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RESUMO 

O milho (Zea mays L.) é um cereal de tradicional importância econômica e social. Em 

condições climáticas tropicais, os insetos assumem particular importância como 

pragas dos grãos armazenados, com isso os insetos causam diminuição do valor 

nutricional e desvalorização do valor do produto. As principais pragas de grãos 

armazenados são membros da ordem Coleoptera, destacando-se o Sitophilus 

zeamais (Motschulsky). O presente estudo objetivou avaliar a atividade inseticida do 

óleo essencial comercial de Pothomorphe umbellata e do óleo essencial das folhas de 

Myrciaria floribunda coletadas do banco de germoplasma da Universidade Federal de 

Alagoas. Além disso, objetivou desenvolver um produto para o controle de S. zeamais. 

Para isso, primeiramente foi feita a extração do óleo de M. floribunda por 

hidrodestilação à 160°C por 3h. O óleo essencial de P. umbellata foi adquirido em loja 

especializada. Depois os óleos foram caracterizados pelas técnicas de cromatografia 

gasosa e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Em seguida 

foram feitos testes de toxicidade por contato, por fumigação, por ingestão e atividade 

das enzimas digestivas e acetilcolinesterase. A análise da composição química do 

óleo essencial de M. floribunda mostrou que os componentes majoritários são: E-

Cariofileno (26,81%); Viridiflorol (6,64%) e α – Selineno (3,58%). Para o OE de P. 

umbellata foi identificado que seus constituintes principais foram: β – Pineno (27,33%), 

α – Pineno (14,55%) e Linalol (12,03%). O teste de toxicidade fumigante mostrou que 

em concentrações a partir de 4 µL/L de ar foram significativamente diferentes em 

relação ao controle para o OE de M. floribunda, já para P. umbellata, todas as 

concentrações foram significativamente diferentes em relação ao controle, exceto a 

concentração de 2,7 µL/L, Para o teste de ingestão os resultados mostraram que os 

dois óleos interferiram na nutrição, causando diminuição da biomassa dos insetos. 

Nos testes de efeito das enzimas digestivas, vale destacar que o OE de P. umbellata 

reduziu a atividade da amilase nas menores concentrações, no entanto, o OE de M. 

floribunda aumentou a atividade da enzima nas maiores concentrações. Quanto a 

tripsina não houve alteração. Em relação a acetilcolinesterase foi verificado um 

aumento da sua atividade nos dois OE. Assim, podemos concluir que os dois OEs 

apresentam importante atividade inseticida no controle do S. zeamais contribuindo 

assim, para a diminuição de problemas originados por insetos-praga de produtos 

armazenados em regiões tropicais. 

Palavras-chave: bioinseticida; sitophilus zeamais; óleos essenciais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
ABSTRACT 

 

Corn (Zea mays L.) is a cereal of traditional economic and social importance. In tropical 

climatic conditions, insects are particularly important as pests of stored grains, with the 

insects causing a decrease in nutritional value and a devaluation of the value of the 

product. The main pests of stored grains are members of the order Coleoptera, 

especially Sitophilus zeamais (Motschulsky). The present study aimed to evaluate the 

insecticidal activity of the commercial essential oil of Pothomorphe umbellata and the 

essential oil of Myrciaria floribunda leaves collected from the germplasm bank of the 

Federal University of Alagoas. In addition, it aimed to develop a product for the control 

of S. zeamais. For this, first, the extraction of oil from M. floribunda was performed by 

hydrodistillation at 160°C for 3h. The essential oil of P. umbellata was purchased at a 

specialized store. Afterwards, the oils were characterized by gas chromatography and 

gas chromatography techniques coupled with mass spectrometry. Then, toxicity tests 

were performed by contact, fumigation, ingestion and activity of digestive enzymes and 

acetylcholinesterase. The analysis of the chemical composition of the essential oil of 

M. floribunda showed that the major components are: E-Caryophyllene (26.81%); 

Viridiflorol (6.64%) and α - Selinene (3.58%). For the OE of P. umbellatait was identified 

that its main constituents were: β – Pinene (27.33%), α – Pinene (14.55%) and Linalol 

(12.03%). The fumigant toxicity test showed that concentrations from 4 µL/L of air were 

significantly different from the control for the OE of M. floribunda , while for P. umbellata 

, all concentrations were significantly different from the control, except for the 

concentration of 2.7 µL/L. For the ingestion test, the results showed that the two oils 

interfered with nutrition, causing a decrease in insect biomass. In the tests of the effect 

of digestive enzymes, it is noteworthy that the EO from P. umbellata reduced the 

amylase activity at the lowest concentrations, however, the EO from M. floribunda 

increased the enzyme activity at the highest concentrations. As for trypsin, there was 

no change. Regarding acetylcholinesterase, an increase in its activity was verified in 

both OE. Thus, we can conclude that the two EOs have important insecticidal activity 

in the control of S. zeamais , thus contributing to the reduction of problems caused by 

insect pests in products stored in tropical regions. 

 

Keywords: bioinsecticide; sitophilus zeamais; essential oils. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No setor de produtos armazenados, os insetos-praga são responsáveis por 

perdas, resultando em redução de peso e volume, prejuízo da germinação, 

contaminação e perda geral de qualidade dos grãos (LEE et al., 2002). Considerado 

um cereal de importância econômica para o homem, o milho, para que não perca a 

sua qualidade, necessita ser armazenado de forma adequada durante o ano todo, a 

fim de evitar a escassez na entressafra, a oscilação de preços no mercado e os danos 

causados por pragas (BRACKMANN et al., 2002). 

As principais pragas de grãos armazenados são membros da ordem 

Coleoptera, e dentre os membros dessa ordem, destaca-se o Sitophilus zeamais 

(Motschulsky). Como praga primária de milho armazenado, o gorgulho-de-milho como 

é conhecido o S. zeamais é capaz de penetrar e infestar os grãos intactos, nos quais 

estágios imaturos se desenvolvem, deixando o milho com menor qualidade e valor 

(NWOSU & NWOSU I., 2012).  

O controle de insetos praga é feito, comumente, com inseticidas fumigantes, 

aplicando produtos químicos sintéticos, no entanto, com o uso massivo desses 

inseticidas, muitas populações de insetos adquiriram forte resistência a maioria dos 

grupos de inseticidas (SINGAB et al., 2014).  

Nas últimas décadas, o interesse pelos compostos derivados de plantas se 

intensificou devido ao seu potencial como alternativa para controlar pragas agrícolas 

e vetores de doenças. Além disso, a crescente demanda por produtos naturais 

oriundos de vegetais, em especial os óleos essenciais, tem sido intensificada como 

uma importante estratégia alternativa para mitigar os efeitos adversos de pragas de 

grãos armazenados (LIU et al., 2007; KHAWAR et al., 2015; ASHRAF et al., 2020). 

Alguns aspectos incentivaram a busca por compostos bioativos em plantas: a 

variedade de metabólitos e seu modo de ação; menor toxicidade a mamíferos do que 

os dos agentes atualmente utilizados e um baixo impacto ambiental (SENTHIL - 

NATHAN, 2015; CAMAROTI et al., 2018). 

Os óleos essenciais (OEs) são uma mistura de compostos extraídos de plantas 

aromáticas, principalmente devido a seus compostos químicos como: compostos 

terpênicos, álcoois, aldeídos, ésteres, éteres e cetonas (KOUL ET AL., 2008; 

MAHDAVIKIA E SAHARKHIZ, 2015; SADGROVE E JONES, 2015; HAZRATI ET 

AL.,2018). Eles são conhecidos por sua ampla gama de propriedades biológicas, 
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como propriedades anti-ulcerogênicas, antiinflamatórias, anticancerígenas, 

antioxidantes e antimicrobianas (MAJID et al., 2018; PRIYADARSHI et al., 2018). 

Além disso, os óleos essenciais extraídos de plantas vêm sendo usados como 

inseticidas para combater ou repelir insetos-praga, sendo considerados uma 

alternativa aos pesticidas convencionais devido à sua baixa toxicidade (RAWANI et 

al., 2014).  

Há uma gama de trabalhos que demonstram a viabilidade de uso de compostos 

bioativos obtidos por vegetais no controle e manejo de insetos-praga em produtos 

armazenados, em especial o S. zeamais. O OE de Mentha longifolia foi repelente e 

fumigante (ODEYEMI et al.,2008). O OE de Citrus sinensis foi tóxico via fumigação e 

teve efeito inibitório na enzima acetilcolinesterase em S. zeamais (OYEDEJI et al., 

2020). O OE extraído de Mosla chinensis apresentou atividade fumigante (LU et al., 

2020). Já os OEs de Piper aduncum L. e Piper hispidinervum apresentaram toxicidade 

via contato e por fumigação em adultos (ESTRELA, 2006). 

Myrciaria floribunda é uma planta de porte arbustivo a arbóreo pertencente à 

família Myrtaceae de ampla distribuíção geográfica, podendo ser encontrada na 

América Central e América do Sul. No Brasil, tem ocorrência confirmada em 

praticamente todas as regiões (SOBRAL, et al., 2013). É comumente conhecida como 

‘camboim’, ‘jabuticabinha’, ‘murta’. Esse vegetal apresenta frutos que quando 

maduros podem ser consumidos in natura, mas tradicionalmente são coletados e 

processados em poupa para serem usados na fabricação de doce, geléias e 

compotas. Além disso, os frutos inteiros ou macerados podem ser usados para a 

produção de licores e garrafadas (frutos inteiros conservados em aguardente), pelas 

comunidades locais das regiões litorâneas do Nordeste e Sudeste (LOURENÇO & 

BARBOSA, 2012; TIETBOHL et al., 2012; 2014).  

Estudos revelam que a espécie é uma boa fonte de óleos essenciais, sendo 

OE extraído de folhas, flores e caule. O OE de M. floribunda tem sido estudado como 

potencial bioinseticida contra insetos-praga como por exemplo Rhodnius nasutus 

(LOPES, 2014), Dysdercus peruvianus e insetos fitófadgos Oncopeltus fasciatus 

(TIETBOHL et al., 2014).  Além disso, o OE de folhas de M. floribunda foi capaz de 

inibir o crescimento bacteriano e inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase 

(TIETBOHL et al., 2014) 

Potomorphe umbellata é uma planta herbácea arbustiva pertencente a família 

piperaceae, conhecida como ‘caapeba’ ou “pariparoba”. No Brasil pode encontrá-la 
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em todas as regiões do Brasil, principalmente nos estados de São Paulo, Minas 

Gerais, Espírito Santo e Bahia (BAGATELA, et al., 2013)). 

Diferentes diferentes atividades farmacológicas foram verificadas com o uso 

desse vegetal: antiinflamatório e analgésico (PERAZZO et al. 2005), antibacteriano 

(ISOBE et al. 2002), antifúngico (RODRIGUES et al. 2012) e antimalárico (AMORIM 

et al. 1988). Os OEs apresentam dessa planta apresentaram propriedades com 

atividade inseticida e repelente contra várias espécies de insetos (ISMAN, 2000). 

Dentre as pragas de grãos armazenados, o OE das folhas de P. umbellata apresentou 

efeito insetistático sobre Rhyzopertha dominica e Sitophilus zeamais em trigo, através 

dos bioensaios de superfície de contato, repelência e fumigação (Pauliquevis et al., 

2013; 2015). 

Ante à importância do S. zeamais ao setor de grãos armazenados, e a inópia 

de formas alternativas mais seguras, é relevante a realização de estudos que avaliem 

o potencial inseticida de óleos essenciais no controle desse inseto-praga. O presente 

trabalho foi realizado objetivando estudar a atividade inseticida de óleos essenciais no 

controle de S. zeamais. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial inseticida de óleos essenciais de Pothomorphe umbellata e 

Myrciaria floribunda contra S. zeamais. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

• Identificar e quantificar os compostos presentes nos óleos essenciais de 

Pothomorphe umbellata (comercial) e Myrciaria floribunda; 

• Avaliar a toxicidade por fumigação de óleos essenciais de Pothomorphe 

umbellata e Myrciaria floribunda em adultos de S. zeamais sobre adultos;  

• Verificar a toxicidade por contato dos óleos essenciais de Pothomorphe 

umbellata e Myrciaria floribunda em adultos de S. zeamais;  

• Avaliar a toxicidade por ingestão de óleos essenciais de Pothomorphe 

umbellata e Myrciaria floribunda em adultos de S. zeamais;  

• Avaliar o efeito dos óleos essenciais na atividade de enzimas digestivas e 

acetilcolinesterase em adultos de S. zeamais. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

O milho (Zea mays L.) é originado da América Central e do México. É um cereal 

de tradicional importância econômica e social, sendo notável na alimentação da 

população mundial e brasileira. Configura como a terceira cultura mundialmente entre 

os cereais, perdendo para o trigo e arroz (MAKATE, 2010; CONAB, 2020). É 

considerada uma cultura de utilidade industrial, sendo usada nas indústrias de 

alimentícia e combustível, indústria farmacêutica (produção de óleo e transportador 

de vitaminas e medicação), na indústria alimentícia (amido, cereais infantis, rações, 

xarope de frutose, óleo de milho, aditivos alimentares e suplementos alimentares) e 

indústria cosmética (cosméticos, sabonetes, plásticos biodegradáveis, material 

absorvente para fraldas) (KLING & EDMEADES, 1997; MORRIS, 2001; YOUNG, 

2003; ACHARYA & YOUNG, 2008; MAKATE, 2010; TONGJURA et al., 2010).  

A produção total brasileira de milho na safra 2020/2021 ficou estimada em 

104,9 milhões de toneladas, para uma área cultivada de 18.442.200 hectares (CONAB 

2020). O Brasil configura-se como terceiro maior produtor de milho do mundo, com 

uma produtividade de cerca de 5.688 kg/ha, sendo a liderança dos Estados Unidos 

(cerca de 392,5 milhões de toneladas) e China (cerca de 257, 4 milhões de toneladas). 

A Argentina ocupa a quarta posição, com um volume de produção de quase 43,5 

milhões de toneladas (FAO, 2020). O Nordeste brasileiro apresenta uma capacidade 

de estocagem de cerca de 7 milhões de toneladas de grãos, com uma produção 

estimada em 12 milhões de toneladas. 

A cultura do milho, por suas características fisiológicas, tem elevado potencial 

produtivo. No entanto, a produtividade média nacional ainda é considerada baixa, 

cerca de 6.000 kg/ha na 1a safra e 5.300 kg/ha na 2a safra (CONAB, 2020). 

O estado fisiológico normal do milho pode ser interferido por fatores bióticos e 

situações de estresse que, em consequência, diminuem a produtividade da cultura. 

Os fatores bióticos podem propiciar desordens nos processos fisiológicos das plantas, 

provocando perdas significativas. da lavoura (SOUZA & BARBOSA, 2015). 

Dentre os fatores bióticos que interferem na produtividade do milho pode-se 

citar uma doença, transmitida para as plantas de milho através de um inseto chamado 

Dalbulus maidis, denominada enfezamento vermelho do milho. Essa doença pode 

provocar redução na produção de grãos, ocasionando em estudos sob condições de 

casa de vegetação, reduções de 52 a 72% (TOFFANELLI, 2001). Já em ensaios de 
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campo, a doença reduziu em 70% a produção e 100% em campos comerciais 

(MASSOLA JÚNIOR, 1998; OLIVEIRA et al., 1998;OLIVEIRA & SABATO, 2018). 

 

2.1 Pragas de Grãos Armazenados 

Os danos sofridos pelos grãos armazenados são definitivos e irrecuperáveis, 

uma vez que o processo de alimentação das pragas de grãos armazenados causa 

uma considerável perda de peso, redução de nutrientes e do poder germinativo em 

sementes (ARAUJO et al., 2001). No setor de armazenamento, os insetos-praga são 

os principais responsáveis por estas perdas. Este problema é mais importante para 

os agricultores de subsistência, para os quais os grãos armazenados fazem parte da 

alimentação básica (SILVA-AGUAYO et al., 2004) e as condições de armazenamento 

são precárias. 

Em condições climáticas tropicais, os insetos assumem particular importância 

como pragas dos grãos armazenados, pelo fato da massa de grãos constituir-se em 

ambiente ideal para seu desenvolvimento. Infestações, que se iniciam no campo, e 

persistindo no armazenamento, ocasionam diminuição do valor nutricional, 

desvalorização do produto, diminuição do grau de higiene, redução de massa, e 

promovem o aquecimento da massa de grãos no local da infestação consideráveis no 

peso e na qualidade dos grãos e sementes (GARCÍA-LARA; BERGVINSON, 2007).  

De acordo com o hábito alimentar, os insetos-praga de grãos armazenados 

podem ser classificados como pragas primárias, capazes de atacar os grãos inteiros 

e sadios, ou secundárias, que se alimentam dos grãos previamente danificados 

mecanicamente ou por insetos primários. Entre os grupos de insetos-praga que 

atacam grãos armazenados, destacam-se as espécies: S. oryzae (L.) e S. zeamais 

(Motschulsky). Estas pragas são responsáveis por perdas quantitativas e qualitativas 

durante o armazenamento dos grãos (LORINI et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006). 

 

2.1.1 Aspectos Gerais do Sitophilus zeamais 

O gorgulho do milho, S. zeamais é a praga pós-colheita mais importante 

economicamente da cultura do milho. Esse inseto apresenta tamanho de 

aproximadamente 3 mm de comprimento quando adulto e coloração castanho-escuro 

com manchas avermelhadas nos élitros e com manchas mais claras nas asas 

anteriores. A cabeça é projetada à frente, na forma de rostro curvado sendo nas 

fêmeas mais longo e afilado do que nos machos (Fig. 1) (LOECK, 2002; LORINI et al., 



14 

 

2010). As larvas apresentam coloração amarelo-clara e cabeça escura, já as pupas 

são brancas com rostro visíveis (GALLO et al., 2002).  

 

 
Figura 1 – Adulto de Sitophilus zeamais 

Fonte: Antunes, 2010 

 

No início do ciclo biológico do S. zeamais que dura cerca de cinco semanas, a 

fêmea perfura o grão, geralmente na região do embrião, depositando um ovo e em 

seguida cobrindo o orifício com uma substância gelatinosa (LANGSI, 2020). A fase 

embrionária dura, em média, 4 dias. As larvas desenvolvem-se dentro do grão, e 

transformando-se em pupa ainda no interior do mesmo (GALLO et al., 2002). O 

período de incubação dura em média de 5 dias, sendo que 27% dos ovos se 

desenvolvem até a emergência dos adultos, sendo 48% de adultos machos e 52% de 

fêmeas (LORINI et al., 2010). O ciclo de ovo até adultos é de 34 dias em temperaturas 

entre 15 e 35°C em condições de 27°C e 70% de umidade relativa (REES, 1996), 

sendo o período de oviposição é de cerca de 100 dias (LORINI, 2008; GALLO et al., 

2002).  

Por se alimentarem das partes internas dos grãos, as larvas propiciam redução 

do peso do grão, resultando na diminuição dos valores nutricionais e econômicos do 

grão, reduzindo assim a viabilidade da semente (SULEIMAN et al., 2015). O S. 

zeamais pode infectar tanto pela forma larval, que se desenvolve no interior do grão, 

como pelos adultos (SANTOS & FONTES, 1990), tanto no campo como durante o 

armazenamento, com diminuição do peso dos grãos acima de 15%, resultando em 

perdas econômicas de até 60% em seis meses (CONTE, 2013; WEI et al., 2014). 
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2.2 Inseticidas Botânicos 

Durante o processo evolutivo, alguns vegetais desenvolveram mecanismos de 

defesa através de adaptações defensivas contra herbívoros (MIRESMAILLI & ISMAN, 

2014). As plantas podem possuir compostos químicos oriundos da síntese de 

metabólitos secundários menos tóxicos que além da importância para as plantas, 

esses metabólitos possuem atividade farmacológica e agronômica (DEQUECH et al., 

2008; PEREIRA & CARDOSO, 2012). Os metabólitos secundários constituem um 

conjunto de compostos cujos principais grupos de metabólitos secundários, baseados 

na estrutura química, são: terpenos, fenóis e compostos nitrogenados (CHOWANSKI 

et al., 2016). 

A flora brasileira é rica e diversificada, oferece opções para a descoberta de 

novas plantas com atividade inseticida, o que pode significar alternativas de controle 

de insetos-praga e, consequentemente, uma contribuição significativa para o manejo 

de pragas de grãos armazenados. De modo geral, são utilizadas no formato de pós, 

óleos e extratos (ROEL, 2001; KRINSKI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018). 

Nas últimas décadas, no Brasil uma gama de estudos tem demonstrado que os 

metabólitos secundários provenientes das plantas apresentaram atividade inseticida, 

caracterizando como uma nova alternativa de controle para pragas de grãos 

armazenados ( LIMA et. al., 2013; BACCI et al., 2015; CAMPOS et al., 2015). 

Para o incremento do uso de inseticidas botânicos é necessário a identificação 

de suas substâncias, pois, se pode conhecer as propriedades desses compostos e a 

maneira como eles afetam a biologia dos insetos-praga (RATTAN, 2010; CORRÊA & 

SALGADO, 2011; PIMENTEL, 2012; MENDONÇA, 2019).  Alguns compostos 

oriundos de vegetais atuam no sistema nervoso central dos insetos, sua fisiologia, seu 

desenvolvimento, sua capacidade alimentar, seu comportamento de oviposição e 

inclusive causando mortalidade (RATTAN, 2010; COITINHO, 2011; LUCENA et al., 

2017). 

 
2.3 Óleos Essenciais 

Os óleos essenciais OEs) são constituídos por uma mistura complexa de 

voláteis sob a forma liquida e odorífera provenientes do metabolismo secundário das 

plantas (NAVARRETE et al., 2011; MILLEZI et al., 2013). Os OEs servem de matéria 

prima para importantes indústrias: agronômica, farmacêutica, cosmética e alimentos 
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(SILVEIRA et al., 2012; OOTANI et al., 2013). Por apresentar inúmeros constituintes 

químicos, os óleos essenciais possuem largo espectro farmacológico, sendo utilizados 

como antimicrobianos, antiespasmódicos, anti-helmínticos, antiprotozoários, 

analgésicos, sedativos e anti-inflamatórios (KHALID et al., 2011; MOSTAFA et al., 

2018; KAIMOTO et al., 2016). 

Quimicamente, a maioria dos óleos essenciais são constituídos por derivados 

fenilpropanóides e/ou terpenóides (HEINZMANN; SPITZER; SIMÕES, 2017). Esses 

compostos voláteis, podem interferir toxicamente na bioquímica, na fisiologia digestiva 

e no comportamento dos insetos (COITINHO, 2011; PRATES & SANTOS, 2002).  

Diversos compostos puros e/ou extraídos de óleos essenciais apresentam 

toxicidade fumigante e de contato contra vários insetos, tais comoS. zeamais e S. 

oryzae. Podemos citar como exemplos o Eugenol (PRATES et al., 2019), o 1,8 cineol 

(ARAÚJO, 2014), metil chavicol do óleo (RIBEIRO et al., 2020), (E) – cariofileno de 

(RAMOS et al., 2013) contra S. zeamais. 

O efeito fumigante dos óleos essenciais tem sido demonstrado em vários 

trabalhos. Tapondjou et al. (2005) avaliaram o OE de Eucalyptus saligna e obtiveram 

uma CL50 para S. zeamais para fumigação de 0,36 µL cm-2 de óleo. Usando o óleo 

essencial de Ageratum conyzoides para o controle de S. zeamais, Bouda et al. (2001) 

obtiveram uma LC50 de 0,09% em 24 h. 

 

2.4 Pothomorphe umbellata 

Pertencente à família Piperaceae, a Pothomorphe umbellata também chamada 

de caapeba ou pariparoba, em virtude de seu uso na medicina popular do Brasil para 

o tratamento de diversas patologias vem sendo estudada (SPONCHIADO et al., 

2007). É um vegetal arbustivo ereto, perene, muito ramificado, com caules articulados, 

com 1,0 a 2,5 m de altura, apresentando folhas largas. Produz flores pequenas de 

coloração creme-esverdeado. Se desenvolve do estado do Amazonas ao sul do Brasil, 

principalmente nos estados de São Paulo, Minas Gerais, Espírito Santo e Bahia 

(ANGELY, 1969; LORENZI & MATOS, 2002). 

Há diversos trabalhos de natureza etnobotânica onde a P. umbellata é citada, 

expondo sua utilidade em comunidades tradicionais. Pode-se destacar trabalhos 

relacionados a problemas hepáticos, hipertensivos e gástricos (PASA, 2011; 

VÁZQUEZ et al., 2014; PEREIRA & PASA,2020). 
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Essa espécie apresenta também diversas atividades farmacológicas. Perazzo 

et al. (2005) utilizando extrato etanólico das folhas de P. umbellata, observaram que 

o mesmo apresentava atividades anti-inflamatória e analgésica. Já Lopes et al. (2013) 

demonstraram que o extrato etanólico bruto das folhas apresentava atividade 

antioxidante (IC50 = 1,2 μg/mL), bem como, o constituinte majoritário (4-

nerolidilcatecol, IC50 = 8,6 μg/mL). Além disso, Isobe et al. (2002) verificaram que o 

extrato metanólico das partes aéreas de P. umbellata e seu principal componente N-

benzoilmescalina apresentaram significativa atividade antibacteriana contra 

Helicobacter pylori. Já Rodrigues et al. (2012) verificaram atividade antifúngica das 

frações de diclorometano e hexano do extrato etanólico da parte aérea, com 

concentração inibitória mínima (CIM) de 78,13 μg/mL. Extratos etanólicos de folhas 

de P. umbellata administrado por via oral (250 e 1250mg/kg) ou por via subcutânea 

(100 e 500 mg/kg) evidenciaram atividade antimalárica, reduzindo significativamente 

os níveis de parasitemia de forma dose-dependente (AMORIM et al., 1988). Além 

disso, Pauliquevis & Favero (2015) obtiveram efeito fumigante do OE das folhas de P. 

umbellata em S. zeamais em trigo. Já Faveto et al. (2013) obtiveram efeito tóxico por 

contato do OE das folhas de P. umbellata contra Rhyzopertha dominica. 

 
2.5 Myrciaria floribunda 

O gênero Myrciaria é o maior gênero exclusivamente neotropical da família das 

plantas Myrtaceae, com um pouco mais de 140 gêneros e 4.630 espécies (SOBRAL 

et al., 2013). A Myrciaria floribunda pode ser encontrada nos estados do Norte, 

Nordeste (Alagoas, Bahia e Pernambuco), Centro-Oeste, Sudeste e Sul (FLORA DO 

BRASIL, 2016). Essa espécie é popularmente conhecida no Brasil como Cambuí, 

Cambuim, Cambiuva, Cambuí-amarelo, Cambuí-Vermelho e Murta (LEMOS et al., 

2018). Possui cerca de 5 metros de altura, com inflorecências de flores brancas e 

frutos de coloração alaranjada ao vermelho escuro quando maduros (LOPÉZ et al., 

2006; SOUZA & MORIM, 2008; LOURENÇO & BARBOSA, 2012). 

Estudos com M. floribunda revelaram que esse vegetal tem grande potencial 

farmacológico, visto que os compostos bioativos presentes na polpa dos frutos e no 

óleo essencial das folhas, tem ação no controle de doenças, ação antibactericida e 

inseticida (RAMOS et al., 2010; THIEBOLT et al., 2014; OLIVEIRA, 2015). O OE das 

folhas dessa espécie apresenta atividade inseticida para ninfas de Rhodnius prolixus, 

Oncopeltus fasciatus e Dysdercus peruvianus com efeito tóxico de contato 
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(THIEBOLT et al., 2012; THIEBOLT et al., 2014). Sendo assim, o OE desse vegetal 

apresenta potencial inseticida, no entanto, ainda não explorado na literatura contra 

pragas de grãos armazenados.  
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ABSTRACT 

 

Essential oils (EOs) are substances of a plant origin capable of serving as insecticides. 
Various pests can be controlled with the use of EOs, especially insects that attack 
stored grains. Sitophilus zeamais is an important pest of stored corn. Pothomorphe 
umbellata (Piperaceae) was selected to determine its insecticidal potential against 
Sitophilus zeamais using the EO from the leaves of this plant. Analyses were 
conducted of the chemical composition of the EO, its toxicity by fumigation, contact 
and ingestion and its in vitro effect on the activity of the enzymes amylase, trypsin and 
acetylcholinesterase (AChE). The results revealed the presence of 29 compounds 
accounting for 95.16% of the components of the EO. The major constituents were β-
pinene (31.72%), α-pinene (13.46%), linalool (13.41%), limonene (10.22%) and α-
phellandrene (4.45%). The toxicity test by fumigation revealed that the EO increased 
the mortality rates of the pest in a dose-dependent manner after seven days, with a 
LC50 of 5.8 μL/L of air. No mortality was found during the contact test. The EO exhibited 
an antinutritional effect, hindering the feeding of the insect, as evidenced by the 
changes in the growth rate and conversion efficiency of ingested food beginning at 
62.5 μL/g. The EO from P. umbellata did not alter the activity of trypsin but reduced the 
activity of amylase and increased the activity of AChE. Therefore, the essential oil from 
the leaves of P. umbellata can serve as an alternative in the control of S. zeamais. 
 

Keywords: Bioinsecticide, Integrated Grain Pest Management, Alternative Control  
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1. INTRODUCTION 

 Corn, Zea mays (L.), is a staple food product in Brazil and other countries due 

to its carbohydrate content and high energy content (Guzmán-Maldonado et al., 1996). 

Known as an important grain for humans, corn requires adequate storage with the 

avoidance of damage caused by pests so that it does not lose its quality (Brackmann 

et al., 2002). 

 The world production of corn in the 2019/2020 harvest was approximately 1.1 

billion tons (Fao, 2019). Brazil is the third largest producer of corn, with a production 

of 104.9 million tons in the 2020/2021 harvest, losing only to the United States (393 

million tons) and China (257 million tons) in the 2019/2020 harvest (Conab, 2020). 

 Sitophilus zeamais, known as the maize weevil, is one of the major pests of 

corn. This cosmopolitan insect attacks different crops, such as wheat and rice, as well 

as processed foods. The maize weevil is an important pest of stored grains in 

neotropical regions, as it has considerable potential for attacking grains both in the field 

and during storage, causing losses of around 10% (Tripathi, 2018). Under particular 

climatic conditions, the maize weevil is a fundamentally important stored grain pest 

due to the fact that grains constitute the ideal location for its development. This pest 

causes reductions in nutritional value, the value of the product and grain size as well 

as the heating of the grain mass at the infestation site, which contributes to an increase 

in the respiratory activity of the grain mass, leading to the greater consumption of dry 

matter and, consequently, the rapid deterioration of the product (Faroni, 1992).  

 The control of pests is commonly performed with fumigating insecticides, which, 

although effective, have some undesirable effects, such as toxicity to the appliers of 

the insecticides, residue on grains and the possibility of creating resistant pest 

populations through natural selection (Coitinho et al., 2010). Therefore, the study of 

novel insecticides that are less harmful to the environment has become increasingly 

relevant. 

Plants synthesize a vast, diversified variety of organic compounds, many of 

which are bioactive. These compounds are traditionally known as secondary 

metabolite compounds – specifically essential oils (EOs), which are often distributed 

in a differential manner among taxonomic groups within the vegetal kingdom. Various 

EOs have proved to be useful for agricultural applications, especially the control of the 

pests Drosophila suzukii (De Souza et al., 2021), Sitophilus zeamais (Chagas et al., 

2002; Coitinho et al., 2010; Mossi et al., 2011; Ferreira et al. 2018), Callosobruchus 
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maculatus (Dutra et al., 2016; Ya-Ali et al., 2020), Rhyzopherta dominicae (Kellouche 

et al., 2010; Hamdi et al., 2015) and Tribolium castaneum (Liang et al., 2021).  

Various pure and/or extracted compounds of EOs are toxic to different insects, 

such as Sitophilus zeamais and Sitophilus oryzae, through fumigation or direct contact. 

Some examples of such compounds are eugenol extracted from Eugenia caryophyllata 

(Prates et al., 2019), 1.8 cineol from Eucalyptus globulus (Araújo, 2014), methyl 

chavicol from the oil of Croton rudolphianus (Ribeiro et al., 2020), (E)-caryophyllene 

from Croton argyrophyllus (Ramos et al., 2013) and D-limonene against Dysmicoccus 

brevipes (Martins, 2016). Moreover, Coats et al. (1991) discovered that the exposure 

of S. oryzae to linalool and D-limonene for 24 h had an LC50 of 14 and 19 ppm, 

respectively, and the LC50 of myrcene and α-terpineol were 100 ppm. Lee et al. (2001) 

found different doses of fumigating toxicity to S. oryzae for linalool (LC50 = 39.2 µL/L 

of air), limonene (LC50 = 61.5 µL/L of air) and terpineol (LC50 = 69.1 µL/L of air). These 

compounds can serve as an alternative to phosphine, which is widely used throughout 

the world but does not have satisfactory action due to the development of resistant 

stored grain pests through natural selection (Pimentel, 2010). Considering their low 

cost as well as their safety to humans and the environment, these substances can be 

used in the form of dry powders, extracts and EOs. Essential oils and/or extracts of a 

plant origin have been researched in integrated management programs, especially for 

the control of Sitophilus (Brito et al., 2006; Almeida et al., 2005; Rajendran and 

Sriranjini, 2008). 

The fumigating effect of essential oils has been demonstrated for the control of 

stored grain pests, such as S. zeamais and S. oryzae. Tapondjou et al. (2005) 

evaluated the EO from Eucalyptus saligna and found an LC50 for S. zeamais of 0.36 

µL cm-2 of oil by fumigation. Using the essential oil from Ageratum conyzoides for the 

control of S. zeamais, Bouda et al. (2001) obtained an LC50 of 0.09% in 24 h. EOs from 

Piper aduncum and Piper hispidinervum also have a fumigating effect on S. zeamais 

(Estrela et al., 2006).  

EOs can serve as repellents of pests, such as S. zeamais. Using rosemary oil 

(Lippia gracillis), Coitinho et al. (2006) achieved a repellence rate of 97.3%. The oils 

from Azadirachta indica (Jilani and Saxena, 1990), Lippia origanoides, Eucaliptus 

citriodora (Nerio et al., 2009), Laurus nobilis, Citrus bergamia Risso, Foeniculum 

vulgare and Lavandula hibrida (Cosimi et al., 2009) repelled adult forms of S. zeamais,  
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Besides mortality and repellence, EOs can affect the emergence of adult forms 

of pests. Nukenine et al. (2010) achieved a 100% reduction in the emergence of 

populations of S. zeamais using the EO from Plectranthus glandulosus at a 

concentration of 20 µL.40g-1 of infested corn. Asawalam and Hassanali (2006) found 

a reduction of up to 100% in the emergence of adult forms of S. zeamais when applying 

750 mg of the EO from Vernonia amygdalina Delile to 250 g of corn grains. 

 Potomorphe umbellata (synonym: Piper umbellatum) (Piperaceae) is a plant 

belonging to Brazilian flora, known locally as 'caapeba' or 'pariparoba'. This bush 

reaches four meters in height and develops from the state of Amazonas to the 

southeastern region of the country, mainly in the states of Bahia, São Paulo, Minas 

Gerais and Espírito Santo (Angely, 1969). The species has diverse pharmacological 

activities. Using the ethanolic extract from P. umbellata, Perazzo et al. (2005) found 

anti-inflammatory and analgesic properties. Lopes et al. (2013) demonstrated that the 

crude ethanolic extract and its major constituent (4-nerolidylcatechol) exhibited 

prominent antioxidant activity (IC50 = 1.2 and 8.6 μg/mL, respectively). Isobe et al. 

(2002) found that the methanolic extract from P. umbellata and its major component 

(N-benzoyl mescaline) exhibited significant antibacterial activity against Helicobacter 

pylori. Rodrigues et al. (2012) determined the antifungal action of the dichloromethane 

and hexane fractions of the ethanolic extract, reporting a minimum inhibitory 

concentration of 78.13 μg/mL. Ethanolic extracts from the leaves of P. umbellata 

administrated orally (250 and 1250 mg/kg) or subcutaneously (100 and 500 mg/kg) 

exhibited antimalarial activity, significantly reducing levels of parasitemia in a dose-

dependent manner (Amorim et al., 1988).  

 There are no reports in the literature on the insecticidal activity of the essential 

oil from Potomorphe umbellata against pests that attack stored corn. Therefore, the 

aim of the present study was to evaluate the insecticidal activity of the essential oil 

from Potomorphe umbellata for the control of Sitophilus zeamais. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Plant Material and Extraction of Essential Oil 

 The EO from Potomorphe umbellata was acquired from the LASZLO 

AROMATOLOGIA EIRELI company (CNPJ: 07.997.093/0001-10) headquartered in 

the city of Belo Horizonte, which sells essential oils, cosmetics and fragrance products. 
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The EO was distilled and then sent to the Chemical Ecology Lab of the Department of 

Fundamental Chemistry of the Federal University of Pernambuco. 

 

2.2 Analysis of Chemical Composition of Essential Oil 

The conditions described by Gibernau et al. (2021) were used for the 

identification and quantification of the volatile constituents of the EO. We employed the 

Agilent 5975C Series quadrupole GC/MS system (Agilent Technologies, Palo Alto, 

USA) for the identification of the compounds and a GC Thermo Trace Ultra system 

under the same conditions as the GC/MS analysis for quantification. A DB-5 column 

was used. 

The identification of the compounds was performed by the analysis of the mass 

spectra of each chromatographic peak, comparison to authentic standards and the 

calculation of retention indices. The linear retention indices of the components of the 

oil were calculated using the retention times of each component and the retention times 

of n-alkanes (C9 and C25) analyzed under the same conditions. The calculated values 

were compared to indices published in the literature (Adams, 2007; NIST WebBook, 

2014)  

 

2.3 Insecticidal Assay 

2.3.1 Insects 

 A colony of S. zeamais was reared at the Chemical Ecology Lab of the 

Department of Fundamental Chemistry of the Federal University of Pernambuco, 

Recife, Brazil, in a recipient (capacity: 1.5 L) covered with voile and kept at 28 ± 2 ºC, 

with a 12:12 h (L:D) photoperiod and 70% relative humidity. Males and female (30 to 

60 days of age) were used in the assay and fed non-transgenic corn (150 g per 

recipient).  

 

2.3.2 Assessment of Toxicity by Contact with Essential Oil  

 The method described by Lira et al. (2015) was used to assess toxicity by 

contact with the EO from P. umbellata. Initially, oil solutions were prepared in 1% (v/v) 

Tween 80. Concentrations of 20, 83.3 and 166.6 μg/g of insect were used. Next, an 

aliquot (0.5 μL) of these solutions was applied to the dorsal surface of the thoracic 

region of the insects using a micropipette. Insects in the negative control group were 

treated with 0.5 μL of 1% Tween 80 (v/v). Twenty insects were used in each assay and 
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kept in plastic recipients (4.0 cm in width by 6.0 cm in length). The plastic recipients 

were kept in the dark at 28 ± 2 ºC. The mortality rate was recorded after seven days. 

Two independent experiments were performed in quintuplicate. 

 

2.3.3 Assessment of Fumigating Toxicity of Essential Oil 

 The fumigating toxicity of the EO was performed following the method proposed 

by Chu et al. (2010). For such, the lids of cylindrical plastic recipients (diameter: 4 cm; 

height: 5 cm; volume: 74 ml) were covered with filter paper previously soaked in 20 µL 

of the oil or the compound β-pinene diluted in ethanol (2.7, 5.4, 8, 10.8 and 13.5 µL/L 

of air). Filter paper soaked in ethanol alone served as the control treatment. After a 30-

second evaporation period, 20 individuals of S. zeamais were placed into each 

recipient and the lids were closed to form a sealed chamber. Polytetrafluoroethylene 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was applied around the paper to avoid contact 

between it and the insects. After 24 hours of exposure, the insects were transferred to 

recipients with ambient air and the mortality rate was recorded after seven days. Two 

independent experiments were performed in quintuplicate. 

 
2.3.4 Assessment of Toxicity by Ingestion of Essential Oil 

 For this bioassay, an artificial diet was prepared for the insect following the 

method described by Lira et al. (2015). For such, autoclaved wheat flour (2.0 g; Bunge 

Alimentos S.A., Benevides, Brazil) was placed in a 5-mL oil solution with 1% Tween 

80. Concentrations of 62.5, 125, 250, 500 and 1000 μL/g were used (μL of pure oil/g 

of wheat flour). The control treatment consisted of a diet prepared with 5 mL of a 

solution composed of autoclaved wheat flour and 1% Tween 80 and ethanol. Next, five 

aliquots (200 μL) of the suspension or control treatments were added to Petri dishes 

of known weight (90 x 100 mm) for the formation of the disc. The dishes containing the 

flour discs were left in an incubator to dry at 37 °C for 24 hours. The weight the dishes 

was determined again for the calculation of the mass of the discs. Twenty adult forms 

of S. zeamais of known weight were transferred to each dish. Each assay consisted of 

four repetitions. After seven days in the dark at 28 ± 2°C, the mortality rate, weight of 

the discs and broken insects were recorded. The experiments were performed in 

quintuplicate. 

 The feeding deterrence index (FDI) and nutritional parameters were determined 

using the toxicity results obtained in the ingestion assays. The FDI was determined 
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using the formula proposed by Isman et al. (1990): FDI (%) = 100 x (C – T)/C, in which 

C and T are respectively the consumption of the diet in the control and treatment 

groups. Using these values, the diets with the oils were classified based on Liu et al. 

(2007): no feeding restriction (FDI < 20%), weak (50% > FDI ≥ 20%), moderate (70% 

> FDI ≥ 50%) or strong (FDI ≥ 70%) feeding deterrence. 

 The relative consumption rate (RCR) was calculated as follows: RCR = (mg of 

biomass ingested)/(mg of initial insect biomass x days). The relative biomass gain rate 

(BGR) was calculated as follows: BGR = (mg of biomass acquired)/(mg of initial insect 

biomass x days). The feed conversion efficiency (FCE) was calculated as follows: FCE 

(%) = 100 x (biomass acquired)/(food ingested). These nutritional parameters were 

calculated according to Xie et al. (1996). 

 

2.3.5 Preparation of Extracts of S. zeamais Adults 

 Intestinal extracts from S. zeamais adults were prepared as described by 

Napoleão et al. (2013). Adults were removed from the colony and immobilized by 

cooling at 4°C for 10 min. Next, the intestines of the insects were dissected using a 

needle, pulling the extremity from the abdomen after the removal of the elytras. The 

dissected intestines were kept in an ice bath. Fifty intestines were homogenized with 

1 mL of a buffer solution (sodium acetate 0.1 M, pH 5.5 or Tris-HCl 0.1 M, pH 8.0, both 

containing calcium chloride 0.02 M) using a tissue homogenizer. Insect extracts in Tris 

buffer were also obtained. The homogenates were centrifuged (9000 g for 15 min at 

4°C) and the supernatant corresponded to the intestinal extracts (enzymatic 

preparations). The protein concentration in the intestinal extracts was determined 

using the method described by Lowry et al. (1951). 

 

2.3.5.1 Determination of Effects of Essential Oil on Activity of Digestive Enzymes 

and Acetylcholinesterase 

 α-Amylase activity was determined according to the method described by 

Bernfeld (1955). The intestine extract in acetate buffer (15 μL, 52.5 µg of protein) was 

incubated for 30 minutes with 15 μL of oil at concentrations of 0.9, 1.8, 3.7, 7.5, 15 and 

30 ppm or acetate buffer (control). The samples were incubated at 50°C for 10 minutes 

with 400 μl of a 1% (p/v) soluble starch solution in sodium acetate 0.1 M (pH 5.5) 

containing CaCl2 0.02 M and NaCl 0.15 M. The reaction was interrupted with the 

addition of 500 μl of dinitrosalicylic (DNS) acid. The assays were then heated in boiling 
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water at 100 °C for 6 min and immediately cooled in ice for 15 min. Absorbance was 

determined at 540 nm. The quantity of reducing sugars was determined using a 

standard curve of the reaction of different concentrations of glucose (y = 0.7216x + 

0.0216, in which x is the glucose concentration in μM and y is absorbance) with DNS. 

The blank of the reaction was performed in the absence of starch. 

To determine the effect on trypsin activity, the intestine extract in Tris buffer (15 

µL, 200 µg of protein) was previously incubated (15 min) with the oil at concentrations 

of 0.9, 1.8, 3.7, 7.5, 15 and 30 ppm. Incubation (30 min, 37°C) was then performed 

with the substrate N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BApNA) 8 mM (5 μl) in Tris-

HCl 0.1 M (pH 8.0). Tris buffer was used as the control. Trypsin activity was determined 

by measuring absorbance at 405 nm (KAKADE et al., 1969). One unit of enzymatic 

activity corresponded to the quantity of enzyme that hydrolyzes 1 μmol of BApNA per 

minute. The positive control of the hydrolysis of the substrate was performed by 

incubation (30 min, 37°C) of bovine trypsin (5 μg) with BApNA 8 mM (5 μl). 

 To evaluate the effect on acetylcholinesterase (AChE) activity, 10 μL of whole 

insect extract (72 µg of protein) were incubated (15 min) with the oil at concentrations 

of 0.9, 1.8, 3.7, 7.5, 15 or 30 ppm. Next, 20 μL of acetylthiocholine iodine 0.052 M and 

200 μL of 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid 0.25 mM (DTNB) were added and the assay 

was incubated at 25 ºC for 3 min. The release of thiocholine was then monitored by 

the determination of absorbance at 405 nm. One unit of AChE activity was defined as 

the quantity of enzyme that hydrolyzes 1 μmol of acetylthiocholine per minute 

(ELLMAN et al., 1961). 

 

2.4 Statistical analysis 

 The data were expressed as mean ± standard error, which were calculated 

using GraphPad Prism version 8.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, 

California, USA). The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) (p < 

0.05 indicative of statistical significance), followed by Tukey’s test for the identification 

of significant differences in the comparison of means using the Origin software 

(OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA). The lethal concentration (LC) values 

necessary to kill 50% of the insects (LC50) and confidence limits were determined by 

Probit analysis and the data were analyzed by the determination of chi-squared values 

and degrees of freedom using StatPlus Pro 6.2.5.0. 
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3. RESULTS AND DISCUSSION  

 

3.1 Chemical Composition of Essential Oil from Pothomorphe umbellata 

 The results of the qualitative and quantitative analyses of the OE are displayed 

in Table 1. A total of 29 compounds were identified, accounting for 95.16% of the 

constituents of the oil. The major chemical substances identified were β-pinene 

(31.72%), α-pinene (13.46%), linalool (13.41%), limonene (10.22%) and α-

phellandrene (4.45%). In previous studies, Schmelzer & Gurib-Fakim (2008) found β-

pinene (27%), α-pinene (18%), (E)-nerolidol (12%) and β-caryophyllene (10%); 

Tchoumbougnang et al. (2009) found β-caryophyllene (28.2%), (E)-nerolidol (16.5%) 

and β-pinene (10.8%); and Kambiré (2019) found linalool and (E) β-caryophyllene as 

the major constituents of the OE from P. umbellata. 

 

Table 1 –  Constituents identified in essential oil from Pothomorphe umbellata 

Compound a Retention index Percentage 

In area (%) 

Standard 

deviation 
Calculated b Literature c 

α-Pinene  932 931 13.46 0.24 

Camphene 948 945 0.95 0.05 

β-Pinene  974 968 31.72 0.61 

Myrcene 988 991 2.01 0.02 

α-Phellandrene  1002 1003 4.45 0.06 

δ-3-Carene  1008 1009 1.01 0.02 

α-Terpinene  1014 1015 0.63 0.01 

ρ-Cymene  1020 1023 3.54 0.03 

Limonene 1024 1027 10.22 0.47 

1,8-Cineole  1026 1030 2.00 0.02 

(Z)-β-Ocimene  1032 1039 2.83 0.06 

(E)-β-Ocimene  1044 1049 0.91 0.01 

γ-Terpinene  1054 1058 0.86 0.01 

Terpinolene 1086 1088 0.86 0.06 

Linalool 1095 1100 13.41 0.40 
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Camphor 1144 1144 0.31 0.02 

Terpinen-4-ol 1174 1178 0.17 0.02 

α-Terpineol  1186 1191 0.54 0.01 

α-Cubebene  1348 1351 0.07 0.01 

α-Copaene  1374 1377 0.92 0.02 

β-Elemene  1389 1393 0.10 0.02 

α-Gurjunene  1409 1411 0.46 0.02 

(E)-Caryophyllene  1417 1421 1.29 0.02 

Aromadendrene 1439 1441 0.91 0.01 

α-Humulene  1452 1455 0.90 0.01 

allo-Aromadendrene  1458 1463 0.17 0.01 

Amorpha-4,7(11)-

diene 1479 1478 0.08 0.01 

β-Selinene  1490 1488 0.13 0.01 

γ-Patchoulene  1502 1497 0.27 0.02 

Total identified 
  

95.16 
 

aConstituents listed in order of elution in non-polar DB-5 column. bRetention index (RI) 
calculated by retention time in relation to series of alkanes (C9-C30n) in 30-m DB-5 

capillary column. cValues obtained by Adams (2009).  

 

The family Piperaceae has numerous phytochemicals with insecticidal activity 

(Arnason et al., 2002). Piper nigrum L., P. guineense, P. aducum, P. amalago, P. 

mikanianum, P. xylosteoides, P. tuberculatum, P. hispidinervum and P. umbellatum 

are among the known species of Piper with such activity. The main compounds found 

are piperine, α- and β-pinene, β-caryophyllene, limonene, linalool, safrole, 

phellandrene and germacrene D (Kéita et al. 2000; Dyer and Palmer, 2004; Scott et 

al. 2005; Ferraz et al., 2010; Kambiré et al., 2019). Studying the effect of OEs on mites, 

Araújo (2015) found that dillapiole, bicyclogermacrene, γ-muurolene and 2-epi-β-

funebrene were the major constituents in the oils from P. aduncum, P. arboreum, P. 

caldense and P. tuberculatum, respectively. 
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3.2 Insecticidal Bioassay 

 

3.2.1 Assessment of Toxicity by Contact 

 

In the bioassays of toxicity by contact with adult forms of Sitophilus zeamais, 

the EO from Piper umbellatum caused no mortality at any of the concentrations tested 

(20, 83.3 and 166.6 µg/g). Lira et al. (2015) found that the EO from Alpinia purpurata 

also exhibited no toxicity by contact to S. zeamais. However, numerous oils exert 

toxicity by contact to S. zeamais and other stored grain pests (Coitinho, 2010; Suthisut 

et al., 2011; Sampson et al., 2005; Ogendo et al., 2011; Moreira et al. 2007; Fazolin et 

al. 2007). 

 

3.2.2 Assessment of Fumigating Toxicity  

 The assay showed that the EO from P. umbellata exhibited toxicity via poisoning 

by fumigation to adult forms of S. zeamais. The analysis showed that OE increased 

the insect mortality rate (Figure 1). Except for the concentration of 2.7 μL/L of air, all 

concentrations tested differed significantly from the control. 

 

 
Figure 1 – Toxicity of EO from P. umbellata to Sitophilus zeamais in fumigation 
bioassay. Different letters indicate significant difference (p < 0.05) between treatments 
(Tukey’s test). Each bar corresponds to mean ± SE for each replicate. 
 

The EO from Piper umbellatum and its compounds exhibited strong fumigating 

toxicity to S. zeamais. The insect mortality rate increased with the increase in the 
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concentration of the oil, exhibiting a toxic effect. Several studies have determined the 

insecticidal and/or fumigating activity of EOs from the genus Piper as well as other 

plants against S. zeamais. LIU et al. (2011) found this effect for the EO of the shoots 

of Ostericum sieboldii (LC50 = 13.82 µg/adult). Chaubey (2012) showed this effect for 

the EO from Piper cubeba (LC50 = 1.07 μl.cm-3 of air). Oyedeji (2020) reported the toxic 

effect of the EO from Citrus sinensis, with an LC50 of 80 μL/L of air, which is somewhat 

higher than the other data presented. Studying P. aduncum, Estrela et al. (2006) 

reported the fumigating effect on S. zeamais, with an LC50 of 1.32 mL of oil/g of grains. 

Moreover, the monoterpene 1-8-cineol exhibited toxicity to S. oryzae, with an LC50 of 

14.19 mg/L (Mohamed et al., 2008). Therefore, the present results are comparable or 

even better than findings described in the literature. We also performed the fumigation 

test with β-pinene and found an LC50 of 4.1 μL/L of air, demonstrating that this major 

constituent of the oil is an excellent fumigant. 

 

3.2.3 Assessment of Toxicity by Ingestion  

 

The ingestion of the EO from P. umbellata though the artificial diet resulted in 

the induction of the mortality of adult forms of S. zeamais after seven days in 

treatments beginning with concentrations of 250 µL/g (Figure 2A). The results also 

showed that the presence of the oil in the diet interfered with the nutrition of the insects. 

The growth rate (gain in biomass) (Figure 2B) was negative at all concentrations 

tested, revealing that the insects did not incorporate nutrients from the diet. The relative 

consumption rate (Figure 2C) did not differ significantly from the control at any 

concentration, which indicates no reduction in food ingestion. The conversion 

efficiency of the foods ingested (Figure 2D) differed significantly from the control in the 

treatments from 250 to 1000 µL/g; the negative values indicated that that the insects 

metabolized their own reserves, leading to a loss of biomass.  
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Figure 2 – Assessment of toxicity by ingestion of essential oil from P. umbellata (μL of 
pure oil/g of wheat flour) to adult forms of S. zeamais. (A) Mortality rate. (B) Relative 
biomass gain rate indicates biomass (mg) obtained daily per mg of initial body weight. 
(C) Conversion efficiency of foods ingested (%) indicates quantity of foods ingested 
converted into biomass by insects. (D) Relative consumption rate indicates quantity of 
food consumed (mg) per mg of body weight per day. Each bar corresponds to mean ± 
SE of three repetitions. 
 

Some studies evaluating toxicity by ingestion to Sitophilus spp. reported 

changes in biomass and the food conversion efficiency, but with no significant 

difference in the mortality of the insects in seven days (Rajkumar et al., 2019; Lira et 

al., 2015; Ribeiro et al., 2020). Analyzing toxicity by ingestion using nanoparticles of 

Piper nigrum, Kumar et al. (2009) found a greater sign of protection of wheat grains 

from infestation by S. oryzae compared to the control group. Moreover, some EOs can 

result in significant reductions in the longevity, fecundity, vitality, feeding performance 

and oviposition of insect pests (Rajkumar et al., 2019; Prakash et al., 2013; Pavela, 

2012). Huang et al. (1997) found that the EO from nutmeg seeds (Myristica fragrans 

Houtt.) led to reductions in the biomass gain and food consumption of S. zeamais.  

 Thus, the antinutritional effects found in the present study can be used in the 

attempt to control S. zeamais in stored corn, as this pest is highly destructive due to 

the velocity at which it consumes grains. 
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3.2.4 Determination of Effects of Essential Oil from P. umbellata on Activity of 
Digestive Enzymes and Acetylcholinesterase 
 
 

The EO from P. umbellata reduced amylase activity in S. zeamais at the lowest 

concentrations compared to the control (Fig. 3A). However, none of the concentrations 

tested altered trypsin activity (Fig. 3B). The test conducted for acetylcholinesterase 

(AChE) indicated that the EO from the leaves of P. umbellata was capable of 

significantly increasing its activity in the extract from Sitophilus zeamais at all 

concentrations tested (Fig. 3C). 
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Figure 3 – Effects of essential oil from P. umbellata on activity of digestive enzymes 
(4A – amylase, 4B – trypsin) and acetylcholinesterase (4C). 

B 

C 
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Starch is one of the main dietary components of stored grain pests. Amylases 

catalyze the hydrolysis of starch, enabling its storage and use as an energy source 

(Terra and Ferreira, 2005; Baker, 1991). These enzymes are particularly important to 

the digestion of stored grain pests, such as S. zeamais, which feed on starch-rich 

grains (Lopes et al., 2010; Baker and Woo, 1992; Cinco-Moroyoqui et al., 2008) 

Digestive proteases catalyze the release of peptides and amino acids from 

dietary protein and the majority are found abundantly in the midgut region of the dietary 

tract of insects. These digestive proteases and a set of other proteases are also found 

in the viscera of insects (Christeller et al., 1992; Terra and Ferreira, 1994). Trypsin 

stands out among the dietary proteases of insects. In the present study, however, no 

change was found in trypsin activity, likely because the EO from P. umbellata does not 

contain any inhibitor that causes a change in the activity of this enzyme. 

Volatile substances in plant-based insecticides have received the attention of 

the scientific community for grain pest management programs (Isman et al., 2011). 

Studies have reported that some substances have an inhibitor effect on 

acetylcholinesterase (AChE). AChE is an enzyme of essential in the physiology of 

insect and has been used as a sensitive biomarker for the evaluation of the toxicity of 

synthetic insecticides to insect pests (Kristoff et al., 2010).  

In the present study, no inhibitory effect on AChE was found. Indeed, an 

increase in the activity of this enzyme occurred. This increase can cause the 

overexcitability of the nervous system, generating neural imbalance. This result 

contrasts the findings of most studies, as the presence of some insecticidal substances 

in the OE, especially β-pinene, α-pinene and linalool, altered the digestive and neural 

physiology of S. zeamais, generating an imbalance in enzyme activity and causing 

mortality. EOs are lipophilic by nature and can be inhaled or ingested. The fast action 

against insect pests is an indication of a neurotoxic mode of action (Enan, 2001). 

 

5. CONCLUSION 

The essential oil from P. umbellata exhibited a greater toxic effect to S. zeamais 

in the fumigation assay. Moreover, the EO exhibited an anti-nutritional effect, inhibiting 

the feeding of the insect, as evidenced by the changes in the growth rate and 

conversion efficiency of the ingested food. This may be related to the inhibition of 

amylase activity. The increase in AChE in the organism of the insect causes an 

imbalance in the nervous system, increasing its neural activity and leading to the death 
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of the insect. Thus, the essential oil from P. umbellata could serve as a viable 

alternative to synthetic insecticides for the management of S. zeamais. 
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RESUMO 

Myrciaria floribunda (H.West ex Willd.) O. Berg é conhecida popularmente como 
Cambuí. Seu óleo essencial (OE) tem ação bactericida e inseticida. O Sitophilus 
zeamais configura-se como uma das importantes pragas de milho armazenado. O 
objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade inseticida do OE de M. Floribunda contra 
o S. zeamais. Foram analisadas a composição química, toxicidade por fumigação, de 
contato, por ingestão e avaliação do efeito do OE na atividade das enzimas amilase, 
tripsina e acetilcolinesterase in vitro. A análise da composição do óleo revelou a 
presença de  (E)-Caryophyllene (56,41%); Viridiflorol (4,02%), α – Selinene (3,85%), 
1,8 Cineole (3,53%) e α-Humulene (2,26%), como os compostos majoritários. O OE 
mostrou toxicidade por fumigação, com a CL50 3,2 μL/L de ar. O OE alterou a 
alimentação do inseto reduzindo a taxa de crescimento e a eficiência na conversão de 
alimento ingerido a partir de 62,5 μL/g por peso de inseto. No entanto, não houve 
mortalidade para o teste de contato. Nesse estudo, o OE de M. floribunda não alterou 
a atividade da enzima tripsina, no entanto, foi verificado um aumento da atividade da 
enzima amilase e da enzima acetilcolinesterase (AChE). Assim sendo, o OE de M. 
floribunda pode servir como alternativa no controle de S. zeamais. 
 

Palavras Chave: Myrciaria floribunda, Sitophilus zeamais, fumigação, amilase, 

acetilcolinesterase, bioinseticida. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 O milho, Zea mays (L.) é uma importante cultura alimentar em países tropicais, 

especialmente o Brasil, é o cereal mais amplamente cultivado na produção global de 
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cereais, e sua produção de milho ocupa lugar de destaque .A produção brasileira de 

grãos teve um alcance de 229,75 milhões de toneladas entre 2020 e 2021, sendo a 

produção de 104,9 milhões de toneladas do milho (CONAB, 2020). 

 Os insetos-praga são os principais responsáveis no setor de armazenamento 

por perdas de grãos e para preveni-las se faz uso de inseticidas fumigantes, que 

apesar de eficientes, podem provocar efeitos colaterais, como a toxicidade aos 

aplicadores, presença de resíduos nos grãos e a possibilidade da seleção de 

populações de pragas resistentes (NWOSU et al., 2015). No entanto, esses produtos 

têm levado ao seu uso indiscriminado, causando resistência nos insetos-praga e 

aumentando a quantidade de resíduos nos alimentos (NWOSU, 2018). 

 Os insetos causam diminuição do valor nutricional, desvalorização do produto, 

diminuição do grau de higiene, redução de massa, além de promoverem o 

aquecimento da massa de grãos no local da infestação. Esse quadro contribui para 

aumento da atividade respiratória da massa de grãos, proporcionando maior consumo 

de matéria seca e, consequentemente, rápida deterioração do produto (FARONI, 

1992). 

Dentre os insetos-praga do milho destaca-se o S. zeamais (Motschulsky) 

(Coleoptera: Curculionidae). Esse inseto é uma potente praga do setor de grãos 

armazenados de regiões neotropicais, apresentando elevado potencial de ataque aos 

grãos, tanto no campo quanto no armazenamento, causando perdas em torno de 10% 

(FARONI 1992; (SCHÖLLER et al.,1997);SILVEIRA et al., 2006). 

A utilização de plantas com ação inseticida tem sido considerada uma 

alternativa promissora no manejo integrado de pragas, pois muitas espécies de 

vegetais são ricas em compostos secundários que apresentam essa atividade tanto 

no campo quanto no armazenamento(ROCHA et at., 2015). Compostos bioativos 

obtidos de plantas, podem ser utilizados de forma alternativa, principalmente ao 

fumigante fosfina, substância largamente utilizada no mundo, mas que já não 

apresenta uma ação satisfatória devido a ocorrência de resistência nos insetos de 

diversas pragas de grãos armazenados (PIMENTEL et al., 2008). 

Os OEs são misturas de compostos voláteis bioativos oriundos de vegetais e, 

têm sido um dos pontos de destaque dos inseticidas botânicos devido à sua segurança 

para organismos não visados e resistência de baixo nível (MARRONE, 2019 ). Sua 

composição consiste em uma gama de substâncias, dentre elas os terpenóides que 
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apresentam atividade inseticida de um abundante espectro de pragas de grãos 

(HUANG et al., 2019) 

 O gênero Myrciaria é o maior gênero exclusivamente neotropical da família das 

plantas Myrtaceae, com um pouco mais de 140 gêneros e 4.630 espécies (SOBRAL 

et al., 2013). M. floribunda (H.West ex Willd.) O. Berg tem ampla distribuição no Brasil, 

podendo ser encontrada nos estados do Norte, Nordeste (Alagoas, Bahia e 

Pernambuco), Centro-Oeste, Sudeste e Sul (FLORA DO BRASIL, 2016). Essa 

espécie é popularmente conhecida como Cambuí, Cambuim, Cambiuva, Cambuí-

amarelo, Cambuí-Vermelho e Murta (LEMOS et al., 2018). O OE das folhas dessa 

espécie apresenta atividade inseticida para ninfas de Rhodnius prolixus, Oncopeltus 

fasciatus e Dysdercus peruvianus com efeito tóxico de contato (THIEBOLT et al., 

2012; THIEBOLT et al., 2014). 

 Tem-se como objetivo neste trabalho, avaliar a atividade inseticida do óleo 

essencial de folhas de M. floribunda no controle de S. zeamais. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal e Extração do Óleo Essencial 

 Folhas de Myrciaria floribunda (West ex Willd.) O. Berg foram coletadas do 

Banco Ativo de Germoplasma de Cambuizeiro (BAG – Cambuí), localizado no Centro 

de Ciências Agrárias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL), em Rio 

Largo – Alagoas (latitude 9º 29’ 45’’ S, longitude 35º 49’ 54’’ W) durante os meses de 

Julho e Setembro de 2019 e levadas ao Laboratório de Química fundamental da 

Universidade Federal de Pernambuco para extração do óleo essencial e bioatividade.  

Para extração do óleo essencial, folhas frescas (1100 g) de M. floribunda 

(Figura 1) foram trituradas e submetidas à técnica de hidrodestilação por 3h. O óleo 

essencial foi coletado através de um aparelho tipo Clevenger modificado. O óleo foi 

separado da água, secos com Na2SO4 e armazenados em recipientes selados à 4ºC 

de temperatura. O rendimento dos óleos foi calculado com base no peso do material 

fresco. O acesso da planta foi cadastrado no Sisgen com número A668DC0. 

 

2.2 Análise da Composição Química do Óleo Essencial 

 A análise dos constituintes voláteis do óleo essencial (quantitativa e qualitativa) 

foi realizada em CG/EM (Agilent 5975C Series) e GC (Thermo Trace Ultra) segundo 
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as condições experimentais descritas por Bezerra-Silva et al. (2016) e Da Silva et al. 

(2015). 

A identificação dos compostos foi feita por meio da análise dos espectros de 

massa de cada pico cromatográfico, comparação com padrões autênticos e cálculo 

de índices de retenção. Para o cálculo dos índices de retenção linear dos 

componentes do óleo foi utilizado os tempos de retenção de cada composto e os 

tempos de retenção de n- alcanos (C9 a C25) analisados sob as mesmas condições.  

Os valores calculados foram comparados com os índices de retenção 

publicados na literatura a partir de comparação de seus espectros de massa e tempos 

de retenção àqueles de padrões disponíveis em bibliotecas de referência NIST08 e 

Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao software Agilent MSD Productivity 

ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). 

 

2.3 Ensaio Inseticida 

2.3.1 Insetos 

 Uma colônia de S. zeamais foi criada no Laboratório de Ecologia Química, do 

Departamento de Química fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife, Brasil, em recipiente (1,5 L de capacidade) coberto com tecido voil e mantido 

a 28 ± 2 ºC, fotoperíodo de 12:12h (L:D), e 70% de umidade relativa. Machos e fêmeas 

(30 – 60 dias de idade) foram usados no ensaio. Os insetos foram alimentados com 

grãos de milho não transgênico (150g por recipiente).  

 

2.3.2 Avaliação da Toxicidade por Contato do Óleo essencial 

 Para avaliar a toxicidade por contato do óleo essencial de M. floribunda, foi 

usado o método descrito por Lira et al. (2015). Inicialmente, soluções de óleo de M. 

floribunda foram preparadas em 1% (v/v) Tween 80. Nesse bioensaio foram utilizadas 

as concentrações 20, 83,3 e 166,6 μg/g de inseto. Em seguida, uma alíquota de 0,5 

μL dessas soluções foi aplicada na superfície dorsal da região torácica dos insetos 

usando uma micropipeta. Os insetos no grupo controle negativo foram tratados com 

0,5 μL de Tween 80 a 1% (v / v). Vinte insetos foram utilizados em cada ensaio e 

mantidos em recipientes de plástico (4,0 cm de largura e 6,0 cm de comprimento). Os 

recipientes de plástico foram mantidos por 7 dias no escuro a 28 ± 2 ºC. A taxa de 

mortalidade foi registrada após 7 dias. Os testes foram realizados cinco vezes. 
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2.3.3 Avaliação da Toxicidade Fumigante do Óleo essencial 

 O bioensaio de toxicidade fumigante foi realizado de acordo com o método 

proposto por Chu et al. (2010). O ensaio utilizou recipientes plásticos com formato 

cilíndrico (diâmetro: 4 cm, altura: 5 cm e volume: 74 ml), cujas tampas foram cobertas 

com papel filtro. O papel de filtro foi previamente embebido em 20 µL do óleo diluído 

em etanol, utilizando doses de 2,7; 4; 5,4; 6,7 e 8 µL/L de ar. No tratamento de 

controle, o papel do filtro foi embebido apenas em etanol. Após 30 segundos, 20 

insetos de S. zeamais foram colocados em cada recipiente e as tampas foram bem 

fechadas para formar uma câmara selada. Após 24 horas de exposição, os insetos 

foram transferidos para recipientes com ar ambiente, e a taxa de mortalidade foi 

registrada após 7 dias. Cada ensaio teve quatro repetições. 

 

2.3.4 Avaliação da toxicidade por ingestão do óleo essencial 

 Para este bioensaio, uma dieta artificial foi preparada para os insetos (Lira et 

al., 2015) usando farinha de trigo autoclavada (2,0g; Dona Benta®, Bunge Alimentos 

S.A., Benevides, PA, Brasil) em uma solução de óleo de 5 mL (em 1% Tween 80). As 

concentrações utilizadas neste teste foram 62,5; 125; 250; 500 e 1000 μL/g (μL de 

óleo puro/g de farinha de trigo). No tratamento controle, a dieta foi preparada com 5 

mL de uma solução composta por 1% de Tween 80, etanol e farinha de trigo 

autoclavada. Posteriormente, cinco alíquotas (200 μL) dos tratamentos de suspensão 

ou controle, que foram medidos com uma micropipeta equipada com uma ponta 

descartável cortada na extremidade estreita (2 mm de diâmetro interno), foram 

adicionadas em placas de Petri com peso conhecido (90 mm x 100 mm) para a 

formação do disco. As placas contendo os discos de farinha foram deixados na 

incubadora (37oC) durante 24 horas para secar. Após esse período, o peso da placa 

foi determinado novamente e a massa dos discos foi calculada. Vinte adultos de S. 

zeamais com peso conhecido foram então transferidos para cada placa. Cada ensaio 

teve quatro repetições. Após 7 dias (28 ± 2°C no escuro), foram registradas a taxa de 

mortalidade e os pesos de discos e insetos quebrados. A dieta controle consistia em 

farinha de trigo suspensa em etanol. 

 Os índices de deterrência alimentar (IDA) e nutricionais foram determinados 

usando os resultados de toxicidade obtidos por ensaios de ingestão. O índice de 

deterrência alimentar (IDA) foi calculado pela fórmula IDA (%) = 100 x (C – T)/C, de 

acordo com Isman et al. (1990), onde C e T representam o consumo da dieta nos 
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grupos controle e tratamento, respectivamente. Com base nesses valores, as dietas 

incluindo óleo foram classificadas de acordo com Liu et al. (2007) da seguinte forma: 

nenhuma restrição alimentar (IDA < 20%), fraca (50% > IDA ≥ 20%), moderada (70% 

> IDA ≥ 50%) ou forte (IDA ≥ 70%) impedimento alimentar. 

 A taxa de consumo relativo foi calculada como (TCR) = (mg de biomassa 

ingerida) / (mg de biomassa inicial de inseto x dias). A taxa relativa de ganho de 

biomassa foi calculada como (TBG) = (mg de biomassa adquirida) / (mg de biomassa 

inicial de inseto x dia). Em seguida, a eficiência da conversão alimentar foi calculada 

como (IEC) (%) = 100 x (biomassa adquirida) / (alimento ingerido). Todos esses 

parâmetros nutricionais foram calculados de acordo com Xie et al. (1996). 

 

2.3.5 Preparação dos Extratos do Intestino de Adultos de S. zeamais 

 Extratos intestinais de adultos de S. zeamais foram preparados como descrito 

por Napoleão et al. (2013). Os adultos foram removidos da colônia e imobilizados por 

resfriamento a 4°C por 10 min. Em seguida, o intestino dos insetos foram dissecadas 

usando uma agulha, puxando a extremidade do abdome após a remoção do elytra. 

Os intestinos dissecados foram mantidos em um banho de gelo. Em seguida, 50 

intestinos foram homogeneizados com 1 mL de uma solução tampão (acetato de sódio 

0,1 M, pH 5,5 ou Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, ambos contendo cloreto de cálcio 0,02 M) 

usando um moedor de tecidos. Os homogenatos foram centrifugados (9000g por 15 

min a 4°C) e o sobrenadante correspondeu aos extratos intestinais (preparações 

enzimáticas). A concentração de proteína nos extratos intestinais foi determinada 

usando o método descrito por Lowry et al. (1951). 

 

2.3.5.1 Determinação dos efeitos do Óleo Essencial na Atividade de Enzimas 

Digestivas e da atividade da Acetilcolinesterase 

 O efeito do óleo sobre as atividades das enzimas digestivas dos extratos 

intestinais de S. zeamais foi avaliado incubando os extratos com o óleo a 28°C por 30 

min antes da avaliação da atividade enzimática. Os ensaios foram realizados em 

quintuplicado. A atividade de α-amilase foi determinada de acordo com o método 

descrito por Bernfeld (1955). O extrato de intestino em tampão acetato (15μL, 52,5 µg 

de proteína) foi incubado por 30 minutos com 15μL do óleo nas concentrações de 

0,9;1,8;3,7;7,5; 15 e 30 ppm e tampão acetato como controle. A seguir, as amostras 

foram incubadas a 50°C por 10 minutos com 400 μl de uma solução de amido solúvel 
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a 1% (p/v) em acetato de sódio 0,1 M pH 5,5 contendo CaCl2 0,02M e NaCl 0,15M. A 

reação foi interrompida para adição de 500 μl de ácido dinitrosalicílico (DNS). Em 

seguida, os ensaios foram aquecidos em água fervente a 100 °C por 6 min e 

imediatamente resfriados em gelo por 15 min. A absorbância a 540 nm foi 

determinada. A quantidade de açúcares redutores foi determinada utilizando-se uma 

curva padrão da reação de diferentes concentrações de glicose (y = 0,7216x + 0,0216, 

onde x é a concentração de glicose em μM e y é a absorvância) com DNS. Uma 

unidade de atividade enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária 

para gerar 1 μmol de glicose por minuto. O branco da reação foi realizado na ausência 

de amido. 

A atividade de tripsina foi determinada pela incubação (30 min, 37°C) do extrato 

de intestino em tampão Tris (15μL, 200 μg de proteína) tratado com o OE nas 

concentrações de 0,9;1,8;3,7;7,5; 15 e 30 ppm e N-benzoil- DL-arginil-ρ-nitroanilida 

(BApNA) 8 mM (5 μl) em Tris-HCl0,1 M pH 8,0. Para o controle foi utilizado tampão 

Tris. A atividade da tripsina foi determinada pela medida de absorbância a 405 nm foi 

determinada (KAKADE et al., 1969). Uma unidade de atividade enzimática 

corresponde à quantidade de enzima que hidrolisa 1μmol de BApNA por minuto. 

Controle da hidrólise do substrato foi efetuado por incubação (60 min, 37°C) de tripsina 

bovina (5μg) com BApNA8 mM (5 μl). 

 A atividade de acetilcolinesterase (AChE) foi determinada incubando-se 10μL 

do extrato de insetos (72 µg de proteína) nas concentrações 0,9;1,8;3,7;7,5; 15 e 30 

ppm com 20μL de acetiltiocolina 0,052 M e 200 μL de ácido 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzóico 0,25 mM (DTNB) durante 3min a 25ºC. Após este período, a liberação 

de tiocolina foi monitorada por determinação da absorbância a 405nm. Uma unidade 

de atividade de AChE foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1μmol 

de acetiltiocolina por minuto (ELLMAN et al., 1961). 

 

2.4 Análise estatística 

 Os dados foram expressos como uma média ± erros padrão, que foram 

calculados usando o Software GraphPad Prism versão 8.0 para Windows (GraphPad 

Software, San Diego, Califórnia, EUA). Os resultados foram analisados por análise de 

variância (ANOVA) (significância em p <0,05) e testes intervalo múltiplo de Tukey para 

identificar diferenças significativas na comparação das médias, usando o Software 

Origin (OriginLab, Northampton, Massachusetts, EUA). A Concentração letal (LC50) e 
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seus limites de confiança foram determinados por análise Probit, e os dados foram 

analisados por determinação de valores de qui-quadrado e graus de liberdade usando 

o StatPlus Pro 6.2.5.0. 

 

3. RESULTADOS 

 A utilização de inseticidas botânicos, no manejo de pragas de produtos 

armazenados, vem sendo uma alternativa aos tradicionais inseticidas sintéticos. No 

presente estudo, foi avaliado o óleo essencial das folhas de M. floribunda como agente 

inseticida contra S. zeamais. 

 

3.1 Composição Química do Óleo Essencial de M. floribunda 

 O rendimento de EO obtido pela hidrodestilação das folhas de M. 

floribunda foi obtido 0,43% (p/p) e um total de 5,3026 g foi extraído. A análise por GC-

MS revelou 42 compostos voláteis, sendo os sesquiterpenos o grupo principal no óleo 

essencial das folhas (73,8%). As principais substâncias químicas identificadas no óleo 

essencial foram: E-Caryophyllene (56,41%); Viridiflorol (4,02%), α – Selinene (3,85%), 

1,8 Cineole (3,53%) e α-Humulene (2,26%). Os constituintes e quantidades relativas 

do óleo essencial estão indicados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Abundância relativa (%) dos constituintes do OE de M. floribunda 

 

Composto a Índice de Retenção % S.D. 

Calculadob Literaturac 

α-pineno  932 931 0,80 0,07 

β-pineno  9,74 968 1,01 0,08 

Myrceno 988 991 0,08 0,01 

α-phelandreno  1002 1003 0,35 0,04 

α-terpineno  1014 1015 0,03 0,01 

ρ-cymeno  1020 1023 0,02 0,01 

Limoneno 1024 1027 1,06 0,09 

1,8-cineol  1026 1029 3,53 0,35 

γ-terpineno  1054 1058 0,18 0,02 

linalol 1095 1100 0,27 0,02 

bornil acetato 1284 1287 0,05 0,01 

α-cubebeno  1348 1351 0,50 0,04 

α-ylangeno 1373 1373 0,43 0,07 

α-copaeno  1374 1377 1,37 0,19 

sativeno 1390 1391 0,12 0,03 

α-gurjuneno  1409 1411 0,77 0,03 

(E)-cariofileno  1417 1422 56,41 2,41 

β-gurjuneno  1431 1431 1,96 0,28 

γ-elemeno  1432 1435 0,54 0,09 

Aromadendreno 1439 1441 0,79 0,12 

α-humuleno  1452 1455 2,26 0,06 

alo-aromadendreno  1458 1463 1,24 0,03 

(E)-etil cinamato  1465 1468 0,10 0,01 

trans-cadina-1(6),4-dieno  1475 1475 0,51 0,04 

γ-muuroleno  1478 1478 0,53 0,02 

α-amorfeno  1484 1482 0,11 0,01 

β-selineno  1489 1488 1,43 0,22 

α-selineno  1498 1497 3,85 0,53 

α-muuroleno  1500 1502 1,88 0,15 
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3.2.2 Avaliação da Toxicidade Fumigante 

O ensaio de toxicidade fumigante mostrou que o óleo essencial de M. floribunda 

elevou as taxas de mortalidade de insetos. A análise estatística mostrou que todas as 

concentrações foram significativamente diferentes em relação ao controle, exceto a 

concentração de 2.7 μL/L de ar (Figura 1).  

 

δ-amorfeno  1511 1509 2,23 0,03 

γ-cadineno  1513 1516 1,46 0,02 

δ-cadineno  1522 1526 2,09 0,03 

α-cadineno  1537 1534 0,32 0,04 

α-calacoreno  1545 1545 0,35 0,02 

germacreno B 1559 1559 0,43 0,04 

Palustrol 1567 1570 0,32 0,05 

Globulol 1590 1587 0,73 0,10 

viridiflorol 1592 1595 4,02 0,29 

ledol 1602 1605 0,67 0,02 

α-muurolol  1644 1644 1,76 0,07 

β-eudesmol  1649 1653 0,32 0,06 

α-cadinol  1652 1658 1,35 0,08 

Total de identificados  
  

98,25 
 

a Constituentes listados em ordem de eluição em uma coluna DB-5 não- polar. 
bÍndice de retenção (RI) calculado pelo tempo de retenção em relação à de uma 

série de alcanos C9-C30n em uma coluna capilar DB-5 de 30 m. c Valores 
obtidos de Adams (2009). 
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Figura 1 – Toxicidade de Sitophilus zeamais exposto ao OE de M. floribunda usando 
o bioensaio de fumigação 

 

3.2.3 Avaliação da Toxicidade por Ingestão 

Observou-se que a presença de óleo de M. floribunda na dieta interferiu na 

nutrição dos insetos. O OE levou a uma perda de biomassa (Fig. 2A) em decorrência 

de uma ineficiência na conversão de alimentos ingeridos (Fig. 2B). As taxas de 

consumo relativo (Fig. 2C) foram significativamente diferentes do controle nas 

concentrações de 500 e 1.000 µL/g. De acordo com o teste de toxicidade por ingestão, 

o OE induziu significativamente (p> 0,05) a mortalidade de S. zeamais nos 

tratamentos a partir da concentração 500 µL/g, em comparação com o controle 

usando etanol (Figura 3). Esses resultados indicam que a morte de insetos está ligada 

à ingestão de algum(s) componente(s) presente no óleo essencial. 
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Figura 2 – Indicadores nutricionais de adultos de S. zeamais criados em dietas 
artificiais contendo etanol (controle) ou solução etanólica de óleo essencial de M. 
floribunda (μL de óleo puro/g de farinha de trigo). (A) A taxa relativa de ganho de 
biomassa indica a biomassa (mg) obtida diariamente por mg de peso corporal inicial. 
(B) A eficiência na conversão de alimentos ingeridos (%) indica a quantidade de 
alimentos ingeridos convertidos em biomassa pelos insetos. (C) A taxa de consumo 
relativo indica a quantidade de alimento consumido (mg) por mg de peso corporal por 
dia. Cada barra corresponde à média ± DP de três repetições. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Mortalidade de S. zeamais de adultos de S. zeamais criados em dietas 
artificiais contendo etanol (controle) ou solução etanólica de óleo essencial de P. 
umbellata (μL de óleo puro/g de farinha de trigo). Cada barra corresponde à média ± 
DP de três repetições. 
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3.2.4 Determinação dos Efeitos do OE de M. floribunda na Atividade de Enzimas 
Digestivas e Acetilcolinesterase 
 
 Em relação à atividade das enzimas digestivas, o OE de M. floribunda modulou 

a atividade das enzimas intestinais dos insetos. O OE aumentou a atividade de 

amilase do extrato de intestino de S. zeamais nas maiores concentrações (Fig. 4A). 

Quanto à enzima tripsina, nenhuma concentração testada alterou sua atividade (Fig. 

4B). O teste realizado para acetilcolinesterase (AChE) indicou que o OE das folhas foi 

capaz de aumentar a atividade da acetilcolinesterase do extrato de intestino de adultos 

de S. zeamais em todas as concentrações testadas (Fig. 4C). 
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Figura 4 – Efeitos do OE de M. floribunda na Atividade de Enzimas Digestivas (4A – 
amilase, 4B – Tripsina) e Acetilcolinesterase (4C). 
 
4. DISCUSSÃO 

 

Em nosso trabalho, o (E)-Caryophyllene foi o componente majoritário do OE de 

M. floribunda. No entanto, no trabalho de Ramos et al. (2010) o (E) – nerolidol foi o 

componente mais abundante (32,4%) no OE obtido das folhas de M. floribunda e 1,8-

cineol correspondeu a 5,8% do óleo, este valor foi próximo do encontrado no nosso 

trabalho. Já Tietbohl et al. (2012) obtiveram 38,4% de 1,8-cineol da composição total 

do OE obtido das folhas de M. floribunda, sendo então o composto majoritário no óleo. 

É importante ressaltar que o 1,8-cineol é o componente majoritário na maioria dos 

trabalhos com o gênero Myrciaria. Entretanto, em muitos outros trabalhos de plantas 

do gênero Myrciaria, é possível observar a presença de (E)-Caryophyllene como um 

dos majoritários. No trabalho de Limberger et al. (2004) com M. ricardiana e M. 

hatschbachii, os autores mostraram que o β-caryophyllene foi o componente 

majoritário na composição do óleo com porcentagens de 20,6% e 23,3%, 

respectivamente. Cerqueira et al. (2009) verificaram no OE das folhas de M. 

salzmannii que a porcentagem de β-caryophyllene tinha variações de 10,3 a 13,2%. 

Pereira-Junior (2018) mostrou que o (E)- Caryophyllene foi o componente majoritário 

do OE das folhas das seguintes espécies: M. fenestrata (20,57%), M. amapensis 

(73,12%), M. caudata (14,83%) e M. sylvatica (45,88%).  
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Ao analisar a ação do OE por ingestão dos insetos, observou-se que os insetos 

apresentaram menor ganho de peso, ou seja, um crescimento negativo. Esse 

crescimento pode indicar uma dificuldade em adultos de S. zeamais em incorporar os 

nutrientes, podendo ter metabolizado suas próprias reservas, levando a uma perda de 

biomassa por conta da eficiência negativa na conversão de alimento.  

Quando ingerido, o OE das folhas de M. floribunda causou uma maior 

mortalidade em S. zeamays nas maiores concentrações. Esses resultados indicam 

um potencial do OE de M. floribunda no controle de S. zeamais, sugerindo que as 

propriedades antinutricionais e as taxas de mortalidade observadas neste estudo 

estão possivelmente relacionadas aos efeitos pós-ingestão causados pelos 

compostos do óleo. 

Trabalhos com OEs de Alpinia purpurata (Lira et al., 2015) e Croton 

rudolphianus (RIBEIRO, et al.,2020) foram avaliados para toxicidade por ingestão em 

S. zeamays e revelaram uma alteração da taxa de ganho de biomassa e na eficiência 

na conversão dos alimentos ingeridos, entretanto, sem promover diferença 

significativa na mortalidade dos insetos em 7 dias. Dessa forma, os efeitos 

antinutricionais encontrados neste estudo podem ser úteis nas tentativas de controle 

de S. zeamays, uma praga muito destrutiva, devido à velocidade com que consome 

os grãos. 

 O OE de M. floribunda mostrou efeito estimulador da atividade da α-amilase 

nas maiores concentrações. Esse efeito pode ser, em parte, consequência da 

interferência da ação do OE na atividade dessa enzima, resultando em inanição. Atoui 

et al., (2005) utilizando OE de folhas de Pelargonium graveolens, no entanto, 

verificaram que a atividade da α-amilase teve sua atividade inibida. Nesse contexto, 

Rahali et al. (2017) e Ustun et al. (2012) demonstraram que alguns monoterpenos 

exibem atividades inibitórias da α-amilase. Estes resultados do nosso trabalho, 

indicam que o aumento da atividade da α-amilase pode ser relacionado à presença 

de alguns compostos no óleo essencial (SHOBANA et al., 2009). No presente estudo, 

não foi obtido mudança no efeito do OE M. floribunda na atividade da tripsina. Além 

disso, não há relato publicado sobre o efeito do OE de M. floribunda na atividade de 

α-amilase em S. zeamays. 

  No presente estudo, foi verificado um aumento da atividade da enzima 

AChE. Esse resultado contrapõe-se a maioria dos trabalhos, visto que a maioria dos 

estudos verifica uma inibição da atividade dessa enzima. Nesse sentido, o OE pode 
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ter causado um efeito nerotóxico em decorrência do aumento da atividade da AChE, 

gerando assim mortalidade. Esse aumento da atividade da enzima AChE pode estar 

relacionada a alguns compostos do OE. Nesse contexto, evidências recentes sugerem 

que compostos como 1,8 cineol, β-pineno, β-caryophyllene e eugenl podem modular 

a atividade nervosa (Dohi et.al, 2009; CHAUBEY, 2016; RAHALI et.al., 2017) A 

maioria dos inseticidas ligam-se às proteínas receptoras dos insetos e interrompem a 

neurotransmissão normal levando a paralisia e morte (LEE et al.,2001; CHAUBEY, 

2016). 

5. CONCLUSÃO 

 Este estudo revela que o EO de M. floribunda apresentara atividade inseticida 

contra S. zeamays. Nesse sentido, o OE de M. floribunda tem potencial para ser usado 

no controle de S. zeamays, por ser tóxico para insetos adultos via fumigação, por 

exercer efeitos antinutricionais quando ingerido, e por alterar a atividade das enzimas 

α-amilase e AChE. O efeito inseticida provavelmente pode ser atribuído à atividade de 

alguns compostos presentes no OE. Assim sendo, o OE de M. floribunda têm potencial 

para ser desenvolvido em pesticidas botânicos para gerenciar pragas de grãos.  
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5. PATENTE 

 

Relatório descritivo da patente de invenção para “FORMULAÇÃO FUMIGANTE EM 

MICROEMULSÃO PARA CONTROLE DE Sitophilus zeamais USANDO Myrciaria 

floribunda E Pothomorphe umbellata” 

 

Campo da Invenção 

[001] O presente invento consiste em método de obtenção e caracterização de 

uma formulação, utilizando os óleos essenciais das partes aéreas (folhas) de Myrciaria 

floribunda Myrtaceae (Cambui) e Pothomorphe umbellata (Piperaceae) (Pariparoba), 

para controle de adultos de Sitophilus zeamais, tendo como componentes majoritários 

(E)-Caryophyllene (26,81%); Viridiflorol (6,64%) e α – Selinene (3,58%) para Myrciaria 

floribunda e β – Pineno (27,33%), α – Pineno (14,55%) e Linalol (12,03%) para 

Pothomorphe umbellata. 

[002] A referida invenção é voltada para preparação de formulação fumigante, 

especificamente para reduzir e/ou eliminar gorgulho de milho armazenado do gênero 

Sitophilus (Coleoptera: Curculionidae), causador de danos definitivos e irrecuperáveis 

sofridos pelo milho armazenado, visto que nos últimos anos tais insetos vêm se 

tornando uma das principais pragas primárias de diversas culturas, por exemplo, o 

milho (Zea mays L.). 

 

Problemas que a Invenção se Propõem a Resolver 

[003] Em condições de climas tropicais, os insetos assumem inata importância 

como pragas dos grãos armazenados, pelo fato dos grãos constituir-se em ambiente 

ideal para seu desenvolvimento. Os insetos diminuem o valor nutricional, 

desvalorizam o produto, diminuem do grau de higiene, reduzem a massa de grãos, e 

promovem o aquecimento da massa de grãos no local da infestação. 

[004] Tal situação pode contribuir para aumento da atividade respiratória da 

massa de grãos, proporcionando maior consumo de matéria seca e, 

consequentemente, rápida deterioração do produto. Quando os níveis populacionais 

dos insetos são altos, uma série de fatores interage contribuindo para o 

comprometimento da qualidade dos produtos que, muitas vezes, se tornam impróprios 

para o consumo. 
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[005] Os insetos-praga de produtos armazenados, conforme o hábito alimentar, 

podem ser classificados como pragas primárias ou secundárias. As primárias são 

capazes de atacar os grãos inteiros e sadios, já as secundárias se alimentam dos 

grãos danificados mecanicamente. São exemplos de pragas primárias de cereais, 

Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Coleoptera: Bostrichidae) e Sitophilus zeamais 

Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). 

[006] O gorgulho-do-milho, popularmente conhecido o Sitophilus zeamais 

(Motschulsky) (Coleoptera:Curculionidae) configura uma das pragas mais importantes 

quanto ao armazenamento de grãos nas regiões tropicais. Esse inseto é conhecido 

como grande causador de danos sofridos pelos grãos armazenados em especial o 

milho, de forma definitiva e irrecuperável, uma vez que o processo de alimentação 

desse inseto nos grãos armazenados causa uma considerável perda de peso, cerca 

de 10% de perdas existentes, redução de nutrientes e do poder germinativo em 

sementes. Essa problemática torna-se mais importante para os agricultores de 

subsistência, para os quais os grãos fazem parte de sua alimentação básica e as 

condições de armazenamento são precárias. 

[007] O controle dessas pragas é feito, comumente, com inseticidas químicos 

fumigantes e protetores que, apesar de eficientes, podem provocar alguns efeitos 

colaterais, como a toxicidade aos aplicadores, presença de resíduos nos grãos e a 

possibilidade da seleção de populações de insetos resistentes. A integração de 

métodos não químicos, no manejo de pragas de produtos armazenados, vem sendo 

uma alternativa para reduzirem o uso dos inseticidas nas unidades armazenadoras de 

grãos. Isto é importante uma vez que métodos alternativos, como o uso de compostos 

secundários de plantas, podem amenizar problemas de resíduos nos alimentos e a 

resistência das pragas pelo uso excessivo desses produtos.  

[008] Muitas espécies de vegetais são ricas em compostos secundários, os 

quais estão envolvidos em diversos processos de interação planta-praga, além de 

apresentarem atividade inseticida contra o ataque de pragas no campo e no 

armazenamento. Esses compostos provocam mortalidade, repelência, deterrência na 

oviposição e alimentação, redução do crescimento, dentre outros aspectos não 

apresentados pelos inseticidas convencionais, que geralmente são mais tóxicos e 

provocam apenas mortalidade dos insetos. 

[010] Nos últimos anos, os pesquisadores têm voltado a atenção para a 

utilização de métodos, como a utilização de substâncias de origem vegetal, em muitos 
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países tropicais e subtropicais como uma tática alternativa e promissora no controle 

de coleópteros de cereais e de milho armazenados, principalmente por pequenos e 

médios produtores. 

[011] A flora brasileira, rica e diversificada, oferece opções para a descoberta 

de novas plantas com atividade inseticida, o que pode significar alternativas de 

controle de pragas ao produtor e, consequentemente, auxilia significativamente para 

o manejo e/ou controle de pragas de grãos armazenados, sem poluir o ambiente e 

oferecendo alimentos saudáveis aos consumidores. O aproveitamento da bioatividade 

de compostos secundários obtidos de plantas com propriedades fumigantes tem sido 

incrementado, visando o controle de pragas primárias e secundárias de grãos 

armazenados (KETOH et al. Journal of Stored Products Research, 41, 363-371, 2005; 

BRITO et al. Revista de Biologia e Ciências da Terra, 6, 96-103, 2006). 

[012] As substâncias originadas de vegetais, geralmente, são de fácil 

aquisição, baixo custo e oferecem segurança para os aplicadores e para o meio 

ambiente, podendo ser utilizadas na forma de pós, extratos e óleos essenciais. Os 

óleos essenciais são conhecidos há muitos anos por diferentes propriedades, tais 

como: antisséptico, desinfetante, antifúngico, antibacteriano e inseticida. 

Consequentemente, os óleos essenciais têm sido utilizados como produtos naturais 

para várias utilizações, incluindo o uso na agricultura sustentável.  

[013] Infere-se, portanto, que o presente invento pode ser inserido no contexto 

biotecnológico e tem como objetivo principal, controlar o desenvolvimento e 

crescimento de Sitophilus zeamais que destroem produtos armazenados de interesse 

alimentício amplamente explorado pela agricultura, especialmente o milho. Os 

bioprodutos desenvolvidos à base de óleos essenciais despertam o interesse 

comercial para uso como defensivo agrícola. Especificamente, estão diretamente 

associados ao uso de fitocomponentes específicos que favoreçam o manejo 

sustentável de grãos infestados por Sitophilus zeamais, principalmente entre 

agricultores de subsistência. Assim, visando contribuir com a produção alternativa de 

alimentos de forma orgânica e agroecológica, o presente invento possibilita fortalecer 

o setor dos bionegócios, em função da viabilidade comercial em larga escala. 

 

Fundamentos da Invenção 

[014] Existem no Brasil algumas famílias na qual são explorados os óleos 

essenciais, destacam-se a Piperaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Verbenaceae, 
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Lamiaceae, Rutaceae e Poaceae (COITINHO et al. Ciência e Agrotecnologia, 35, 172-

178, 2011). O gênero Myrcia é o maior gênero exclusivamente neotropical da família 

das plantas Myrtaceae com um pouco mais de 140 gêneros e 4.630 espécies 

(SOBRAL et al. Lista de Espécies da Flora do Brasil, 2013). A goiaba, o cravo e o 

eucalipto estão entre os membros significativos dessa família e são conhecidos por 

seus óleos essenciais utilizados medicinalmente e por outros fins comerciais. A 

Myrciaria floribunda (H.West ex Willd.) O. Berg pertence à família Myrtaceae, tem 

ampla distribuição no Brasil e é comumente conhecido como “Camboim”.  

[015] Foram encontrados monoterpenos e sesquiterpenos como principais 

componentes do óleo essencial de folhas de M. Floribunda, sendo o 1,8-cineol, o δ-

Cadinene e (E) -cariofileno como principais constituintes. O óleo essencial também 

exibiu atividade da acetilcolinesterase, um mecanismo bem conhecido de ação 

inseticida (LÓPES & PASCUAL-VILLALOBOS. Industrial Crops and Products, 31(2), 

284-288, 2010; BARBOSA et al. Industrial Crops & Products, 151, 112372, 2020). 

Além do Sitophilus zeamais, o óleo das folhas de M. floribunda também possui 

atividade inseticida  contra os hemípteros fitófagos Oncopeltus fasciatus e Dysdercus 

peruvianus (TIETBOHL et al. Revista Brasileira de Farmacognosia, 24(3), 316-321, 

2014). 

[016] Em relação à Pothomorphe umbellata (L.) Miq., o gênero Pothomorphe 

inclui plantas de porte arbustivo ou herbáceo constituído de poucas espécies, não 

ultrapassando duas dezenas (YUNKER. Hohnea 3, 29-284, 1973). As espécies 

Pothomorphe umbellata e Pothomorphe peltata, ambas conhecidas pelos nomes 

vulgares de pariparoba e de caapeba, são encontradas no Brasil e empregadas no 

tratamento de diversas enfermidades, por suas atividades gástricas (COIMBRA, R. 

Notas de Fitoterapia, 2, 292-293, 1958), antiepilética, diabética e tratamento de 

doenças hepáticas (FELZENSZWALB et al. Brazilian Journal of Medical and Biological 

Research, 20, 403-405, 1987). Além disso, foi verificada a atividade antimalárica de 

Pothomorphe umbellata (AMORIM et al. Journal of Ethnopharmacology. 24,101 – 106, 

1988). 

[017] Quanto à fitoquimica, em Pothomorphe umbellata foram encontrados 

como principais constituintes químicos em extratos metanólico: ácidos fixos, 

esteróides, saponinas, taninos, xantonas, flavononas, flavonóis e flavonas 

(SPONCHIADO JÚNIOR et al. Revista Fitos, 3,1, 31-37, 2007). Já o óleo essencial 

desta espécie foi detectado o fenilpropanóide denominado dilapiol (1-alil-2,5dimetoxi-
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3,4-metilenodioxibenzeno), α-pineno, β-pineno, α-humuleno e (E) -nerolidol 

(MORAES et al. Anais de Farmácia e Química de São Paulo, 24,1-2, 1-9, 1984; 

MARTINS, A.P. et al. Phytochemistry. 49, 2019-2023, 1998). 

[018] Há várias publicações voltadas a formulações inseticidas, tais como: 

AU20042012680 que descreve uma formulação de anetol (componente principal) do 

óleo essencial de Thymbra spicata (menta) contra adultos de Sitophilus oryzae. A 

patente de número CN101946811 que se refere à inseticida microencapsulado 

derivado de óleo essencial de anis, óleo essencial de absinto, óleo essencial de canela 

e óleo essencial de cravo-da-índia contra algumas pragas de grãos armazenados. 

Além disso, a patente KR1020040063288 verificou a atividade inseticida de óleo 

essencial de eucalipto contra Sitophilus oryzae, gorgulho do feijão (Callosobruchus 

chinensis). Ademais, a patente CN107950606 descreve um repelente 

microencapsulado contra Sitophilus zeamais à base de óleo essencial de Folium 

artemisiae argyi (absinto). Há também a patente de número CN105494460, cuja 

aplicação do óleo essencial de Melaleuca ahemifolia no controle de Sitophilus 

zeamais. 

[019] Embora existam várias patentes publicadas a base de óleos essenciais 

com atividade inseticida, não foi observada o uso de produtos com efeito inseticida à 

base de Myrciaria floribunda e nem à base de Pothomorphe umbellata contra pragas 

de grãos armazenados. Vale destacar que é o primeiro ensaio utilizando óleo 

essencial de Myrciaria floribundi contra Sitophilus zeamais em milho sob condições 

controladas. A referida invenção confere-se como um produto inovador, o qual poderá 

ser utilizado junto a outros métodos para o controle de pragas de grãos armazenados, 

em especial o Sitophilus zeamais. 

[020] Dessa forma, tendo em vista a necessidade de encontrar novas formas 

de controle de pragas em situações de armazenamento de grãos, que cause menos 

impactos ambientais, desenvolveu-se a formulação, que se mostrou eficiente contra o 

Sitophilus zeamais. 

Breve Descrição dos Desenhos 

A Figura 1 apresenta a tabela com valores da CL50 do teste de toxicidade por 

fumigação da formulação contra adultos de S. zeamais. 

A Figura 2 apresenta a toxicidade de S. zeamais exposto a formulação usando o 

bioensaio de fumigação. 

A Figura 3 apresenta o diagrama de etapas. 
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A Figura 4 apresenta a extração do óleo essencial, diferenciando-o da parte aquosa 

(Hidrolato). 

A Figura 5 apresenta o disco de papel filtro com a formulação para ser colocada na 

tampa da câmara selada para teste de toxicidade fumigante. 

A Figura 6 apresenta a câmara selada com os insetos. 

Descrição da Invenção  

[021] De acordo com a presente invenção, é proporcionado um fumigante para 

o controle de adultos de Sitophilus zeamais. Mais particularmente, uma formulação à 

base de óleo essencial de Myrciaria floribunda e Pothomorphe umbellata. 

 

Exemplo 1 – Extração dos Óleos Essenciais:  

[022] Para extração dos óleos essenciais foi utilizado partes aéreas (folhas) de 

Myrciaria floribunda e Pothomorphe umbellata, utilizando um extrator de Clevenger 

modificado, acoplado a um balão de fundo redondo de 5L e como fonte de calor, uma 

manta aquecedora da marca QUIMIC®, modelo Q321A28. 

[023] Depois da coleta, o material vegetal passou por uma série de processos 

que envolve a separação mecânica das folhas (desfolhagem) atacadas por pragas ou 

microrganismos, com posterior lavagem e trituração em moinho de facas (Figura 3). 

Para o processo de extração, cada óleo essencial foi extraído separadamente pelo 

processo de hidrodestilacão. Folhas frescas das plantas foram trituradas, sendo 

adicionado ao balão de hidrodestilação com água na proporção de 1:5 (m/v). Cada 

óleo essencial foi obtido separadamente através da sua condensação juntamente com 

o vapor de água (Figura 4) por um período máximo de 3 horas, coletando-se o óleo 

em seguida e tratando-o com sulfato de sódio anidro para remoção da água 

remanescente. Cada óleo foi armazenado em frascos separados de âmbar mantidos 

sob refrigeração de -24ºC até serem submetidos à análise química e/ou teste de 

atividade biológica.  

Exemplo 2 – Identificação dos constituintes químicos dos Óleos Essenciais:  

[024] Para caracterizar e identificar os constituintes dos óleos essenciais de 

Myrciaria floribunda e Pothomorphe umbellata, foi preparada uma solução de cada 

óleo usando hexano bidestilado como solvente, sendo retirado 1μL dessa solução 

para injeção e análise em um cromatógrafo gasoso (GC) acoplado a um 

espectrômetro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C Series 

GC-MS (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com coluna apolar DB-5 
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(Agilent J&W, 60 m × 0.25 mm diâmetro interno; espessura do filme 0.25 μm). As 

amostras foram analisadas sob as seguintes condições: temperatura inicial do GC de 

60°C mantida por 3 min, depois aumentando de 2,5 °C min-1 até a temperatura final 

de 240°C, que foi mantida por 10 minutos. O hélio foi utilizado como gás de arraste a 

fluxo constante de pressão 100 kPa. A interface do espectrômetro de massa foi 

definida em 200 °C e os espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI), 

além disso, foram obtidos espectros de massa com velocidade de 0,5 scan por 

segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550. A identificação dos compostos 

foi feita por meio da análise dos espectros de massa de cada pico cromatográfico, 

comparação com padrões autênticos e cálculo de índices de retenção. Para o cálculo 

dos índices de retenção linear dos componentes do óleo foi utilizado os tempos de 

retenção de cada composto e os tempos de retenção de n- alcanos (C9 a C25) 

analisados sob as mesmas condições. Os valores calculados foram comparados com 

os índices de retenção publicados na literatura a partir de comparação de seus 

espectros de massa e tempos de retenção àqueles de padrões disponíveis em 

bibliotecas de referência. 

Exemplo 3 – Obtenção da Formulação:  

[025] Para o preparo da formulação, foi elaborado uma solução estoque de 

concentração 120 ppm o que equivale a 32,4 µL/L de ar, usando 0,3 mg de cada óleo 

essencial solubilizado em 5 ml de etanol, promovendo a obtenção de uma 

microemulsão que foi estabilizada com tween 80. A referida formulação fumigante foi 

testada usando as concentrações de 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 5 ppm e 8 ppm, o que 

equivale a 0,27 µL/L; 0,54 µL/L; 0,81 µL/L; 1,3 µL/L e 2,1 µL/L de ar, respectivamente, 

utilizando como solvente o etanol e estabilizante tween 80. A formulação inseticida 

pode ser aplicada diretamente sobre os grãos, uma vez que a mesma não utiliza água, 

como também pode ser utilizada durante o armazenamento, com pulverizadores, pois 

os componentes ativos contidos na formulação são voláteis. Ademais, tal formulação 

poderá ser utilizada nos pós colheita como forma de prevenção aos insetos-praga. 

Exemplo 4 – Atividade Fumigante:  

[026] Para a realização do bioensaio fumigante, um disco de papel filtro com 4 

cm de diâmetro foi colocado no lado interno da tampa de um recipiente plástico com 

formato cilíndrico (diâmetro: 4,2 cm, altura: 5,3 cm e volume: 74 ml) (Figura 5). Em 

cada papel filtro foi colocado 20 µL da formulação. Após a evaporação do solvente, 

foram adicionados 20 insetos, em seguida a tampa foi colocada firmemente no 
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recipiente, para formar uma câmara selada (Figura 6). Foram feitos testes com 

controles contendo somente os solventes da microemulsão. Os ensaios e o controle 

foram realizados em quadruplicata, e a mortalidade avaliada após sete dias. 

[027] Os resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA) 

(significância em p <0,05) e teste de Tukey para identificar diferenças significativas na 

comparação das médias, usando o Software Origin (OriginLab, Northampton, 

Massachusetts, EUA). A Concentração letal (LC50) e seus limites de confiança foram 

determinados por análise Probit, e os dados foram analisados por determinação de 

valores de qui-quadrado e graus de liberdade usando o Software StatPlus Pro 6.2.5.0. 

Exemplo 5 – Resultados 

[028] A análise da composição química do óleo essencial de Myrciaria 

floribunda mostrou que os componentes majoritários são: E-Caryophyllene (26,81%); 

Viridiflorol (6,64%) e α – Selinene (3,58%).  

[029] A análise e quantificação da composição química do óleo essencial de 

Pothomorphe umbellata identificou que seus constituintes principais são: β – Pineno 

(27,33%), α – Pineno (14,55%) e Linalol (12,03%). 

[030] A avaliação da atividade fumigante mostrou que a referida formulação 

elevou a taxa de mortalidade dos insetos de forma dose dependente. A análise 

estatística mostrou que os dados de controle e tratamentos nas diferentes 

concentrações foram significativamente diferentes (Figura 2). Ajustando-se ao modelo 

de Probit (p = 0,92) a concentração letal média de 50% após 7 dias de exposição foi 

estimada em 0,648 μL.L-1 de ar (Figura 1). 

[031] Dessa forma, a formulação a base dos óleos essenciais de Myrciaria 

floribunda e Pothomorphe umbellata é um meio prático, eficiente e seguro aplicado 

sob a forma líquida, no controle de insetos-praga de grãos armazenados análogos ao 

Sitophilus zeamais, contribuindo assim, para a diminuição de problemas originados 

por insetos-praga de produtos armazenados em regiões tropicais, servindo 

principalmente ao pequeno produtor e dos armazenadores, mudando assim o 

pensamento de que as pragas de grão armazenados devem ser combatidas apenas 

com produtos químicos. 
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REIVINDICAÇÕES 

 

1. FORMULAÇÃO FUMIGANTE DE UMA MICROEMULSÃO PARA 

CONTROLE DE Sitophilus zeamais USANDO Myrciaria floribunda E Pothomorphe 

umbellata” caracterizada por ser formada por solução a partir de óleo essencial de 

Myrciaria floribunda e óleo essencial de Pothomorphe umbellata extraídos pela técnica 

de hidrodestilação isolados das partes aéreas (folhas) das plantas em condições 

especiais. 

 

2. FORMULAÇÃO FUMIGANTE DE UMA MICROEMULSÃO PARA 

CONTROLE DE Sitophilus zeamais USANDO Myrciaria floribunda E Pothomorphe 

umbellata” de acordo com a reivindicação 1, caracterizada, por ter componentes 

majoritários (E)-Cariofileno (26,81%); Viridiflorol (6,64%) e α – Selineno (3,58%) e β – 

Pineno (27,33%), α – Pineno (14,55%) e Linalol (12,03%), respectivamente. 

 

3. FORMULAÇÃO FUMIGANTE DE UMA MICROEMULSÃO PARA 

CONTROLE DE Sitophilus zeamais USANDO Myrciaria floribunda E Pothomorphe 

umbellata” de acordo com a reivindicação 2, caracterizada por ser uma formulação 

fumigante compreendendo concentrações de 0,0001%, a 99,9% a partir do óleo 

essencial de Myrciaria floribunda e do óleo essencial de Pothomorphe umbellata 

utilizando como solvente o etanol ou outro solvente apolar, como acetona ou acetato 

de etila e estabilizante tween 80. 

 

4. PROCESSO de acordo com as reivindicações 1 e 2, caracterizado pelos 

óleos essenciais serem obtidos por meio da hidrodestilação das folhas de Myrciaria 

floribunda e Pothomorphe umbellata. 

 

5. PROCESSO de acordo com as reivindicações 3 e 4, caracterizado por 

utilizarem concentrações de 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 5 ppm e 8 ppm a partir do óleo 

essencial de Myrciaria floribunda e do óleo essencial de Pothomorphe umbellata. 
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DESENHOS 
 

 

 

Tempo (dias) CL50 ± EP 

(IC 95%) Μl.L-1 de ar 

GL Χ2 p 

7 0,648 ± 0,066 3 0,48 0,9231 
CL: concentração letal; GL: graus de liberdade; IC: intervalo de confiança; P: probabilidade; EP: Erro Padrão; Χ2: 

Qui-quadrado. 

FIGURA 1 
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FIGURA 3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4 

 

Coleta da Planta 

Desfolhagem 

Seleção das Folhas 

Lavagem 

Trituração 

Extração do Óleo 

Obtenção da Composição 

Atividade Fumigante 

ÓLEO 

HIDROLATO 



76 

 

 

FIGURA 5 

 

 

 

FIGURA 6 
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RESUMO 

 

FORMULAÇÃO FUMIGANTE EM MICROEMULSÃO PARA CONTROLE DE 

Sitophilus zeamais USANDO Myrciaria floribunda E Pothomorphe umbellata 

 

A presente patente de invenção refere-se a uma formulação fumigante 

inseticida a partir do processo de obtenção do óleo essencial de Myrciaria floribunda 

e do óleo essencial de Pothomorphe umbellata no controle de adultos de Sitophilus 

zeamais em grãos de milho, tendo como constituintes majoritários: (E)-Caryophyllene 

(26,81%) e Viridiflorol (6,64%) para Myrciaria floribunda e β – Pineno (27,33%) e α – 

Pineno (14,55%) para Pothomorphe umbellata. No bioensaio fumigante foi utilizada 

uma solução estoque da emulsão (tween 80) de 120 ppm que posteriormente foi 

diluída até as concentrações desejadas. Na atividade fumigante foi utilizado um disco 

de papel filtro com 4 cm de diâmetro colocado no lado interno da tampa de um 

recipiente plástico com formato cilíndrico. Em seguida foi colocado em cada recipiente 

20 insetos e avaliados depois de 7 dias. Os resultados obtidos mostraram que a 

formulação ocasionou redução no número dos adultos de sitophilus zeamays. Estes 

compostos da referida formulação apresentam relevância no setor agroindustrial, 

sendo a formulação podendo ser aplicada sob os grãos durante a colheita e/ou 

armazenamento, sob a forma líquida. Por ser de fácil aplicação e segurança, a 

invenção pode prevenir e/ou reduzir o desenvolvimento dos insetos em milho, através 

da ação fumigante de acordo com a necessidade do produtor. 
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6. CONCLUSÕES 

- Os bioensaios de toxicidade com os óleos essenciais revelaram que os óleos 

essênciais de P. umbellata e M. floriunda podem ser usados contra S. zeamais; 

- Os testes de ingestão alteraram a fisiologia dos insetos interferindo negativamente 

na taxa de crescimento relativo e na eficiência de conversão de alimento; 

- Os óleos essenciais alteraram a atividade da enzima amilase; 

- Os óleos essenciais foram capazes de aumentar consideravelmente a atividade da 

enzima acetilcolinesterase; 

- A Microemulsão formada pelos óleos de P. umbellata e M. floriunda (em proporções 

iguais) sob a forma líquida, foi eficiente no controle via fumigação do Sitophilus 

zeamais. 
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