

Assim sendo, o potencial de toxicidade de éleos essenciais e seus componentes podem
exibir diferentes concentracdes letais médias a depender de fatores extrinsecos e intrinsecos da
planta coletada, bem como do nicho ecolégico da larva de A. aegypti, que pode afetar a
suscetibilidade (Barbosa et al. 2012). Além disso, outro fator é o estagio larval. Waliwitiya, Kennedy
e Lowenberger (2008) investigaram a atividade de diversos monoterpenos de éleos essenciais sobre
varios estagios larvais (1-4) de A. aegypti, e verificaram que quanto mais avancado for o estagio
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larval maior sera a capacidade de desintoxicacdo do composto. Também observaram que com o
aumento da espessura cuticular menor a agdo do composto.

4. CONCLUSAO

Nos ensaios de extracdo realizados para C. nardus cultivada na comunidade Gleba
Campinarana, alto Jurua, foi possivel obter um rendimento de extragdo de 1,19% +0,18% (v/m). A
andlise de CG/EM possibilitou identificar 15 compostos (94,65% da amostra), tendo como
majoritarios: Citronelal (27,62%), Geraniol (16,63%), Elemol (14,78%) e B-Citronelol (13,87%), com
destaque para a quantidade alta de Elemol em comparacdo a outros trabalhos na literatura. O éleo
de citronela demonstrou atividade larvicida sobre A. aegypti, em larvas de primeiro instar, em
diferentes concentragdes (25, 50, 75, 100, 125, 150, 200 e 400 ppm), com efeito dose-dependente
do composto. Verificou-se uma estabilizacdo de mortalidade de larvas apds 60 h de exposi¢do e
100% de mortalidade em concentragdes maiores ou iguais a 125 ppm. A concentragdo letal média
(CLso) encontrada foi de 76,43 ppm, com intervalo de confianga 95% de 68,56-83,86 ppm. Os
resultados apontam para a importancia do uso do éleo de citronela produzido nas comunidades,
para prevencdao e combate ao mosquito transmissor de doencgas historicamente endémicas na
regiao.
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