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RESUMO 

ALVES, Marcela de Souza. Óleo Essencial de Capim-Limão como Protetor de Sementes e 

Grãos Armazenados: Uma Abordagem Da Biologia Química e Molecular ao Manejo 

Agroecológico do Carucho Do Feijão-Caupi 2021. 129p. Tese (Doutorado em Química, área 

de Concentração em Química Biológica). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2021. 

Os óleos essenciais são promissores para proteção de sementes e grãos da infestação de insetos-

pragas e fungos fitopatogênicos. Neste contexto, o presente estudo teve os seguintes objetivos: 

estudar os efeitos do óleo essencial de Cymbopongon citratus (capim-limão) e citral sobre as 

etapas do ciclo de vida do inseto, investigar os seguintes efeitos do óleo essencial: sobre o 

metabolismo de fêmeas copuladas de C maculatus, na proteção das sementes em função do 

tempo, sobre a germinação de sementes de feijão (Vigna unguiculata), desenvolvimento de 

fungos da condição de armazenamento e sobre a viabilidade celular/ toxicidade na levedura 

(Saccharomyces cerevisiae), modelo celular eucarioto. Para isso, foi realizada a caracterização 

química do óleo essencial de capim-limão, onde observou-se um perfil químico rico em 

monoterpenos, sendo os componentes majoritários neral (34,63%) e geranial (42,80%) que 

formam o isômero citral, no qual sementes de feijão-caupi foram lavadas com óleo essencial e 

armazenadas por até 180 dias, e verificou-se que as sementes revestidas com o óleo essencial 

apresentaram resíduos de citral em sua superfície e proteção contra gorgulhos por até 90 dias 

de armazenamento. Observou-se efeito tóxico da fumigação do óleo essencial sobre a 

mortalidade dos insetos de 61,43% na concentração de 0,92mg/cm³ e inibição de seu ciclo de 

vida. No perfil metabólico de fêmeas copuladas, verificou-se predominância de açúcares 

(trealose e glicose) e aminoácidos (prolina e alanina), no grupo controle, porém, nas fêmeas 

expostas ao óleo essencial, foram observados níveis aumentados de glicerol e diminuição da 

expressão relativa das enzimas hexoquinase, lactato desidrogenase e malato desidrogenase. O 

óleo essencial apresentou toxicidade sobre o crescimento de fungos da condição de 

armazenamento. A viabilidade celular em modelo celular eucarioto, a levedura de S. cerevisiae, 

foi observada em até 3 horas de exposição ao óleo essencial. Não houve efeito alelopático do 

óleo essencial na germinação de sementes de feijão-caupi. Com base nos testes realizados, 

conclui-se que o óleo essencial de capim-limão tem potencial para desenvolver estratégias de 

proteção de grãos e sementes em substituição ao controle tradicional, principalmente no 

atendimento ao setor de produção de sementes orgânicas.  
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Palavras-chave: Agricultura orgânica, controle de insetos-pragas, biopesticidas, proteção de 

sementes. 

ABSTRACT 

 

ALVES, Marcela de Souza. Lemongrass Essential Oil as a Protector of Stored Seeds and 

Grains: A Chemical and Molecular Biology Approach to the Agroecological Management 

of Cowpea Beetle. 129p. Thesis (Doctorate in Chemistry, area of concentration in Biological 

Chemistry). Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

Essential oils are promising for protecting seeds and grains from infestation by insect pests and 

phytopathogenic fungi. In this context, the present study had the following objectives: to study 

the effects of the essential oil of Cymbopongon citratus (lemon grass) and citral on the stages 

of the insect life cycle, to investigate the following effects of the essential oil: on the metabolism 

of females copulates of C. maculatus, on seed protection as a function of time, on bean (Vigna 

unguiculata) seed germination, on fungal development under storage conditions and on cell 

viability/toxicity in yeast (Saccharomyces cerevisiae), eukaryotic cell model. For this, the 

chemical characterization of lemongrass essential oil was carried out, where a chemical profile 

rich in monoterpenes was observed, with the majority components neral (34.63%) and geranial 

(42.80%) that form the isomer citral, in which cowpea seeds were washed with essential oil and 

stored for up to 180 days, and it was found that seeds coated with the essential oil showed citral 

residues on their surface and protection against weevils for up to 90 days of storage. A toxic 

effect of essential oil fumigation was observed on insect mortality of 61.43% at a concentration 

of 0.92mg/cm³ and inhibition of their life cycle. In the metabolic profile of mated females, there 

was a predominance of sugars (trehalose and glucose) and amino acids (proline and alanine), 

in the control group, however, in females exposed to essential oil, increased levels of glycerol 

and decreased relative expression were observed. of the enzymes hexokinase, lactate 

dehydrogenase and malate dehydrogenase. The essential oil showed toxicity on the growth of 

fungi in the storage condition. Cell viability in a eukaryotic cell model, the yeast of S. 

cerevisiae, was observed in up to 3 hours of exposure to the essential oil. There was no 

allelopathic effect of the essential oil on the germination of cowpea seeds. Based on the tests 

carried out, it is concluded that lemongrass essential oil has the potential to develop strategies 

to protect grains and seeds to replace traditional control, especially in serving the organic seed 

production sector. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Mundialmente há perdas de 20% de grãos armazenados por ano, o equivalente a 420 

mil  toneladas (MESTERHÁZY et al., 2020). Além das perdas da produção em larga escala, o 

manejo inadequado nas condições de armazenamento são maléficas para o pequeno produtor, 

prejudicando a economia local e a qualidade do alimento de populações menos favorecidas 

(STATHERS et al., 2020). 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp., Fabaceae) é um alimento básico de 

grande importância para muitos brasileiros, principalmente das regiões Norte e Nordeste, sendo 

uma cultura típica da agricultura familiar. Contudo, parte das perdas econômicas no período de 

armazenamento do feijão-caupi são ocasionadas pela infestação de insetos-pragas, 

principalmente pelo caruncho do feijão-caupi, Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera: 

Chrysomelidae, Bruchinae) (GALLO et al., 2002; BRITO & BORTOLI, 2006; SILVA, 2007; 

MELO et al., 2010).  No Brasil, o impacto da infestação do caruncho do feijão-caupi é 

devastador, podendo provocar perda de até 50% da produção do feijão-caupi por ano 

(MARANGONI, 2002). Segundo a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO), as perdas mundiais provocadas por esse caruncho podem chegar até 90% 

em outros países (TARUVINGA et al., 2014). 

A principal forma de controle dos insetos-pragas, entre eles os carunchos, é a utilização 

de agrotóxicos sintéticos. Em 2008, o Brasil se tornou o maior consumidor de agrotóxicos  no 

mundo, atingindo a marca de mais de 700 mil toneladas de produtos consumidos, ocupando 

atualmente a quarta posição (PEDLOWSKI et al., 2012; PAUMGARTTEN, 2020) e cerca de 

80% dos pequenos produtores brasileiros fazem uso desses tipos de agrotóxicos em suas 

lavouras (IBGE, 2009).   Ademais, os agrotóxicos orgânicos sintéticos (e.g., organofosforados, 

carbamatos e piretróides) e alguns da classe dos inorgânicos (e.g., fosfina e seus precursores) 

não são permitidos em sistemas agroecológicos e orgânicos de produção vegetal no Brasil, 

incluindo no tratamento pós-colheita dos produtos vegetais, como no armazenamento de 

sementes e grãos (BRASIL, 2021). 
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Por outro lado, as restrições à utilização dos agrotóxicos sintéticos, as despesas para sua 

aquisição e os problemas de toxicidade decorrentes da utilização dos mesmos vêm estimulando 

a utilização de produtos fitossanitários de origens naturais, cujos impactos negativos de 

natureza ambiental e para a saúde humana são menores ou inexistentes e os custos para 

obtenção deles são menores (BARBOSA et al., 2002; DAMALAS & KOUTROUBAS, 2020). 

Nesse cenário, os óleos essenciais, que são substâncias voláteis produzidas pelo 

metabolismo secundário das plantas, (ISO, 2013) vêm surgindo como uma alternativa 

promissora no controle de pragas de importância agrícola, sejam insetos, ácaros, fungos ou 

ervas-daninhas (FIERASCU et al., 2020) e em diversas formas de aplicação seja por fumigação, 

ação  tópica ou no revestimento de sementes para proteção contra insetos, fungos, patógenos 

que inviabilizam os grãos.  Além disso, os óleos essenciais constam na lista de substâncias e 

práticas para o uso nos sistemas orgânicos de produção no Brasil, particularmente no controle 

de insetos-pragas, fungos e doenças durante a produção, o beneficiamento e o armazenamento 

de produtos vegetais (MAPA, 2021).  Alguns trabalhos vêm mostrando o efeito tóxico dos óleos 

essenciais sobre a biologia, aspectos bioquímicos de insetos- pragas  (ABDEL-HAKIM et al., 

2021) e contra fungos de produtos vegetais armazenados, tais como grãos e sementes (LEITE 

et al., 2018). 

O óleo essencial de capim-limão, Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (Poaceae), possui 

propriedades medicinais (VIKTOROVÁ et al., 2020), na conservação de alimentos (MURMU 

& MISHRA, 2018), como antimicrobiano (DANGKULWANICH & CHARASLERTRANGSI, 

2020), fungicida (SAHAL et al., 2020) e  inseticida (PLATA-RUEDA et al., 2020).  Deste 

modo, a substituição de agrotóxicos por produtos de origem natural, como o óleo essencial de 

capim-limão, constituído por substâncias naturais produzidas pelo metabolismo secundário das 

plantas, pode ser uma solução de menor impacto econômico, ambiental e para a saúde humana, 

principalmente dos agricultores. Soma-se a isso, o aumento da demanda de produtos 

fitossanitários de uso autorizado na agricultura orgânica brasileira, entre eles os óleos essenciais 

(MAPA, 2021). Neste contexto, fica evidente a possibilidade para o desenvolvimento de 

inovações tecnológicas aplicados à agricultura, baseados em formulações contendo princípios 

ativos naturais com propriedades inseticidas e fungicidas.  

Mesmo que os princípios agroecológicos não se alinhem com patentes, pois deixam os 

pequenos produtores dependentes de grandes empresas, é importante que a produção 

agroecológica em larga escala tenha acesso à produtos que diminuem os impactos ocasionados 
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com o controle tradicional de pragas agrícolas. E de acordo com consulta realizada em 2021 no 

banco de dados públicos do INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual) não existem 

patentes registradas para formulações com o óleo essencial de capim-limão para a proteção de 

sementes e grãos de feijão-caupi contra Callosobruchus maculatus e fungos da condição de 

armazenamento de grãos como as espécies Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletrochium sp. 

e Fusarium sp, que diminuem a densidade do grão, diminuem o seu potencial germinativo 

inviabilizando-as para consumo. São encontrados registros de associação de moléculas com o 

óleo essencial de capim-limão para efeito bactericida ou fungicida, como no invento BR 

102017018474-9 em que o óleo essencial de capim-limão associado a quitosana, é utilizado 

para a proteção de frutos pós-colheita (INPI, 2021). Além disso, durante o desenvolvimento 

deste trabalho, não foi encontrado no WIPO (Sistema Internacional de Patentes), nenhum 

registro de patente para proteção de sementes de feijão caupi com o óleo essencial de capim-

limão contra o caruncho do feijão-caupi.  No entanto, óleos essenciais extraídos de outras 

plantas foram registrados com a finalidade de melhorar as condições de armazenamento de 

grãos.  Como o óleo essencial de Lippia sidoides e timol BR 102017004264-2, para proteção 

de grãos e de Ocimum basilicum  BR 102014024632-0 para controle de insetos pragas de grãos 

armazenados (INPI, 2021). 

Portanto, este estudo explora o potencial biotecnológico do óleo essencial de capim-

limão para a proteção de sementes e grãos armazenados contra a infestação do inseto praga do 

feijão-caupi e fungos da condição de armazenamento de modo a atender a demanda por 

tecnológicas agroecológicas, mas também possibilita sua inserção no mercado de novos 

bioinseticidas patenteáveis e como modelos para síntese de novos princípios ativos de 

inseticidas visando o controle de insetos-praga. 

 

2 OBJETIVO 

Neste contexto, o presente estudo teve o seguinte objetivo: estudar os efeitos do óleo 

essencial de Cymbopongon citratus (capim-limão) sobre as etapas do ciclo de desenvolvimento 

e o metabolismo do Callosobruchus maculatus (caruncho do feijão-caupi) e, também, propor a 

elaboração de uma aplicação biotecnológica voltado à agricultura orgânica. 

Nos quais foram os objetivos específicos:  
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(i) Investigar os efeitos do óleo essencial de C. citratus sobre o metabolismo do C 

maculatus através do estudo do perfil metabólico e da expressão gênica; 

(ii) Avaliar o efeito residual do óleo essencial de C. citratus na proteção das 

sementes em função do tempo; 

(iii) Avaliar o efeito do óleo essencial  sobre a germinação de sementes de feijão 

(Vigna unguiculata), desenvolvimento de fungos da condição de 

armazenamento e sobre viabilidade celular/ toxicidade na levedura 

(Saccharomyces cerevisiae). 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Produção de Grãos no Brasil e no Mundo 

Em 2018,  a produção de grãos no Brasil foi de 226,5 milhões de toneladas de acordo 

com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE,  2019) e segundo a Companhia 

Nacional de Abastecimento para 2018/2019  a produção foi de  7,7 milhões de toneladas em 

relação à safra de  2016/2017 (CONAB, 2019). No país, os grãos de maior cultivo comercial 

são o milho, soja, feijão, arroz e trigo, sendo que 70% de toda a produção agrícola é destinada 

ao  abastecimento do mercado interno (CONAB, 2019; USDA, 2019; FAO, 2020). 

Segundo dados da literatura (SANTANA & CONTINI, 2011) o cenário de aumento da 

produtividade é devido ao aumento da população mundial. Na economia brasileira o 

agronegócio representa 20% do Produto Interno Bruto (PIB) (MAPA, 2018), com projeção de 

produção de 300,1 milhões de toneladas e exportação de  138 milhões de grãos para 2028/2029 

(MAPA, 2019). Os índices positivos na produção de grãos, refletem nas relações internacionais 

no agronegócio que apresentou saldo positivo de US$ 96 bilhões (USDA, 2020), e de acordo 

com o Centro de Estudos Avançados em Economia Aplicada (CEPEA) da  USP, esse cenário 

permitiu ao Brasil alcançar patamares recordes, no qual a exportação de grãos apresentou 

aumento de 4,7% em 2018 (CEPEA, 2018). 

Esse desempenho fez com que o Brasil assumisse, função geopolítica semelhante ao 

petróleo e ao dólar (OLIVEIRA, 2016; EMBRAPA, 2018) possibilitando estreitar fortes  

relações comerciais com outros países, como por exemplo  a China (CONAB, 2019). E um dos  

fatores que beneficiam o Brasil nessas relações comerciais é a falta de recursos naturais para o 

desenvolvimento e cultivo de grãos nos outros países (WILKINSON et al., 2016), e a produção 

de biocombustível (CREMONEZ et al., 2015). 
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Contudo, com o aumento da produção agrícola, surgiram inúmeros problemas, entre 

eles, a infestação dos grãos armazenados por insetos-pragas, o tempo de prateleira do produto 

para o consumidor, entre outros. Devido aos novos desafios na produção, foi necessário utilizar 

a tecnologia para otimizar os processos de produção, com a utilização de  drones, fertilizantes, 

automação na colheita (RESENDE et al. 2014), sementes transgênicas e a utilização de 

inseticidas (EDGERTON, 2009;  ZUNJARE et al., 2015). 

Além disso, a produção de grãos e a expansão das lavouras no Brasil ultrapassa a 

capacidade de armazenagem, impactando no tempo, nas condições de armazenamento, 

consequentemente, na qualidade do produto (BARONI et. al., 2017). Portanto, é necessário o 

investimento em tecnologias que assegurem qualidade e viabilidade durante o armazenamento 

de grãos. 

3.2.Impacto econômico das pragas de grãos no Brasil e no Mundo 

A viabilidade dos grãos armazenados pode estar em risco devido ao ataque de insetos-

pragas, que provocam perdas e prejuízos da ordem de 25 milhões de toneladas de alimentos e 

biocombustíveis, que representa para o Brasil 7,7% da produção e 17,7 bilhões de dólares 

anuais (OLIVEIRA, C. M. et al., 2014). Garantir a viabilidade dos grãos na pós-colheita e 

armazenagem é estratégico,  uma vez que o agronegócio é um setor de grande importância 

econômica para o Brasil e o mundo  (FARONI & SILVA, 2008). Estima-se que mundialmente 

as perdas variam de um terço a um quarto de toda a produção de grãos devido ao ataque de 

insetos durante o armazenamento (SARWAR, 2015) e alguns autores afirmam que esse cenário 

pode ser agravado pelos efeitos climáticos, como o aumento da temperatura global (DEUTSCH 

et al., 2018). 

Aproximadamente 1.025 espécies de insetos-pragas causam algum dano as culturas 

(SALLAM, 2013), e muitas das perdas econômicas na produção de grãos no Brasil é devido a 

espécies exóticas de insetos-pragas introduzidas desde o século XIX  que se adaptaram as 

condições ambientais (OLIVEIRA, C. M. et al., 2013). Com a globalização das relações 

comerciais envolvendo comodities agrícolas, tem sido comum a migração de insetos pragas 

entre países, por exemplo, a África que sofreu inúmeras perdas de produção de milho e soja 

devido a introdução de Chilo partellus, uma mariposa proveniente da Ásia (SALLAM, 2013).  

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) as 

pragas agrícolas consideradas mais importantes no Brasil pertencem às ordens: Coleoptera, 
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Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Thysanoptera dentre elas são encontradas 24 

espécies de insetos introduzidas (MAPA, 2008). De modo geral, os insetos-pragas perfuram os 

grãos, se alimentam dos cotilédones diminuindo a viabilidade, peso, valor nutricional e 

possibilitam a proliferação de fungos oportunistas, reduzindo a qualidade sanitária e valor do 

produto a ser comercializado, além disso, promovem danos econômicos indiretos devido a 

aplicação de agrotóxicos, prejudicando a saúde dos aplicadores e ocasionando danos ambientais 

(LORINI et al., 2015).  

Existem inúmeros relatos na literatura sobre os danos causados por insetos-pragas de 

culturas como milho (ZUNJARE et al., 2015), feijão (BRITO, Sara Samanta Silva et al., 2015), 

soja (SARWAR, 2015), arroz (BIANCOLILLO et al., 2019) e trigo (KUMAR, Ritesh et al., 

2017). Por isso, a redução do dano econômico na produção de grãos, principalmente nos países 

em desenvolvimento, se faz necessário não apenas para conter prejuízos na economia, nas 

exportações, assim como, para  melhorar a disponibilidade e o acesso aos alimentos nesses 

países (KUMAR & KALITA, 2017). 

3.3.Feijão-caupi 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) do Brasil reconhece 

apenas duas espécies de feijão: Phaseolus vulgaris L. (feijão comum) e Vigna unguiculata (L.) 

Walp. (feijão-caupi ou feijão fradinho) (ambas Fabaceae) e aponta que o consumo deles no 

Brasil é de 19 kg/pessoa/ano (MAPA, 2008b; MAPA, 2018). O feijão é uma leguminosa 

cultivada em todas as regiões quentes do globo (Menezes Júnior, 1960) e possui resistência a 

acidez do solo, seca, altas temperaturas e, por isso, pode ser cultivado durante todo o ano no 

Brasil  (IQBAL et al., 2006).  

O feijão é um alimento de grande importância no Brasil por ser a base da dieta dos 

brasileiros, principalmente nas regiões Norte e Nordeste, sendo rico em aminoácidos essenciais 

como lisina e arginina (IQBAL et al., 2006; IBGE, 2009). Devido alto potencial nutritivo dos 

feijões, a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) elegeu em 

2016 o ano das leguminosas com o intuito de erradicar a fome (FAO, 2016). 

De acordo com SMARTT, 1985, o gênero Vigna inclui duas espécies africanas e duas 

asiáticas, entretanto alguns autores consideram todo o gênero Vigna, inclusive V. unguiculata, 

de  origem  africana (FREIRE FILHO, 1988) (Figura 1). A produção de feijão-caupi está 

associado a África, Ásia, Sul da Itália Sudeste e Sudoeste da América do Norte e na América 
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do Sul (EHLERS  & HALL, 1997). Muitos autores acreditam que a chegada do feijão-caupi no 

Brasil foi a partir da África através do tráfego de escravos no século XVI/XVII e da Europa 

com os colonizadores (FREIRE FILHO, 1988;  PASQUET, 1999). 

 

 

 

A 

 

B 

 

Figura 1. Feijão-fradinho, Vigna unguiculata (A). Distribuição de espécies do gênero Vigna 

em 10 regiões (B). Número superior igual ao total de espécies de cada região e entre parênteses 

igual ao total de espécies endêmicas (FREIRE FILHO, 1988). (A) Retirado de: 

http://www.reciclabag.com.br/site/noticia/44/seminario-sobre-feijao-caupi-em-mt-esta-com-

inscricoes-abertas, em 30.07.2020.  
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Perdas pós-colheita podem ocorrer devido a variações climáticas, condições de 

armazenamento e infestação de insetos-pragas (Oliveira et al., 2014b) e o  feijão-caupi possui 

inúmeras pragas como a mosca-branca (Bemisia tabaci), a cigarrinha (Empoasca sp.), ácaros 

(Tetranychus spp.), pulgões (Aphis craccivora) e besouros (Callosobruchus maculatus) que 

causam baixa qualidade do grão ou perda total de produção (OYEWALE &  BAMAIYI, 2013).  

Os insetos-pragas possuem enzimas específicas para digerir os constituintes dos grãos 

no geral, estabelecendo especificidades a determinadas espécies (DE SÁ et al., 2014b). 

Também, existem relatos na literatura indicando que a infestação do feijão-caupi pelo caruncho 

diminui o potencial germinativo, o vigor das sementes e o crescimento das plântulas, 

prejudicando a comercialização (CRUZ, L. P. et al., 2016), tornando relevante o 

desenvolvimento de tecnologias  no processo de armazenamento, a fim de diminuir as perdas. 

3.4. Caruncho do feijão-caupi 

3.4.1. Biologia do inseto 

O principal inseto praga que infesta o grão de feijão-caupi durante o armazenamento é 

o caruncho do feijão-caupi Callosobruchus maculatus Fab. (Coleoptera Chrysomelidae), 

também popularmente conhecido como gorgulho-do-feijão-de-corda, apesar de sua infestação 

poder ocorrer no campo (FREIRE FILHO, R. F., 2011). Os principais danos ocorrem no 

armazenamento, podendo levar a 90% de perdas do produto (ONYIDO et al., 2011). A 

infestação do feijão-caupi pelo caruncho ao longo do tempo proporciona a desvalorização do 

grão e redução do peso de 60 a 70% (GALLO et al., 2002, SCHOONHOVEN & CARDONA, 

1980; TANZUBIL 1991; SILVA & XAVIER-FILHO 1991), provocado pela postura de ovos, 

disseminação de fungos e perda de massa, devido o desenvolvimento dos estágios larvais no 

interior do grão (OLUWAFEMI, 2012) (Figura 2). 
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Figura 2 . Impacto negativo da infestação de Callosobruchus maculatus em feijão-caupi (Vigna 

unguiculata): perfurações nos grãos, contaminação com fungos oportunistas, diminuição do 

valor nutritivo, sanitário e germinativo. Retirado de BECK & BLUMER (2011). 

 

O caruncho C. maculatus apresenta dimorfismo sexual, sendo a fêmea maior que o 

macho, possui coloração escura com abdômen, tórax e cabeça pretos (Figura 3) (GALLO et al.,  

2002).  E o adulto pode voar de acordo com as condições ambientais.  No campo o adulto voa 

e é menos fértil em relação ao adulto da condição de armazenamento (menos ativo). Esse 

dimorfismo sazonal possibilita aumento de sua capacidade de infestação (KEDIA et al., 2015).  

As fêmeas ovipositam de 80 a 90 ovos sobre o tegumento do grão  e após  aproximadamente 

em 6 dias, as larvas penetram nos grãos, alimentando-se do mesmo e formando câmaras. Depois 

de 25 a 30 dias, o inseto adulto emerge do grão, dando continuidade ao ciclo (CREDLAND, 

Peter F., 1987). Os adultos medem cerca de 3 mm,  são totalmente maduros no período de  24-

36 horas e após a emergência,  não se alimentam, portanto, não requerem água nem alimento, 

e o período da fase adulta é curto, de 10 a 14 dias, durante o qual os adultos se acasalam e as 

fêmeas ovipositam (BECK &BLUMER, 2011).  
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Figura 3 . Morfologia do caruncho fêmea de Callosobruchus maculatus. Vista dorsal (A) e 

vista lateral (B) (Desenho: Amy Springer. Adaptado de  RÊGO et al., 2019. 

 

As larvas são brancas e possuem mandíbulas capazes de romper os grãos; as pupas são 

esbranquiçadas (figura 4) medindo entre 2,5 e 3,5mm; as  fêmeas expelem um líquido claro e 

pegajoso para efetuar a postura, sendo o ovo colocado nesse meio, que endurece rapidamente; 

os ovos são arredondados, medindo de 0,46 a 0,60 mm de comprimento, de 0,44 a 0,50 mm de 

largura e os férteis são brancos (devido a presença da larva) enquanto os inférteis mais claros  

(GALLO et al.,  2002; DE SÁ et al., 2014).  Além disso, a fêmea escolhe o local para ovipositar 

no grão para diminuir a competição entre larvas, a fim de  garantir o desenvolvimento da prole 

(MESSINA & KARREN, 2003). 

 

Figura 4. Fases do ciclo de vida de Callosobruchus maculatus. As fêmeas ovipositam sobre a 

superfície do grão. Em destaque a seta branca indicando o ovo (A). Formação de câmaras no 

grão indicam o desenvolvimento no interior do grão (B – grão com larvas e C - pupa). Detalhe 
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de pupa em estágio avançado (C). Pupa (à esquerda) e larva (à direta) (D). Formação da janela 

para saída do inseto adulto e detalhe da cavidade no grão após emergência do novo adulto (E).  

Fêmea de C. maculatus (visão ventral e dorsal) (F). Fêmea e macho de C. maculatus, (visão 

ventral). (Fonte: Acervo pessoal). 

 

As fêmeas armazenam os espermatozoides em um compartimento chamado 

espermateca (Figura 5) que se comunicam com dois ovários, constituídos por ovaríolos onde 

são formados os oócitos (MOHAMED, M. I. et al., 2015). O esperma do macho transfere 

nutrientes para a fêmea, aumentando a sua longevidade (FOX, C. W., 1993). Condições 

ambientais podem alterar a fisiologia, fertilidade e desenvolvimento de C. maculatus (Sgrò et 

al., 2016; García‐roa et al., 2020) e de outras espécies do gênero Callosobruchus (APPLEBY 

&CREDLAND, 2007; OMAR & MAHMOUD, 2020). 

 

Figura 5. Fotografia do aparelho reprodutor da fêmea de Callosobruchus maculatus. ROV= 

ovário direito; LOV= ovário esquerdo; OVA= ovaríolo; SPE= espermateca; COV= oviduto; 

GO= gonóforo. Retirado de: (MOHAMED et al., 2015). 

 

As fêmeas na condição de armazenamento não voam, porém no campo a fêmea pode 

voar e suportar temperaturas mais baixas. Fêmeas que voam possuem maior longevidade e 

ovipositam maior número de ovos em relação as que não voam (UTIDA, 1972; MASON & 

MCDONOUGH, 2011). Baixa temperatura e alta umidade nas sementes também alteram a 

proporção de adultos que voam e não voam (OUEDRAOGO et al., 1991). 

Durante a fase larval o dimorfismo sexual sofre variações por fatores abióticos.  Em 

temperaturas mais elevadas, a proporção de machos é menor em relação a fêmeas adultas 

(STILLWELL & FOX, 2007; OKPEZE, 2018). Quanto a fertilidade, a exposição excessiva a 
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radiação UV pode impedir o desenvolvimento de estruturas reprodutoras em fêmeas (Mohamed 

et al., 2015) e em temperaturas mais baixas a fertilidade dos machos é menor (MARTINOSSI-

ALLIBERT et al., 2017 ; VASUDEVA et al., 2018). O caruncho do feijão-caupi possui 

capacidade de adaptação a diversas condições ambientais (CREDLAND, 1987; HALLSSON 

& BJÖRKLUND, 2012), que garante o surgimento de novas gerações e a continuidade do seu 

ciclo reprodutivo (DEVI & DEVI, 2014b). 

 

3.4.2. Aspectos bioquímicos e fisiológicos 

Os insetos demandam energia para desempenhar suas funções metabólicas e fisiológicas 

relacionadas ao voo, reprodução, desenvolvimento e interação com o meio. Em insetos 

holometabólicos, que se alimentam apenas no estágio larval, o tipo de alimentação determina 

quais substâncias serão demandadas para manter o metabolismo durante a fase adulta, 

principalmente no processo de reprodução (ARRESE & SOULAGES, 2010).  

Os carboidratos, proteínas e lipídios envolvidos em processos de síntese e degradação 

em diferentes vias metabólicas, desempenham funções fisiológicas nos insetos que demandam 

poder redutor e energia, sendo que grande parte da energia obtida é proveniente do metabolismo 

aeróbio (YANG, Yunxia et al., 2014). Os carboidratos são importantes para o desempenho de 

inúmeras funções bioquímicas e fisiológicas como a metamorfose; constituem o exoesqueleto 

dos insetos; são precursores de substâncias de reserva como glicogênio e lipídios; e são fonte 

para geração de energia (SAHAYARAJ, 2014; MATTILA & HIETAKANGAS, 2017). 

Insetos fitófagos como o caruncho do feijão-caupi se alimentam dos cotilédones de 

sementes e não ingerem diretamente glicose.  As larvas desses insetos convertem o açúcar 

trealose (LUNN ET AL., 2014; QUEIROZ & CAZETTA, 2016),  e o utilizam para a formação 

de glicogênio e glicose,  e de acordo com a necessidade energética utilizam trealose e glicogênio 

para a síntese de glicose (TANG, B. et al., 2010). 

A trealose é um dissacarídeo de glicose encontrado na hemolinfa dos insetos, sendo 

fonte de energia para manter o voo e maturação dos oócitos  (DOWNER, 1981; SHUKLA ET 

AL., 2015) e está envolvido em processos de sinalização celular, de proteção de membranas 

contra estresse oxidativo (ELBEIN et al., 2003) e baixas temperaturas (STEWART & HE, 

2019). É necessário o  equilíbrio dos níveis de glicose e trealose na hemolinfa dos insetos 

(TANG et al., 2010), pois concentrações baixas de trealose ocasionam danos no 
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desenvolvimento corporal, como observado por Matsuda et al.(2015) em larvas de Drosophila  

submetidas a uma dieta pobre em trealose. 

A concentração de trealose na hemolinfa  é modulada pela atividade dos hormônios 

juvenil, ecdisona (SHUKLA et al., 2015) e o hormônio adipocinético (AKH) (LU, K. et al., 

2019). Sendo altamente consumida durante a fase de pupa, larva e armazenada no período 

embrionário (MATSUDA et al., 2015b). No entanto, outros fatores como a exposição a 

inseticidas (TOSI et al., 2017; MATASSINI et al., 2020), antibióticos (TANG et al., 2017) e  

fatores ambientais como temperaturas baixas, podem modular os níveis de trealose 

(STEWART& HE, 2019). De acordo com Shukla et al., 2015 a exposição a inseticidas altera a 

concentração de trealose na hemolinfa de insetos. O mesmo foi observado em outros insetos, 

em que  Zhao et. al., 2011 verificaram que gafanhotos adultos expostos a imidacloprida, 

triazofos e deltametrina, apresentaram redução de trealose e trealase. 

O glicogênio é um polissacarídeo formado por unidades de glicose que se acumula 

durante o desenvolvimento no corpo gorduroso e músculo dos insetos, e é utilizado como 

reserva energética importante para a metamorfose e fase reprodutiva. Pela indução do hormônio 

adipocinético (AKH) ou glucagon, o glicogênio é convertido em trealose e transferido para a 

hemolinfa (Figura 6) (STEELE, 1982).  O estoque de glicogênio é imprescindível para a 

manutenção dos açúcares trealose e glicose circulantes na hemolinfa (YAMADA et al., 2018; 

TANG et al., 2018), principalmente em condições de estresse (REN, X. et al., 2015). 

Além de combustível energético, a glicose é necessária para a síntese de quitina, 

carboidrato presente na cutícula dos insetos (MUTHUKRISHNAN et al., 2012; PAN et al., 

2019), para a síntese de álcoois importantes para a regulação térmica  (LUBAWY et al., 2020) 

e desenvolvimento dos oócitos (SANTOS et al., 2008; AL BAKI et al., 2019), além de ser o 

principal açúcar disponível na hemolinfa quando os níveis de trealose declinam (ZHOU, L. et 

al., 2015). Foram observados que níveis insuficientes de glicose causaram danos na oogênese 

e embriogênese em Tribolium castaneum (FRAGA et al., 2013). 
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Figura 6. Síntese de trealose a partir de glicose no corpo gorduroso, a partir da indução do 

hormônio adipocinético (AKH) e mobilização do monossacarídeo gerado pela sua hidrólise nos 

ovários. TPS (trealose 6-fosfatase); TPP (trealose-6-P-sintetase); Treh (trealose hidrolase). 

(Modificado de: MATSUDA et al., 2015 e ARRESE & SOULAGES, 2010). 

 

Além de carboidratos, são encontrados na hemolinfa dos insetos aminoácidos, 

principalmente prolina e glutamato, que são precursores energéticos importantes para o 

metabolismo aeróbico envolvendo o Ciclo de Krebs (Figura 7) (DOWNER, 1981; GIULIVI et 

al., 2008; STEC, 2018a). 

 

Figura 7. Síntese de glutamato e abastecimento de intermediários do Ciclo de Krebs (CK) em 

células musculares de insetos. ProDH, prolina desidrogenase; AAT, alanina aminotransferase; 

ME, enzima málica. Modificado de: TEULIER et al. (2016a). 

 

Nos insetos, a oxidação de prolina está  associada principalmente a musculatura do voo 

(figura 8) e como fonte energética para reprodução e desenvolvimento corpóreo (TEULIER et 

al., 2016b; PENNINGTON et al., 2003; MARTINS et al., 2018). Durante períodos de baixa 

demanda energética como a diapausa, os insetos estocam aminoácidos no corpo gorduroso e na 

hemolinfa (ZHANG et al., 2013). Foram observados aumento nos níveis de prolina na 
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hemolinfa de pupas de Helicoverpa armigera condicionadas ao estado de diapausa e o seu 

declínio após o período de diapausa (LU et al., 2014). 

 

Figura 8. Mobilização de prolina do corpo gorduroso para o músculo de voo em insetos. CK, 

Ciclo de Krebs. Modificado de: (MORAES et al., 2012). 

 

O acúmulo de prolina na hemolinfa está relacionado à síntese de piruvato e 

consequentemente aos processos de obtenção de energia, sendo recurso para a fase de diapausa 

e para a fase pós diapausa, de intensa atividade metabólica (XU et al., 2012). Importante para 

a obtenção de energia, a prolina está relacionada a mecanismos de sobrevivência e reprodução. 

Na mosca tsé-tsé a redução de prolina na hemolinfa está relacionada a diminuição da taxa de 

fecundidade (MICHALKOVA et al., 2014).  Na mosca Drosophila immigrans  foi observado 

que em condições ambientais a alteração dos níveis de prolina é uma alternativa  para manter a 

homeostase e a sobrevivência (TAMANG et al., 2017).  O mesmo foi observado em 

abelhasApis mellifera, submetidas a uma dieta suplementada com prolina, que apresentaram 

tolerância a baixas temperaturas (MOLLAEI et al., 2013). 

Outras condições de estresse como a exposição à inseticidas, alteram os níveis de 

prolina. Foi observado o aumento da expressão de prolina na praga-do-algodão Apolygus 

lucorum exposto a imidacloprida, beta-cipermetrina e phoxim (An et al., 2020). Além disso, a 

taxa de prolina mede a resistência à fármacos e a outras substâncias em organismos como o 

protozoário Tripanossoma cruzi (SAYE et al., 2014). 

Os lipídios são outra fonte primária para obtenção de energia durante a reprodução, voo, 

diapausa, período sem alimentação,  processo de maturação dos ovos, síntese de feromônios e 

de lipídios de membrana (MIURA, 2013). Os lipídios de grande importância para o 

metabolismo energético dos insetos são o triacilglicerol (TAG) (Heier & Kühnlein, 2018) e os 

seus derivados da degradação, como o diacilglicerol (DAG) e ácidos graxos (AG) (Van der 
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horst, 2003), assim como, os esteroides provenientes de  dieta contendo colesterol e ergosterol, 

comuns em insetos fitófagos como o caruncho do feijão-caupi (OFFOR, 2011). 

Nos insetos, os lipídios são armazenados no corpo gorduroso na forma de triacilglicerol, 

órgão análogo ao tecido adiposo e fígado em vertebrados (TOPRAK, 2020). O diacilglicerol é 

o precursor para a síntese de triacilglicerol e é formado a partir do ácido fosfatídico produzido 

pela via do glicerofosfato, do monoacilglicerol, e pela degradação de fosfolipídios ou 

desacilação de triglicerídeos catalisada por lipases. Além disso, outro precursor para a 

lipogênese nos insetos são os carboidratos (INAGAKI & YAMASHITA, 1986; KÜHNLEIN, 

2012). 

De acordo com a necessidade energética o triacilglicerol será degradado pela indução 

do hormônio adipocinético e por ação de uma enzima lipase (Athenstaedt & Daum, 2006), ou 

será sintetizado pela esterificação de glicerol com ácidos graxos livres (VAN DER HORST et 

al., 1983; HIDALGO & ZAMORA, 2015). O hormônio adipocinético (figura 9) modula as 

concentrações de AMPc e Ca2+, desencadeando a ativação das lipases e a degradação parcial 

dos triacilgliceróis em ácidos graxos livres e glicerol  e/ou  diacilgliceróis (GILBERT & 

CHINO 1974; ARRESE et al. 2001). 

 O diacilglicerol é o lipídio mais abundante na hemolinfa (Palm et al., 2012), e é 

transportado por lipoproteínas de baixa densidade para maturação de oócitos nos ovários junto 

com o AG (figura 9)  (MIURA, 2013). Esse processo é importante para o acúmulo de lipídios 

nos ovos dos insetos, compondo aproximadamente 40% de seu  peso (ZIEGLER & 

VANANTWERPEN, 2006). 

 

Figura 9. Mobilização de lipídios do corpo gorduroso para a ovogênese. AG= ácido graxo, 

DAG = diacilglicerol, Lp = lipoforinas. Modificado de Atella  et al. 2012; Arrese et al. 2001.   
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Os ácidos graxos, por sua vez, constituem os lipídios da membrana, feromônios (Miura, 

2013), cera cuticular e de secreções de defesa dos insetos (Klowden, 2013), além de serem 

utilizados para a síntese de energia na β-oxidação (TOPRAK et al., 2020).  A β-oxidação é uma 

via metabólica que produz poder redutor, que é convertido em energia (ATP) na cadeia 

transportadora de elétrons, importante para o metabolismo, inclusive de precursores hormonais 

(GREVENGOED et al., 2014), uma vez que os insetos não fazem síntese de novo para os 

precursores esteroides (TOPRAK et al., 2020). Assim, os insetos fitófagos convertem o 

ergoesterol  e outros fitoesteróis da alimentação em colesterol, para a síntese de hormônios 

esteroides (LEVINSON, 1962; JING & BEHMER, 2020). 

          Os hormônios, que são moléculas sintetizadas a partir de lipídios, são responsáveis pela 

muda, pelo desenvolvimento do inseto e processo de vitelogênese, como  a ecdisona e o 20-

hidroxiecdisona (20-E) (CANAVOSO te al., 2001). Esses hormônios podem ser sintetizados 

nos ovários, testículos e epiderme. A síntese de 20-E, a partir de colesterol nos ovários dos 

insetos, é regulada por enzimas do citocromo P450, localizada no retículo endoplasmático e nas 

mitocôndrias (Roy et al., 2016), como foi verificado em ovário da mosca-da-fruta oriental 

(Bactrocera dorsalis) (Wei et al., 2017) e  no corpo gorduroso de Spodoptera littoralis (IGA & 

SMAGGHE, 2010).  

Algumas moléculas derivadas do fósforo, como o fosfato, também desempenham 

importantes funções no metabolismo de insetos, pois o fósforo é componente de moléculas 

como o DNA, RNA, fosfolipídios, nucleosídeos de adenina AMP, ADP,  participa da 

transdução de energia através do  ATP (Wiesenborn, 2013),  está presente em  vias metabólicas 

que  possuem intermediários de fosfato como o gliceraldeído-3-fosfato e glicose-6-fosfato (Tian 

et al., 2019) e de outros processos como a oogênese (Carvalho et al., 2015) e por isso, a 

hemolinfa dos insetos possui grande quantidade de substâncias fosforiladas (WYATT et al., 

1963). O ácido fosfórico regula a atividade metabólica dos insetos entre o período pupa-adulto 

no período após a diapausa. Autores observaram alterações nos níveis de ácido fosfórico no 

cérebro da lagarta Helicoverpa armigera no período de diapausa. O seu acúmulo na hemolinfa 

e redução no cérebro no período de pupa indicam baixa atividade metabólica (LU et al., 2014). 

Quando expostos frequentemente a insumos químicos, ou a outras substâncias, os 

insetos podem sofrer desequilíbrio no metabolismo energético, adquirir resistência metabólica, 

ou sofrer danos fisiológicos, como a interrupção da postura de ovos. Em estudos recentes, Alves 

et al (2019) verificaram redução expressiva na postura de ovos do caruncho C. maculatus 
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expostos ao óleo essencial de capim-limão, além disso, os autores verificaram que as fêmeas 

são mais susceptíveis aos efeitos do óleo essencial que os machos. 

Os danos fisiológicos causados por xenobióticos podem ser ocasionados pela alteração 

nos níveis de moléculas essenciais para o metabolismo energético como os aminoácidos, 

carboidratos, lipídios, hormônios. A resistência metabólica aos xenobióticos está associada ao 

aumento da expressão de genes, seguido de ampliação na síntese de enzimas de resistência, que 

são capazes de metabolizar os xenobióticos, por hidrólise e adição de grupamentos polares, que 

facilitam sua eliminação (CASARETT, 2008; REDDY et al., 2012). Os mecanismos de 

resistência envolvem a redução na penetração do inseticida, aumento na atividade de enzimas 

de resistência a xenobióticos e alterações genéticas que promovem modificações estruturais em 

proteínas e enzimas relacionadas ao sistema nervoso, como a acetilcolinesterase 

(HEMINGWAY & RANSON, 2000;  MONTELLA et al., 2012). 

De acordo com Rand et al. (2015), o mecanismo de detoxificação de nicotina em abelhas 

(Apis mellifera) promoveram o aumento do metabolismo energético e de respostas 

antioxidantes mediadas por enzimas do citocromo P450, enzimas do grupo da GST e de 

vitelogenina para compensar a formação de espécies reativas, devido ao estresse provocado 

pela nicotina. As enzimas do citocromo P450 regulam a atividade de hormônios (Roy et al., 

2016; Wei et al., 2017) e de carboidratos essenciais,  como a quitina (SZTAL et al., 2012; DING 

et al., 2020).   

3.5. Desafios para o Controle de Pragas de Grãos Armazenados 

3.5.1. Controle químico com agrotóxicos orgânicos e inorgânicos sintéticos 

Em decorrência da Revolução Verde, cujo o objetivo era aumentar a produção vegetal 

aliando tecnologia e variedades genéticas de alto valor agronômico, de fato, promoveu o 

aumento da produtividade agrícola, entretanto também aumentou consideravelmente a 

utilização de agrotóxicos (PINGALI, 2012). Tempos depois, ocorreram outras revoluções 

buscando aperfeiçoar a tecnologia na agricultura, para o aumento da produtividade  com menor 

impacto ao meio ambiente (PATEL, 2013; ARMANDA et al. 2019; KARUNARATHNE et al., 

2020).  

O Brasil é um dos maiores produtores de grãos no mundo, ao lado dos Estados Unidos, 

União Europeia e China, e consequentemente o aumento da produção ocasionou na elevação 

no consumo de insumos agrícolas (DONLEY, 2019). No entanto, no período de 2000 à 2012 o 
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consumo de agrotóxicos aumentou três vezes em relação a produtividade apenas para a cultura 

de soja (ALMEIDA, V. E. S. DE et al., 2017). O Brasil permanece há uma década no posto de 

maior consumidor de agrotóxicos do mundo, gerando inúmeras consequências na saúde 

pública, especialmente em trabalhadores do campo, moradores do entorno de áreas agrícolas, 

além de toda população que consome os alimentos contaminados (CARNEIRO, 2015).Entre os 

10 compostos ativos mais comercializados figuram as formulações contendo glifosato, 2,4-D,  

mancozebe, acefato, atrazina, paraquate e imidacloprido (IBAMA, 2017). De acordo com a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) o resíduo de agrotóxicos nos alimentos, 

pode estar relacionado ao manuseio de insumo ignorando as considerações para uma boa prática 

agrícola (ANVISA, 2016). De acordo com a ANVISA existe um limite de resíduo de 

agrotóxicos encontrados nos alimentos (LMR), e estando dentro desse parâmetro o alimento 

pode ser considerado seguro para a saúde do consumidor.  

Análises para verificar o resíduo de agrotóxicos em amostras de abacaxi, abobrinha, 

alface, arroz, banana, batata, beterraba, cebola, cenoura, couve, feijão, goiaba, laranja, maçã, 

mamão, mandioca (farinha), manga, milho (fubá), morango, pepino, pimentão, repolho, tomate, 

trigo (farinha) e uva, destes 38,3% apresentaram resíduos de agrotóxicos dentro do LMR 

permitido (ANVISA, 2016). Apesar dos órgãos competentes não sinalizarem os riscos, sabe-se 

que os princípios ativos dos agrotóxicos acumulam-se nos tecidos corporais e podem trazer 

danos a longo prazo e, de acordo com a literatura, esses princípios ativos em um sistema água-

solo, apresentam adsorção na matéria orgânica, argila e alto poder de contaminação das águas 

superficiais e subterrâneas (CARMO, D. A. DO et al., 2013). 

Outro problema diz respeito ao descarte sem a devida lavagem da embalagem, que 

proporciona a contaminação do solo, com dinâmica de adsorção pelas partículas do solo e 

dessorção para a solução do solo (Steffen et al., 2011). Além disso, existe a possibilidade de os 

ativos dos agrotóxicos serem biotransformados, surgindo novas moléculas com outras 

propriedades biológicas contaminando o solo, a água, o ar e os seres vivos como um todo (figura 

10). 
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Figura 10. Diferentes formas de transformação dos agrotóxicos no ambiente. Retirado de 

STEFFEN et al., 2011. 

 

A contaminação das águas pode ocasionar desequilíbrios ecológicos irreversíveis nas 

cadeias alimentares, partindo de animais aquáticos que são fonte de alimento para outros 

animais e os humanos (DE SOUZA et al., 2020). Além disso, são  tóxicos para insetos benéficos 

como as abelhas, plantas não-alvos e pássaros (AKTAR et al., 2009; KAUR et al., 2019). Os 

pássaros e abelhas são contaminados pela dispersão de partículas voláteis de agrotóxico no ar. 

Um estudo no estado do Ceará (Brasil),  avaliou os efeitos ambientais decorrentes da utilização 

de agrotóxicos entre 2010 e 2017, e constatou a contaminação do solo, água ar por resíduos de 

glifosato (CABRAL et al., 2019). A exposição aos agrotóxicos é uma ameaça para a extinção 

das abelhas (BARON et al., 2017), com consequência na diminuição da polinização, na 

diversidade florística e segmentos produtivos como a meliponicultora e a própria agricultura  . 

Além dos impactos ocasionados ao meio ambiente, as cadeias alimentares e 

consequentemente a produtividade agrícola, a exposição a esses princípios ativos tem como 

consequência, danos à saúde humana como transtornos mentais, depressão (CAMPOS et al., 

2016), transtornos do humor, suicídio (MEYER et al., 2007; MEYER et al., 2010) impotência 

sexual,  infertilidade (KAUR et al., 2015), câncer (ROCHA & GRISOLIA, 2019). De acordo 

com dados do Ministério da Saúde no período de 2007 a 2015 a maior causa de notificação da 

exposição por agrotóxicos foi por tentativa de suicídio (BRASIL, 2018). Informações do 

período de 1999 à 2014 na região Sul do Brasil indicam que a maioria dos casos registrados de 

intoxicação por agrotóxicos são homens entre 15-59 anos (HENDGES et al., 2019).  

Campos et al. (2016) verificaram que indivíduos com depressão foram  expostos a 

piretróides  em uma região produtora de tabaco em Dom Feliciano-RS, e de acordo com a OMS 
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(Organização Mundial de Saúde) quadros depressivos antecedem ao suicídio (SILVA & 

COLUCCI NETO, 2020), como foi verificado na  Região Serrana do estado do Rio de Janeiro, 

em que a mortalidade por suicídio entre homens jovens que desempenhavam atividades no 

campo era duas vezes maior do que a taxa local de mortalidade (MEYER et al., 2010). 

Outra consequência à exposição a insumos químicos como os organoclorados é a 

contaminação de crianças através do aleitamento ou do cordão umbilical, ocasionando 

problemas no desenvolvimento das coordenações motoras e nervosas.  Resíduos do agrotóxico 

clordecona, utilizado contra pragas de grãos armazenados, no cordão umbilical de recém-

nascidos ocasionou danos a função motora em meninos de até 1 ano e 6 meses, no qual as mães 

haviam sido expostas ao composto no período pré-natal (BOUCHER et al., 2013). 

Para o controle de pragas como o caruncho do feijão-caupi, as pastilhas fumigantes 

tradicionais à base de brometo de metila e fosfina são eficientes (figura 11) (JÚNIOR et al., 

2012). Como a perda do princípio ativo é rápida e por ser de baixo custo, o uso prolongado sem 

o devido manejo  desencadeia mecanismos de resistência em insetos e, consequentemente, 

perdas de grãos armazenados MANGOBA & DE GUZMAN ALVINDIA, 2020; 

ZAKLADNOY, 2020).  

 

Figura 11. Estrutura da fosfina (PH3) Criado com Biorender.com (TEM A FONTE DE ONDE 

OBTEVE?) 

 

De fato, a resistência de pragas à fosfina já tem sido registrada para pragas de grãos 

armazenados (ZAKLADNOY, 2020). Esses princípios ativos são também recomendados e 

utilizados internacionalmente (NAYAK et al., 2020). Ocorre que esses produtos fumegantes 

representam perigo a saúde humana pela exposição durante a aplicação do produto e pelo 

resíduo deixado nos grãos (STREET, 2010; THABIT & ELGEDDAWY, 2018; PLUMIER et 

al., 2020) ocasionando danos ao metabolismo energético (EBERT et al., 2011), a órgãos vitais 

como o cérebro, fígado (SHUKLA, 2020) ou levar ao óbito por inalação (YAN, H. et al., 2018). 
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 No Brasil, o único inseticida registrado pelo MAPA para o controle do caruncho do 

feijão-caupi é a base de fosfeto de magnésio, na formulação fumigante, do grupo químico 

inorgânico precursor de fosfina, formulado em tabletes e são classificados como extremamente 

tóxico a saúde humana e perigoso ao meio ambiente (AGROFIT-MAPA, 2021), mas  

(MARSARO et al., 2013; BRASIL, 2020) citam como controle alternativo para proteção de 

grãos armazenados de cultivo orgânico, a utilização de terra de Diatomácea  um pó inerte de 

sílica amorfa  formado pelo acúmulo de carapaças fossilizadas de algas Diatomáceas, mas que 

possui desvantagens por ser prejudicial ao sistema respiratório dos aplicadores, devido à  

exposição ao pó de sílica (INCA, 2022) e além de inibir a germinação de grãos (RABELO, 

2020). 

Considerando todos os impactos causados pelo uso desses agrotóxicos, parte do 

segmento agrícola tem optado pelo controle químico com produtos naturais. Neste sentido, a 

academia tem contribuído com o desenvolvimento de tecnologias agroecológicas, utilizando 

substâncias bioativas para formulação de defensivos agrícolas naturais com menos impactos ao 

meio ambiente e à saúde humana (FERNANDES et al., 2005; ISMAN, 2020a), iniciando com 

racionalização no uso dos agrotóxicos orgânicos sintéticos por meio do desenvolvimento do 

MIP (Manejo Integrado de Pragas) (BARZMAN et al., 2015; DARA, 2019), ou mesmo sua 

exclusão do processo de produção de alimentos, incluindo seu beneficiamento e 

armazenamento, como aqueles produzidos por sistemas agroecológicos e/ou orgânicos de 

produção vegetal e animal (FERNANDES et al., 2005). 

 

3.5.2. Manejo Integrado de Pragas-MIP 

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) surgiu visando um manejo mais sustentável, 

menor impacto no ambiente, diminuição no surgimento de espécies resistentes pelo uso 

descontrolado de agrotóxicos e as suas consequências, através de conhecimentos tradicionais, 

biológicos, químicos, físicos e culturais (BARZMAN et al., 2015; DARA, 2019). O MIP 

combina vários métodos, entre eles o controle químico tradicional e/ou com produtos naturais, 

biológico, uso de armadilhas de feromônio e/ou hormônios, introdução de plantas resistentes, 

controle físico do ambiente entre outros (PICANÇO, 2010; NARANJO et al., 2015) (figura 12). 

 



23 

 

 

Figura 12. Esquema expondo a integração de diferentes táticas de controle de pragas utilizada 

no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Modificado de: (PARRA, 2014). 

 

Durante a década de 70, foi estabelecido no Brasil um programa de manejo integrado 

de pragas para a cultura de soja,  um dos  programas de MIP de maior sucesso do mundo, pois 

reduziu em 50% o uso de inseticidas tradicionais (PANIZZI, 2013). Infelizmente, de acordo 

com Bortolotto et al., 2015 o programa de soja-MIP foi abandonado no Brasil, o que aumentou 

o consumo de pesticidas tradicionais e os problemas decorrentes dessa prática. No entanto, com 

a necessidade de controlar as pragas e  amenizar os danos a diversidade biológica, 

principalmente na região centro-oeste houve a retomada do MIP com estratégias para a sua 

implementação e consequentemente sustentação (GODOY et al., 2015). 

Para a implementação do MIP são necessários três níveis de organização: um banco de 

conhecimentos básicos, como por exemplo, conhecer o movimento da praga de interesse e de 

seus predadores naturais, por busca de alimento; defesas para suprimir populações de pragas; 

retardar o progresso da praga ou reduzir a sua incidência e a capacidade de utilizar os pilares 

do MIP para controlar as pragas (Irwin, 1999;  Dhaliwal & Arora, 2020). Portanto, a longo 

prazo o MIP diminui o uso de pesticidas tradicionais, confere segurança à saúde humana, 

minimiza os danos ao meio ambiente, aumenta a relação custo-benefício e proporciona maior 

economia ao agricultor (PAUDEL et al., 2020). 

Diversos produtores aderiram ao MIP para a produção de grãos como o  feijão-caupi 

(Haddabi, 2020), arroz (Chatterjee et al., 2020), milho (Furlan et al., 2017) entre outros,  pois o 

principal objetivo do Manejo Integrado de Pragas não é a erradicação do inseto-praga, mas 

mantê-lo em um nível baixo de dano econômico mantendo o equilíbrio entre as cadeias 

alimentares, além de minimizar os efeitos deletérios ao meio ambiente  e a saúde humana, 
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utilizando metodologias às quais incluem os pesticidas de origem vegetal como os óleos 

essenciais (DEPING et al.,2019).  

 

3.5.3. Controle alternativo com biopesticidas botânicos 

Biopesticidas são produtos naturais derivados de plantas, microrganismos, animais 

utilizados para o controle de insetos-pragas com a finalidade de desenvolver uma agricultura 

sustentável autorizados e registrados pelo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA/AGROFIT) (FENIBO et al.,  2020), são classificados em diferentes categorias como: 

botânicos,  microbianos e bioquímicos (KUMAR, 2012) e podem ser de diversas origens como 

plantas, microrganismos e pó de carapaças de algas diatomáceas fossilizadas (terra de 

diatomácea), utilizada na proteção de grãos armazenados contra insetos-pragas.  O uso de 

biopesticidas, desde que não sejam oriundos do organismo geneticamente modificados ou 

processos radioativos, são permitidos como produtos fitossanitários, sejam para o controle de 

insetos, ácaros, fitopatógenos ou ervas-daninhas (MAPA, 2021b). 

Os biopesticidas botânicos são extratos vegetais, possuem ação inseticida, acaricida, 

fungicida, herbicida (BARDIN et al., 2015) e, de modo geral, atuam nos sistemas biológicos 

sobre enzimas específicas e/ou na membrana plasmática da célula (SALUNKHE, 2020).  

Dentre as vantagens da aplicação de biopesticidas pode-se citar a decomposição mais rápida, 

menor toxicidade a biota e redução do impacto ambiental (MANZOOR & SHARMA, 2019). 

As indústrias de pesticidas tradicionais que dominam o mercado atual são: Syngenta, 

Bayer, DuPont, Dow, BASF e Monsanto (PELAEZ & MIZUKAWA, 2017). No entanto, 

algumas destas empresas se somam a outras para explorar o mercado de biopesticidas voltados 

para a agricultura orgânica, como a Bayer Crop Science AG, BASF SE, Certis LLC, Agraquest, 

Koppert Biological systems, Marrone Bioinovações e Valent Biosciences (ABBEY, Lord et al., 

2019). Na tabela 1 seguem alguns dos produtos encontrados no mercado e seus respectivos 

fabricantes, incluindo no Brasil. Todavia, o mercado brasileiro ainda não tem produto à base de 

óleo essencial registrado pelo MAPA, mas eles constam da lista de produtos fitossanitários 

autorizados para uso na agricultura orgânica, havendo, porém, a necessidade de elaboração de 

especificações de referência para óleos essenciais para impulsionar o mercado desses 

biopesticidas  (MAPA, 2021b). 
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Tabela 1.Biopesticidas para comercialização atualmente no mercado agroindustrial. 

Produto natural Aplicação/ Uso Marca/ Empresa Fonte 

Laminaria digitata Fungicida Goemar (Lagogianni & Tsitsigiannis, 2019) 

α terpineno (59.7%) 

p- cimeno (22.4%) 

d-limoneno (17.9%) 

Inseticida Requiem/ Bayer (Isman, 2020) 

Capsicum oleoresin Inseticida Captiva/ Gowman (Marrone, 2019) 

Azadiractina 
Inseticida/ 

Acaricida 

Align/ Sipcam 

Fortune aza/ Sipcam_spa 

Agroneem/ Azact CE/ 

Azamax/ Bioexos/ 

DalNeem EC/ Fitoneem 

(Solutions, 2020) 

 

(MAPA, 2021a) 

Sophora Flavescens 
Inseticida/ 

Acaricida 
Jieliang  (Zanardi et al., 2015) 

Melaleuca 

alternifolia 
Fungicida 

Timorex Gold/ STK 

Bio-ag technologies e 

BASF 

https://stk-ag.com/stk-and-basf-

agree-timorex-gold-deal-for-brazil/ 

Piretrinas (1,4%) 

azadiractina (1,2%) 
Inseticida Azera/ MGK (Iglesias et al., 2020) 

Mentha piperita, 

Geraniol, Salvia 

rosmarinus 

Acaricida/ 

Inseticida 
Ecotrol / Keyplex (Mossa, 2016) 

Flavonas saponínicas 

do tipo rotenóides, 

Tephosia candida 

Inseticida 

(formicida) 
 (MAPA, 2021a) 

 

Muitos trabalhos tem apontado a eficácia de extratos vegetais e óleos essenciais para a 

proteção das culturas e seus produtos (LORINI et al., 2015). Na Tabela 2 pode-se observar um 

levantamento de substâncias químicas naturais derivados de plantas para o controle de pragas. 

Os óleos essenciais contém substâncias voláteis e podem perder as suas propriedades e 

seus componentes comprometendo a sua eficácia, devido exposição a luz, água e ar 

(ASBAHANI et al., 2015). Neste contexto, foram desenvolvidos associações dos biopesticidas 

com biopolímeros, encapsulamento em microcápsulas de poliureia, maltodextrina e ceras com 

a finalidade de prolongar a vida útil e liberação destes (SCARFATO et al., 2007; JO et al., 

2013;  THUONG NHAN et al., 2020; TRAN et al., 2020). 
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Tabela 2. Substâncias derivadas de plantas para o controle de pragas 

Produto Controle/Praga Referência 

Óleo essencial Ocimum basilicum Sitophilus zeamais (Moura et al., 2020) 

Extrato acetonico Amorphophallus 

paeoniifolious 

Sitophilus oryzae e Tribolium 

castaneum 

(Vijayakumar & 

Mohankumar, 2020) 

Óleo essencial Cymbopongon citratus Callosobruchus maculatus (Alves et al., 2015b 2019)  

Extrato aquoso Ocimum gratissimum Callosobruchus maculatus 
(Ikechi – Nwogu & Omeke, 

2020) 

Extrato aquoso Nicotiana Tabacum Spodoptera Frugiperda (Sakadzo et al., 2020) 

Extrato hexânico Allium sativum Tribolium castaneum (Mangang et al., 2020) 

Extrato etanólico Solanum lycocarpum Zabrotes subfasciatus (Luiz et al., 2020) 

Óleo essencial Thymus vulgaris Acanthoscelides obtectus (Lazarević et al., 2020) 

Extrato etanólico Brugmansia suaveolens Zabrotes subfasciatus (Gonçalves et al., 2019) 

Extrato aquoso Azadirachta indica, 

Milletia ferruginea 
Helicoverpa armigera (Fite et al., 2020) 

 

No entanto, o mercado de biopesticidas encontra inúmeras barreiras devido a processos 

burocráticos de regulação. De acordo com CHANDLER et al., 2011 os biopesticidas são 

regulados pelo mesmo sistema projetado para o uso de pesticidas químicos o que ocasiona em 

impactos na sua implementação. No Brasil, no ano de 2011, os biopesticidas representaram de  

1 a 2% do total de produtos utilizados no combate a pragas e doenças nas lavouras (BETTIOL, 

2011). Em 2018 esse índice chegou a 17% (MEYER et al., 2019), destes 70% para o controle 

biológico (MAPA, 2020), representando apenas 5% do mercado de proteção de grãos 

(DAMALAS & KOUTROUBAS, 2018).  

Entre os motivos que dificultam a produção e comercialização de biopesticidas, pode-

se apontar o distanciamento entre a pesquisa e o desenvolvimento de produtos ao nível 

industrial.  Desta forma, os investimentos em ciência, tecnologia e desenvolvimento de 

produtos agroecológicos, envolvendo biopesticidas, são importantes para o segmento agrícola, 

meio ambiente e a saúde pública (THOMAS & READ, 2007; DUARTE et al., 2011). 

3.6. Óleos Essenciais (OE)  

De acordo com a ISO (Organização Internacional de Normatizações), óleo essencial 

(OE) é um produto natural obtido da matéria-prima vegetal, extraído por destilação a vapor 

d’água, por destilação a seco após a separação da fase aquosa, ou por expressão de pericarpo 
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de frutos cítricos (ISO 9235, 2013). Os óleos essenciais são constituídos principalmente de 

monoterpenos, sesquiterpenos e de derivados de fenilpropanos (figura 13), metabólitos que 

conferem características como cor, odor, densidade, viscosidade aos óleos essenciais (ADAMS, 

2007). 

Dentre os métodos relacionados a extração de óleos essenciais, citamos a expressão de 

frutos cítricos, a hidrodestilação ou arraste com vapor de água, a hidrodestilação assistida por 

micro-ondas, ultrassom, por gravidade, agitação entre outros (BAPTISTA-SILVA et al., 2020). 

Os óleos essenciais podem ser obtidos de todos os órgãos vegetais frescos ou secos, como 

folhas, flores, frutos e raízes (BOUTEBOUHART et al., 2019). O perfil químico e o rendimento 

de óleo essencial extraído das plantas podem ser influenciados por diferentes fatores (MORAIS, 

2009), como os edafoclimáticos, época, horário de colheita, manejo e pós colheita da planta, 

assim como o fator genético (BORGES et al., 2019). 

As principais substâncias que constituem os óleos essenciais são sintetizadas na via do 

ácido chiquímico (plastídio) que leva a formação de derivados de fenilpropanóides, e as vias 

mevalônica ou MEV (citosol) e metileritritol-fosfato ou MEP (plastidial), que têm como 

produto final unidades isoprênicas (cinco carbonos), blocos de síntese de monoterpenos e 

sesquiterpenos (ABBAS et al., 2017). 

 



28 

 

1 2

5 6 7

O

9

4

3

OH

8

O

10

Monoterpenos simples

Monoterpenos oxigenados

Sesquiterpenos simples

19
20

21

11

OH

12

OH

13

O

14

OH

15

O

16

23
O

Fenilpropanoides

O

OH

24

O

O

25

OH

OH

z

22

E

E

Monoterpenos esterificados

O Ac

18

O Ac

17

 

Figura 13. Alguns compostos voláteis de plantas aromáticas. α-pineno (1), β-pineno (2), δ-3-

careno (3), ρ-cimeno (4), (‒)-sabineno (5), mirceno (6), (–)-limoneno (7), linalol (8), eucaliptol 

(9), citronelal (10), mentol (11), citronelol (12), nerol (13), neral (14), geraniol (15), geranial 

(16) Acetato de citronelol (17), Acetato de mentol (18), α-santaleno (19), β-cariofileno (20), 

germacreno D (21), (Z)-α-trans-bergamotol (22), β-sinensal (23), eugenol (24) e metil eugenol 

(25). 

 

A via de síntese do ácido chiquímico tem como substratos de partida eritrose-4-fosfato 

e fosfoenolpiruvato, como intermediários os aminoácidos aromáticos fenilalanina e tirosina e 

seus produtos são cinamato ou cumarato (KOCHHAR & GUJRAL, 2020). A via MEV tem 

como substratos três moléculas de acetil-CoA e a via MEP tem como ponto de partida a 

condensação de piruvato e gliceraldeído-3-fosfato. Tanto a via MEV quanto a MEP produzem 

os isoprenos dimetilalil-pirofosfato e isopentenil-pirofosfato. As diferentes combinações de 

isoprenos e suas transformações dão origem, por exemplo, aos monoterpenos com 10 carbonos 

e sesquiterpenos com 15 carbonos (Figura 14).  
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Figura 14. Biossíntese de óleo essencial (OE) no citoplasma e plastídio da célula vegetal. 

Compostos precursores derivados do metabolismo de açúcares. PEP: fosfoenolpiruvato; D-

ETP: D-eritrose-4- fosfato; IPP: isopentenil-difosfato; GPP: geranil-difosfato; FPP: farnesil 

difosfato; MEP: metileritritol; DMAPP: dimetialil difosfato.  Modificado de PAVELA & 

BENELLI, (2016) ; ÁVALOS & PÉREZ, (2009); CAVALCANTI et al., (2015). Criado com 

BioRender.com 

 

Os metabólitos secundários desempenham inúmeros papéis ecológicos como a proteção 

contra herbivoria, atração de insetos polinizadores e dispersores de sementes, além de  possuir 

ação protetora contra estresses abióticos (ÁVALOS & PÉREZ, 2009) (figura 15). 

 

Figura 15. A biossíntese de metabólitos especiais do metabolismo secundário das plantas e 

suas funções: de defesa contra raios UV, patógenos e herbivoria; de interação: com organismos 

benéficos ou simbiontes; de reprodução: atração de polinizadores e dispersores de sementes; de 

nutrição: captação de nutrientes para reservas. 
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A secreção de substâncias que constituem os óleos essenciais pode ocorrer nos tecidos 

vegetais, em diferentes estruturas especializadas, como tricomas, cavidades ou bolsas, canais 

ou dutos e em células parenquimáticas diferenciadas como idioblastos. A liberação das 

substâncias que constituem os óleos essenciais para a atmosfera depende do rompimento físico 

dessas estruturas. Nas plantas do gênero Cymbopongon, as células parenquimáticas localizadas 

no mesófilo foliar (figura 16) é o local onde ocorre a secreção de substâncias lipofílicas e 

voláteis comuns ao óleo essencial (LEWINSOHN, 1998).  

 

Figura 16.Células parenquimáticas de Cymbopongon citratus. As manchas vermelhas 

representam o acúmulo de citral (geranial e neral), monoterpenos. Microscopia eletrônica de 

fluorescência. Retirado de: LEWINSOHN, 1998. 

 

3.6.1. Atividade biológica de OE vs. Callosobruchus maculatus Fab. (Coleoptera 

Chrysomelidae) 

Os óleos essenciais são altamente explorados pela indústria cosmética 

(LAOTHAWEERUNGSAWAT et al., 2020) e farmacêutica (BAPTISTA-SILVA et al., 2020). 

Pesquisas recentes demonstram a sua aplicação na agricultura, no qual os óleos essenciais e 

seus compostos voláteis isoladamente possuem efeito herbicida (IBÁÑEZ & BLÁZQUEZ, 

2018), fungicida (SOUZA et al., 2018), inseticida (HASHEM et al., 2018) e acaricida (LEE et 

al., 2018) e aplicação biotecnológica para a proteção de grãos armazenados contra insetos-

pragas e fungos oportunistas da condição de armazenamento.  Trabalhos tem demonstrado o 

efeito de óleos essenciais sobre o ciclo de vida de insetos do gênero Callosobruchus (tabela 3). 

Artigos científicos relatam o efeito inseticida e repelente de diversos óleos essenciais 

sobre o ciclo reprodutivo de  C. maculatus apresentando toxicidade, afetando taxas de postura 

de ovos e consequentemente a emergência de insetos adultos (PARANAGAMA & 
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GUNASEKERA, 2011; BALACHANDRA et al.,  2012;. DUTRA et al., 2016;  

NATTUDURAI et al., 2017). Esses resultados são promissores comparados a fosfina, 

fumigante tradicional utilizado no controle de pragas de armazenamento  (MASSANGO et al., 

2017).  

 

Tabela 3.Efeito fumigante de óleos essenciais sobre espécies do gênero Callosobruchus. 

Espécie Óleo essencial Conc. letal/tempo Fonte 

C. maculatus Ocimum tenuiflorum 250 µL/L/24h (Bhavya et al.,2020) 

 Ocimum basilicum 25 µL/L/12h (Ke & Thor, 2001) 

 
Cymbopogon 

schoenanthus 
2,7 µL/L/24h (Ketoh et al., 2006) 

 
Chenopodium 

ambrosioides 
10 µL/L/24h (Pandey et al., 2014) 

 Ocimum basilicum 200 µL/L/48h (Alves et al., 2015) 

 Citrus latifolia 10 µL/L/48h (Dutra et al., 2016) 

 Foeniculum vulgare 40mg/L/72h (Kaya et al., 2018) 

C. chinensis Nigella sativa 8,9 µL/L/24h (Chaubey, 2008) 

 Cinnamomam verum 1 mL/Kg/2 meses (Ratnasekera & Nayanathara, 2013) 

 Syzygium aromaticum 0,334 mg/L/24h (Trivedi et al., 2017) 

 Lantana camera 20,81 µL/L/24h (Kathirvelu et al., 2019) 

C. subinnotatus Cymbopogon giganteus 100 µL/L/24h (Nyamador et al., 2010) 

C. phaseoli Acorus calamus 10 µL/L/48h (Rahman & Schmidt, 1999) 

 

Além das alterações fisiológicas, o óleo essencial e seus constituintes podem afetar o 

metabolismo do caruncho do feijão-caupi diminuindo a eficiência do metabolismo de 

xenobióticos (BERENBAUM & JOHNSON, 2015),   por exemplo, diminuindo a atividade das 

enzimas esterase, glutationa-S-transferase e acetilcolinesterase (NATTUDURAI et al., 2017).  

Existem relatos científicos de que os constituintes voláteis do óleo essencial, como os 

monoterpenos, atuam em sinergia provocando perturbações no metabolismo energético dos 

insetos (GRABARCZYK et al., 2020), como na mobilização de lipídios para processos que 

demandam de grande quantidade de energia, como a ovogênese (ALVES et al., 2019). 
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        O metabolismo é constituído por reações químicas catalisadas por enzimas, que são 

controladas por diferentes fatores endógenos e exógenos nas células (ROBINSON et al., 2020). 

Essas reações, são responsáveis por fornecer condições para a sobrevivência do ser vivo, 

incluindo a disponibilidade de energia para a manutenção de atividades, como o voo, 

metamorfose,  reprodução (TOPRAK, 2020), e eliminação de substâncias tóxicas. O processo 

de eliminação de substâncias tóxicas é denominado de metabolismo de xenobióticos, que 

envolvem reações de biotransformação mediadas por enzimas das famílias das  esterases, do 

citocromo P450 e Glutationa S-transferases (SCOTT & BUCHON, 2019; LU et al., 2021). 

Neste contexto, para compreender o modo de ação das substâncias naturais, como o óleo 

essencial de capim-limão (Cymbopongon citratus) sobre o metabolismo do inseto C. maculatus 

é necessária uma investigação sobre os prováveis alvos bioquímicos, estudar o perfil 

metabólico, ou seja, a composição química que pode indicar alvos moleculares para as enzimas 

de biotransformação, o metabolismo de lipídios e analisar sua expressão gênica. 

 

3.6.2. Óleo essencial de capim-limão vs. Callosobruchus maculatus Fab. (Coleoptera 

Chrysomelidae) 

O capim-limão ,Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, pertence à família Poaceae e é uma 

planta herbácea (Figura 17), de origem indiana e aclimatada em nosso país no período colonial, 

sendo também conhecida como erva-cidreira, capim-santo, capim-cidró e citronela-de-java 

(CASTRO & ; RAMOS, 2003). Suas folhas são estreitas, longas, ásperas, aromáticas 

apresentando nervura central, e possuem odor de limão (DUARTE & ZANETI, 2004). 

 

Figura 17. Planta de Cymbopogon citratus (capim-limão). À esquerda em destaque folhas 

(acima) e talos (abaixo). Retirado de: https://gardenseedsmarket.com/cymbopogon-citratus-

400-sementes.html; https://www.floresefolhagens.com.br/capim-limao-cymbopogon-citratus/; 

https://engenhariadasessencias.com.br/loja/ativos-cosmeticos/22-oleo-essencial-de-capim-

limao-importado-lemongrass-capim-cidreira.html . Em: 20.03.2020. 

 

https://gardenseedsmarket.com/cymbopogon-citratus-400-sementes.html
https://gardenseedsmarket.com/cymbopogon-citratus-400-sementes.html
https://www.floresefolhagens.com.br/capim-limao-cymbopogon-citratus/
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   O capim-limão possui inúmeras propriedades farmacológicas como antibacteriana, 

hipoglicêmica, antifúngica, anti-inflamatória (Rojek et al., 2021) e são utilizadas popularmente 

como chá para inúmeras finalidades como calmante, desequilíbrios gastrointestinais (Carlini et 

al., 1986) e tratamento de anemia (EKPENYONG & ANTAI, 2015). 

Devido a riqueza de compostos, o óleo essencial vem sendo muito explorado pela 

indústria farmacêutica e cosmética. Os principais constituintes do óleo essencial são os 

monoterpenos oxigenados neral e geranial, que constituem uma mistura de isômeros chamado 

de citral (figura 18) (AVOSEH et al., 2015). Além das indústrias farmacêuticas e de cosméticos, 

devido a suas propriedades terapêuticas, o óleo essencial de capim-limão possui aplicabilidade 

na agroindústria (MERCHAOUI et al., 2018), no setor alimentício  (CELINA et al., 2019) e na 

saúde pública (TEIXEIRA et al., 2015; LIMA et al., 2016). 

 

Figura 18. Cromatograma dos compostos voláteis de Cymbopongon citratus (neral e geranial), 

que formam o citral (composto majoritário), obtidos por CG-EM. Adaptado de: ALVES et al., 

2019. 

O óleo essencial de capim-limão é promissor no controle de células cancerígenas 

(GHOSH, 2013), no controle de candidíase, em processos inflamatórios em diabéticos 

(KANDIMALLA et al., 2016) e no tratamento de malária (TCHOUMBOUGNANG et al., 

2005). No campo da agroindústria, apresenta propriedades antifúngica, antibacteriana, 

inseticida e de repelência de insetos (GANJEWALA, 2009), e  por isso, é de grande interesse 

para o controle de insetos- pragas (HERNANDEZ-LAMBRAÑO et al., 2015).  

Devido a diversas propriedades e formas de aplicação o óleo essencial de capim-limão 

apresenta potencial para o controle do caruncho do feijão-caupi como uma alternativa ao 

controle químico tradicional. Alguns trabalhos apresentados na tabela 4, relatam o efeito do 

óleo essencial de capim-limão como tóxico ou repelente. Ou também como capaz de inibir o 
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ciclo reprodutivo, alterar o comportamento sexual, a atividade de enzimas de biotransformação 

e de sinapses nervosas (ALVES et al., 2019;OLIVEIRA et al., 2017; MADI et al., 2020). 

 

Tabela 4. Dados da literatura mostrando o efeito de óleo essencial extraído de folhas de 

Cymbopogon  citratus sobre Callosobruchus  maculatus. 

Efeito do óleo essencial Fonte 

Inseticida (Ketoh et al., 2000) 

Inseticida e repelente  (Paranagama et al., 2002) 

Repelência (Boeke et al., 2004b) 

Inseticida (Rubasinghege et al.,2006) 

Inseticida (Aziz & Abbass 2010) 

Inseticida (Ojebode et al., 2016) 

Inseticida (Oliveira et al., 2017) 

Repelente (Guerra et al., 2019) 

Inseticida (Alves et al., 2019) 

Inseticida e repelente (Omotoso et al.2020) 

 

3.7.Análise do perfil metabólico 

Análise do perfil metabólico é uma estratégia para o estudo da composição e alteração 

dos metabólitos de um organismo (Ding et al., 2009), através de técnicas analíticas como a 

cromatografia acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), cromatografia líquida acoplada 

a massas (LC-MS) e a ressonância magnética nuclear (RMN) (EMWAS et al., 2019). Estas 

técnicas são empregadas em inúmeras áreas do conhecimento, como ambiental (Lankadurai et 

al., 2013), saúde humana (Mitsuwan et al., 2017; Han et al., 2017), melhoramento esportivo 

(Al-Khelaifi et al., 2018), investigação criminal (Joseph et al., 2011; Presley et al., 2019) e  

agrícola (BARRAJÓN-CATALÁN et al., 2020). Além de inúmeras aplicações, existem dois 

tipos de perfil metabólico: uma análise alvo, que é a quantificação de metabólitos pertencentes 

a uma determinada classe de moléculas, com participação em determinada rota metabólica e, 

uma análise metabolômica global, que se refere a quantidade de metabólitos totais que um 
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organismo possui (Canuto et al., 2018), sendo que  a escolha do tipo de perfil metabólico está 

alinhado com o objetivo da  investigação realizada e da escolha da amostra de estudo.  

Esta técnica permite realizar associações dos metabólitos presentes em um organismo 

com aspectos fenotípicos, fisiológicos e comportamentais (SNART et al., 2015). Vários 

trabalhos tem buscado uma abordagem metabolômica com o objetivo de encontrar alvos 

bioquímicos em organismos vivos (KANG et al., 2019; LIU et al., 2016; PENG et al., 2016), 

assim como em insetos-pragas de interesse agrícola (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Estudos com abordagem metabolômica para o estudo de insetos-pragas de interesse 

agrícola. 

Inseto-praga Cultura infestada Fonte 

Helicoverpa armigera Soja, milho, algodão (Zhang et al., 2012) 

Trogoderma granarium Trigo (Hafiz et al., 2016) 

Nilaparvata lugens Arroz (Peng et al., 2016) 

Chilo suppressalis Arroz (Liu et al., 2016b) 

Phorodon humuli Lúpulo (Undas et al., 2018) 

Spodoptera frugiperda Milho 
(Abdelgaffar et al., 

2019) 

Callosobruchus 

chinensis 
Feijão (Cui et al., 2019) 

Plutella xylostella 
Alface, alfava, algodão, beterraba, 

amendoim 
(Wang et al., 2020) 

Aphis gossypii Algodão (Lv et al., 2021) 

 

Inúmeras técnicas cromatográficas hifenadas podem ser utilizadas para análise de perfil 

metabólico como a cromatografia em fase gasosa ou líquida acopladas a espectrometria de 

massa (SHUMAN et al., 2011; TSUGAWA et al., 2015), eletroforese capilar acoplada a 

espectrometria de massa (CE-MS) (SASAKI et al., 2019) e espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (RMN) (MONTUSCHI et al., 2018). A cromatografia em fase gasosa 

acoplada a espectrometria de massa é altamente sensível, precisa, reprodutível e possibilita o 

fornecimento de dados confiáveis para análises multivariadas (ZHANG et al., 2012), além da 

possibilidade de identificação das substancias presentes nos extratos (LOPES et al., 2017). 
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3.7.1. Análise do perfil metabólico por CG-EM 

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é 

altamente vantajosa para identificar metabólitos de baixo peso molecular (GARCIA & 

BARBAS, 2011). As etapas da análise do perfil metabólico envolvem a preparação da amostra, 

extração das substâncias do tecido do organismo vivo, derivatização das substâncias extraídas, 

injeção no cromatógrafo, processamento e identificação das substâncias, análises estatísticas e 

interpretação dos resultados (figura 19). 

 

Figura 19. Esquema de análise global de metabólitos. 1. Coleta e preparo da amostra, 2. Análise 

instrumental, 3. Processamento de dados e identificação de metabólitos, 4. Análise estatística, 

5. Interpretação biológica.  Modificado de: CANUTO et al., 2018. Criado no  BioRender.com 

 

Para a realização da análise metabolômica, é preciso extrair os  metabólitos das amostras 

biológicas e após, é feita uma partição com solvente, seguido de exclusão da fração polar e 

posteriormente é realizado  o processo de derivatização, para que  a amostra seja preparada para 

ser aplicada no injetor do cromatógrafo (KANANI & KLAPA, 2007). Na etapa de extração é 

adicionado um padrão interno, o ribitol. Por ser um açúcar, o ribitol pode ser usado para corrigir 

perdas da amostra em análise, garantindo a precisão do método (TREZZI et al., 2017). 

A derivatização com metoxiamina e MSTFA (n-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida) 

garantem proteção dos centros reativos dos metabólitos e conferem estabilidade a estrutura 

química (PASIKANTI et al., 2008; PAPADIMITROPOULOS et al., 2018). Na figura abaixo, 

segue as etapas de perfil metabólico traçado pela técnica de CG-EM. (figura 20). 
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Figura 20. Esquema representativo da preparação das amostras antes da injeção no CG-EM. 1. 

Amostra, 2. Extração de metabólitos, 3. Partição seguido de exclusão da fração polar, 4. 

Derivatização, 5. Análise por CG-EM. Criado com BioRender.com 

 

O MSTFA substitui os hidrogênios trocáveis dos grupos, carboxila e amina dos 

metabólitos. Os grupos carboxila e hidroxila sofrem sililação mais rápido do que os grupos 

NH₂. A metoxiamina reage com os grupos cetônicos (C=O), formando metoximas. (figura 21). 

Assim, os derivados dessas reações são metoxilados (MeOx) e/ou trimetilsililados (TMS) 

(KANANI & KLAPA, 2007; KANANI et al., 2008). 

 

Figura 21. Esquema das reações de derivatização de uma amostra biológica. Esquema das 

reações de derivatização de uma amostra biológica. Modificado de: KANANI et al., 2008. 
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Segundo a literatura, a técnica de CG-EM é a mais utilizada para investigação do perfil 

metabólico em plantas (FIEHN, 2016). Para análises de insetos, é mais utilizada  para a busca 

de alvos celulares para combate de insetos-pragas, buscando a melhoria na produção de seda 

(LI et al., 2020), interação inseto-parasita (XU et al., 2015), investigação de transmissão de 

parasitas a plantas (KILLINY et al., 2018) e de vetores de doenças (CHAMPION et al., 2017). 

Essa técnica analítica permite a construção de uma biblioteca de espectros, baseada nos 

índices de retenção e no padrão de fragmentação dos íons, possibilitando a identificação dos 

metabólitos (HILL & ROESSNER, 2013). E por ser uma técnica de alta precisão, a 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,  possibilita a repetição de dados 

quantitativos, e por isso,  é uma técnica central no estudo de análises metabolômicas 

(TSUGAWA & FUKUSAKI, 2013). 

 

3.7.2. Análise da expressão gênica 

A expressão gênica é um processo de várias etapas que ocorre durante a etapa S da 

intérfase do ciclo celular. Consiste na transcrição (síntese de RNA), no núcleo celular das 

células eucariotas e a tradução (síntese de proteínas), no citoplasma da célula (figura 22). 

Assim, as características de um indivíduo são determinadas pelos genes expressos nele. 

 

Figura 22.A expressão de um gene ocorre através da síntese de proteínas, englobando os 

processos de transcrição (síntese do RNA) no núcleo da célula e a tradução (síntese de 
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proteínas) nos ribossomos no citoplasma. A perpetuação do material genético (DNA e RNA) 

ocorre através da replicação no núcleo celular. Criado com BioRender.com 

 

A análise da expressão gênica é a determinação do padrão de genes expressos, em 

circunstâncias específicas, direcionados para detectar e quantificar o RNA mensageiro (mRNA) 

de um gene específico (SEGUNDO-VAL & SANZ-LOZANO, 2016).  A manipulação do DNA 

iniciou-se na década de 70, permitindo o desenvolvimento de inúmeras tecnologias (PORTIN, 

1993) e marcando o início da engenharia genética, com a descoberta de  técnicas como o DNA 

recombinante, abrindo os caminhos para a terapia gênica (Wolff & Lederberg, 1994; Glorioso 

& Lemoine, 2017) e os transgênicos (YUAN & HU, 2017). No qual, um grande marco para o 

avanço nos estudos em genética, foi a conclusão do projeto genoma humano, contribuindo para 

o conhecimento dos fatores genéticos, impactando na investigação das doenças humanas, com 

1800 genes de doenças identificados (DURMAZ et al., 2015). 

Além de possibilitar o tratamento de inúmeras doenças, a biotecnologia trouxe 

inovações ao setor agrícola, pressionada pelo aumento da população mundial e por 

consequência da maior demanda de alimento e necessidade de minimizar perdas da produção 

(VARSHNEY et al., 2011). Com isso, a obtenção de novas características nutricionais ou de 

defesa nas plantas, ocorreu através da  identificação de genes com características benéficas, 

para uso como marcadores moleculares para seleção assistida, expressão de um organismo em 

outro por transgenia, como a soja Bt  e criação de bancos de germoplasma (CARRER et al., 

2010).  Os avanços em biotecnologia não só possibilitaram a modificação genética em plantas, 

mas em 2014  foi aprovado o primeiro inseto agrícola geneticamente modificado nos Estados 

Unidos (HARTLEY et al., 2016). 

Com isso, as tecnologias voltadas para a manipulação do DNA  e especificamente para 

a expressão gênica possibilitam o desenvolvimento sustentável da agricultura (FANG et al., 

2016), diminuindo os impactos ao meio ambiente e a saúde humana decorrentes do uso 

exacerbado de agrotóxicos.  

De acordo com autores (Segundo-Val & Sanz-Lozano, 2016), as técnicas mais utilizadas 

para expressão gênica são o qPCR (reação em cadeia da polimerase em tempo real), 

microarranjos de expressão e RNAseq para a análise do transcriptoma.  O qPCR é altamente 

utilizado para estudos em biologia molecular, pois demanda de pouca quantidade de amostra e 

possui alta especificidade. Tem a capacidade de ampliar um ou mais fragmentos específicos de 

DNA em milhões de vezes, otimizando a capacidade da geração de dados (ROBERTSON et 
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al., 2018). A elaboração da técnica exige algumas etapas como o isolamento do RNA e sua 

caracterização pela quantidade e integridade.  Para reação de uma etapa, o RNA é utilizado 

como modelo, no entanto para reação com duas etapas, o cDNA é sintetizado e usado como 

modelo (Bustin et al., 2009),  e apesar de muitos protocolos utilizarem DNA, há preferência 

por RNA pois é menos estável que o DNA. Para que a amplificação ocorra é necessário 

iniciadores ou primers, pequenas sequências de genes conhecidas ou de organismos próximos, 

retirados de banco de dados genômicos (WONG & MEDRANO, 2005).  

A amplificação ocorre sobre temperatura e tempo controlados no aparelho 

termociclador. Neste aparelho a amplificação ocorre em três etapas: desnaturação, anelamento 

e extensão (figura 23) (BUSTIN et al., 2009). É na etapa de desnaturação que os primers se 

ligam ao DNA desnaturado a uma temperatura de até 95ºC. Na fase de anelamento, a 

temperatura é reduzida para que as sequências de primers possam se encaixar nas regiões 

respectivas complementares. A etapa de extensão consiste na ação da enzima DNA-polimerase 

(Taq- DNA polimerase) em temperatura de aproximadamente 72ºC que junto com o co-fator 

de Magnésio, ocorra a síntese de DNA (SANTOS, C. F. Dos et al., 2004). Após o término de 

um ciclo, o mesmo pode ser repetido por várias vezes, ocorrendo o aumento exponencial de 

sequências. O processamento da amplificação é feito através de eletroforese por gel de agarose 

(PRAY, 2008). 
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Figura 23. Diagrama esquemático da PCR com as três etapas de cada ciclo contém três etapas 

desnaturação, anelamento e extensão. Modificado de: SANTOS et al., 2004 e 

https://www.britannica.com/science/polymerase-chain-reaction 

 

As mudanças no padrão da expressão gênica de um organismo, são acompanhadas de 

suas alterações fisiológicas (HAL, VAN et al., 2000). Por isso, a análise da expressão gênica 

de fêmeas copuladas de C. maculatus expostas ao óleo essencial de capim-limão pode trazer 

respostas sobre o comportamento do inseto, a fim de elucidar os resultados obtidos através da 

análise do perfil metabolômico com o objetivo de identificar um alvo celular ou via metabólica  

da ação do óleo essencial sobre as fêmeas de C. maculatus. 

Assim é possível obter informações para a elaboração de uma patente do óleo essencial 

de capim-limão para o controle de C. maculatus. 

3.8.  Patentes com Biopesticidas para o Controle de Pragas 

Para serem comercializados como produto, os biopesticidas precisam ser registrados no 

MAPA, ANVISA e IBAMA  e também pode ser registrado como produto fitossanitário de uso 

aprovado na agricultura orgânica (MAPA, 2021b), e  para a produção em larga escala é 

necessário o registro de patentes  no INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual) 

(TIMMERMANN, 2014). Patentes podem ser referentes a uma invenção ou alguma utilidade 
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para a sociedade. As de natureza inventiva, devem possuir capacidade reprodutiva, aplicação 

industrial e ser inéditas  (Duarte et al., 2011), enquanto que  o modelo de utilidade está 

relacionado à um objeto de uso prático e seu aprimoramento (BRANCO et al., 2011).  Na 

literatura, encontram-se inúmeras patentes de invenções registradas como biopesticidadas, 

conforme demonstra a tabela 6. 

Tabela 6. Registro de patentes relacionados com óleos essenciais e substâncias voláteis. 

Óleo essencial/ substância. Alvo de controle Fonte 

Artemisia absinthium 
Fungos fitopatogênicos e 

nematóides 

(Coloma, et al.,  

2012) 

Linalol, cinamato de metila sintéticos 

Aedes aegypti, 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

(Marques et al., 

2013) 

Eucalipto, citronela e pinheiros. Carrapato (Howard, 2014) 

 Citronela Aedes aegypti 
(Pinto & Caritá 

Júnior, 2017) 

Citrus spp., Eugenia caryophyllus, Eucalyptus globulus,   E. 

citriodora, Melaleuca leucadendra, M. alternifolia e 

Azadirachta indica 

Plutella xylostella 
(Câmara et al., 

2018) 

Cravo da Índia Candidatus liberibacte (Pinto., 2019) 

  

Os óleos essenciais podem apresentar diferenças em sua composição química devido a 

diferentes fatores, como tempo de coleta da planta, estação do ano, tipo de solo gerando 

quimiótipos diferentes de uma mesma espécie. Por isso, COLOMA et al., 2012 propõe o 

quimiótipo Candial de Artemisia absinthium para o controle de  fungos fitopatogênicos e 

nematóides. 

E além da importância da definição do quimiotipo da espécie para a obtenção do óleo 

essencial, algumas patentes propõem formulações com efeito sinérgico com associação de 

inseticidas tradicionais, de compostos voláteis isolados e de diferentes tipos de óleos essenciais.  

Câmara et al, 2018 sugere a combinação de deltametrina  a diversos  óleos essenciais  aplicado 

em folhas de Brassica spp., para o controle de Plutella xylostella. Para o combate ao Aedes 

aegypti foram registrados por Pinto & Caritá Júnior, 2017  o óleo essencial de citronela 

combinado a permetrina e cipermetrina, e  por Marques et al., 2013 os compostos  linalol e 

cinamato de metila para efeito repelente.  
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A combinação de diferentes óleos essenciais é promissora, pois somatiza o efeito tóxico 

dos óleos essenciais sobre os insetos-pragas. Howard, 2014 registrou a utilização dos óleos 

essenciais de eucalipto, citronela e pinheiro para a elaboração de sabonetes e spray repelente 

contra carrapatos. 

Como foi verificado, os óleos essenciais podem ser utilizados como biopesticidas de 

diferentes maneiras: sabonete, spray, tintas repelentes e também podem ser incorporados a 

soluções fertilizantes, como o óleo essencial de cravo  com a finalidade de proteger a cultura 

de Citros contra fungos e bactérias fitopatogênicos (PINTO, 2019). 

O registro de patentes de biopesticidas é importante, pois  para a indústria a patente 

remete a confiabilidade, proteção e de acordo com Glare et al., 2012 biopesticidas patenteados 

atrai investidores.  

No Brasil, patentes para biopesticidas são limitadas (VAN LENTEREN, 2012), apesar 

de haver o aumento de biopesticidas de origem microbiano patenteados a partir dos anos 2000 

(KABALUK et al., 2010). Contudo, biopesticidas direcionados para o controle de pragas de 

grãos armazenados ainda são escassos no mercado (HOLZMANN, 2010). 

Por isso, um dos objetivos do presente trabalho é o depósito de propriedade intelectual 

(patente) da utilização do óleo essencial de capim-limão como alternativa ao uso de agrotóxicos 

tradicionais no controle de C. maculatus, através de dispositivo fumegante, possibilitando que 

agricultores protejam a produção de feijão-caupi de maneira segura e sustentável. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Local do estudo 

 

Os experimentos e análises foram realizados nos Laboratórios de Plantas Aromáticas e 

Medicinais, de Bioquímica e Biologia Molecular de Artrópodes e de Estresse Oxidativo em 

Microrganismos situados no Instituto de Ciências Exatas (ICE) da Universidade Federal Rural 

do Rio de Janeiro, campus de Seropédica, Rio de Janeiro. 

4.2  Material 

 

O capim-limão (Cymbopogon citratus) foi coletado na área experimental do Setor de 

Grandes Culturas, Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia/UFRRJ, 

(22°45'39.65"S; 43°41'55.92"O) em junho de 2017. Padrões analíticos, solventes e reagentes 

foram adquiridos na Sigma-Aldrich (São Paulo, SP) e Vetec (Duque de Caxias, RJ). 

Sementes de feijão-caupi (Vigna unguiculata) da variedade Guariba, de cultivo 

orgânico, foram doadas pela PESAGRO (Empresa de Pesquisa Agropecuária do Estado do RJ)- 

Seropédica, RJ. Os insetos adultos da espécie Callosobruchus maculatus (Fab.) foram cedidos 

pelo Dr. J.H.R. Santos Centro de Ciências Agrárias, Universidade Federal do Ceará, Fortaleza, 

Brasil. Desde então a colônia vem sendo mantida no Laboratório de Plantas Aromáticas e 

Medicinais (Instituto de Química/UFRRJ) com substrato feijão-caupi, em ambiente controlado: 

fotoperíodo natural, temperatura de 29°C ( 1°C) e umidade relativa de 65% (± 5%). Os fungos 

Fusarium oxysporum. (registro: C.110) e Colletrochium gloeosporioides (registro: C.103) 

foram disponibilizados pela micoteca do setor de microbiologia do Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde /UFRRJ e Aspergillus spp. e Penicilium spp. foram isolados de grãos de 

milho seco adquiridos no comércio local e identificadas pelos manuais de identificação 

(KLICH, 2002) 

A levedura Saccharomyces cerevisiae (isolado BY4741) foi doada pelo Laboratório de 

Extresse Oxidativo em microrganismos (Instituto de Química/UFRRJ) obtida da Euroscarf 

(Frankfurt, Alemanha). 
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4.3 Extração e caracterização química do óleo essencial de capim-limão 

 

O óleo essencial foi obtido das folhas secas de capim limão após uma hora de 

hidrodestilação (Figura 24), separado por diferença de fase, seco com sulfato de sódio anidro e 

armazenado no freezer -20 °C.  

 

 

Figura 24. Extração do óleo essencial de Cymbopogon citratus por hidrodestilação (Fonte: 

Arquivo pessoal). 

 

Um cromatógrafo gasoso Hewlett-Packard 5890 Series II equipado com um detector de 

ionização de chama (CG-DIC) com um injetor no modo “split” (1:20) foi utilizado para separar 

e detectar os constituintes de 1 µL do óleo essencial. A separação e análise das substâncias 

presentes no óleo essencial foi feita com o uso de um cromatógrafo gasoso – espectrômetro de 

massa Shimadzu QP-2010 Plus (CG-EM) também com um injetor no modo “split”. 

Em ambos os equipamentos as substâncias foram separadas em uma coluna capilar de 

sílica fundida similar a DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm DI). As condições de análise e 

programação foram as mesmas utilizadas por (Cavalcanti et al. 2015). As temperaturas do 

injetor e de interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente. O espectro de massa foi obtido 

em um detector quadrupolo operando a 70V, com intervalo de massa entre 40 e 400 m/z e a 

razão de 0,5 scan s-1. A identificação das substâncias foi realizada com base na análise CG-EM, 

na comparação dos tempos de retenção e espectros de massa das amostras contra os dos padrões 

autênticos injetados nas mesmas condições, comparação dos espectros de massa das amostras 

contra os do banco de dados e o cálculo dos índices de retenção para auxiliar na busca (VAN 
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DEN DOOL &  KRATZ, 1963;  ADAMS, 2007). A quantificação das substâncias foi realizada 

com base na normalização das áreas relativas das substâncias (CG-DIC). 

4.4 Avaliação do efeito fumigante do óleo essencial de capim-limão e citral contra o 

caruncho 

 

Tubos de 50 mL contendo 30 grãos de feijão-caupi e 10 insetos saudáveis com dois dias 

de idade (1:1 fêmea/macho) foram utilizados como unidade experimental, com oito repetições 

para cada tratamento. O primeiro ensaio foi realizado com óleo essencial de capim-limão, que 

foi transferido para discos de papel filtro, previamente fixados em tampas tubulares, nas 

concentrações de 0,09; 0,18; 0,37; 0,55; 0,74 e 0,92 mg/cm3. O segundo ensaio foi realizado 

com citral, mistura de isômeros adquirido na Sigma-Aldrich Brasil (id: C83007), nas 

concentrações de 0,04, 0,09; 0,18; 0,27; 0,45 e 0,89 mg/cm3. (figura 25). O mesmo 

procedimento foi realizado para os controles, que não receberam o óleo essencial de capim-

limão ou citral. 

 

 

Figura 25. Tubos com sementes de feijão-caupi e aplicação do óleo essencial de capim-limão 

e do composto citral por fumigação em papel de filtro. Acervo pessoal. 

 

Os tubos foram então fechados e armazenados em uma câmara a 27° C (± 1° C) e 

umidade relativa de 65% (± 5%). A mortalidade e a postura de ovos foram registradas 48h após 

a aplicação do óleo essencial e do citral. A porcentagem de oviposição foi calculada pelo 

número total de ovos no grupo controle. Em seguida, as tampas foram removidas e substituídas 

por uma tela fina e a emergência de novos adultos foi avaliada após 27 dias, e contabilizou-se 

o número de indivíduos emergidos. A percentagem de emergência foi calculada pelo número 
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de indivíduos emergentes no grupo controle.  Os testes com óleo essencial e citral foram 

realizadas duas vezes sob as mesmas condições. 

A análise estatística dos dados de mortalidade foi corrigido com o grupo  controle de 

acordo com ABBOTT (1925). A porcentagem de oviposição e emergência de insetos adultos, 

foram avaliadas pelas seguintes fórmulas: P =T x 100/C, onde P, T e C são a porcentagem, 

média registrada nos grupos de tratamento e média registrada no grupo controle, 

respectivamente. Os dados foram expressos como médias aritméticas  ± SE e submetidos à 

ANOVA, e as diferenças entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey em P = 0,05, 

usando o software GraphPad Prism 6.0. 

4.5  Revestimento das sementes de feijão-caupi com óleo essencial de capim-limão 

 

Foram preparadas soluções (20 mL) com diferentes concentrações de óleo essencial 

diluídos em diclorometano (foram preparados também com etanol 95% e álcool de cereais), 

proporcionando soluções com 0,1; 0,01 e 0,001% de óleo essencial. A proporção de 2mL de 

solução para 3 g de sementes foi mantida para o procedimento de revestimento. Aquelas 

soluções foram utilizadas para revestir 30 g de sementes de feijão-caupi (aproximadamente 150 

sementes). O modo operacional para o revestimento foi de batelada (dentro de um balão de 

fundo redondo acoplado a um evaporador rotativo (figura 26), programado para operar com 

vácuo de 350 mbar, a 70 rpm e banho maria a 30 ºC até o esgotamento dos solventes orgânicos). 

O mesmo procedimento foi realizado para o controle (diclorometano), que não recebeu o óleo 

essencial de capim-limão. As sementes revestidas foram armazenadas em frascos de plástico 

com tampa em câmara a 7° C (± 1° C) protegido da luz e umidade por até 180 dias. 

 

Figura 26. Aparelho evaporador rotativo (Laboratório de Plantas Medicinais e Aromáticas, 

Instituto de Agronomia-UFRRJ)  Arquivo pessoal. 
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4.6  Lavagem e caracterização química dos resíduos presentes na superfície das sementes 

de feijão-caupi 

 

Foram utilizadas 30 sementes de feijão-caupi, aproximadamente 6 g em média, 

revestidas previamente com óleo essencial de capim-limão nas concentrações de 0,001; 0,01; 

0,1% e armazenadas por 30, 90 e 180 dias (Item 3.5). As amostras de sementes foram lavadas 

com 5,0 mL de diclorometano, em duplicata, para avaliar que substâncias do óleo essencial 

ainda estavam presente na superfície das sementes, ou seja, o resíduo. Em seguida, a solução 

foi reduzida a 1 mL sob fluxo constante de N2 gasoso. Por fim, uma alíquota de 1,0 µL da 

solução foi injetada em um CG-DIC e CG-EM operando nas mesmas condições da análise de 

óleos essenciais (Item 3.3). O mesmo procedimento foi adotado para a injeção de alíquotas de 

1,0 µL de soluções de citral (C83007- Sigma Aldrich) nas concentrações de 89,3; 0,893 e 0,089 

mg/mL, como padrão externo, para aferição da concentração de neral e geranial na solução 

resíduo.  

4.7  Avaliação da proteção conferida às sementes revestidas com óleo essencial de capim-

limão contra o caruncho 

 

O efeito protetor do revestimento com óleo essencial de capim-limão nas sementes de 

feijão-caupi foi observado em quatro tempos diferentes, após 7, 30, 90 e 180 dias de 

armazenamento. Tubos de 50 mL contendo 30 grãos de feijão-caupi e 10 insetos saudáveis com 

dois dias de idade (1:1 fêmea/macho) foram utilizados como unidade experimental, com cinco 

repetições para cada tratamento. Os tubos foram então fechados e armazenados em uma câmara 

a 27° C (± 1° C) e umidade relativa de 65% (± 5%). 

A mortalidade e a postura de ovos foram registradas 48h após a aplicação do óleo 

essencial, em seguida, as tampas foram removidas e substituídas por uma tela fina e a 

emergência de novos adultos foi avaliada após 27 dias. Óleo essencial e ensaios de citral foram 

realizadas duas vezes sob as mesmas condições (figura 27).  
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Figura 27. Sementes revestidas com óleo essencial de Cymbopongon citratrus sobre C. 

maculatus. Emergência de Adultos. Acervo pessoal. 

 

A análise estatística dos dados de mortalidade foi corrigido com o grupo  controle de 

acordo com ABBOTT (1925). A porcentagem de oviposição e emergência de insetos adultos,  

foram avaliadas pelas seguintes fórmulas: P =T x 100/C, onde P, T e C são a porcentagem, 

média registrada nos grupos de tratamento e média registrada no grupo controle, 

respectivamente. Os dados foram expressos como médias aritméticas  ± SE e submetidos à 

ANOVA, e as diferenças entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey de múltiplas 

comparações em P = 0,05, usando o software GraphPad Prism 6.0. 

 

4.8  Avaliação da toxicidade do óleo essencial de capim-limão contra fungos 

 

Foi utilizado o método da diluição. O óleo essencial de capim-limão foi diluído em 

Dimetilsulfóxido (DMSO) e misturado ao meio de cultura Batata-dextrose-ágar (BDA), 

produzindo as concentrações de óleo essencial em meio de cultura de 0,25; 0,50; 1,00, 2,00 e 

4,00 µL/mL. Utilizou-se o fungicida Folicur 200 EC (tebuconazol) (0,08 µL/ml) como controle 

positivo (+), dimetilsulfóxido (DMSO, 12 µL/ml) como controle negativo (–) e somente BDA 

como testemunha. Em seguida, os meios de culturas foram vertidos para as placas de Petri, no 

centro delas inoculados discos de ágar contendo estruturas propagativas dos fungos Fusarium 

oxysporum, Colletrochium gloeosporioides, Aspergillus spp. e Penicilium spp., por fim, 

incubados por 48 horas à 26º C. Após 48 horas, as placas foram digitalizadas (Scanner HP 

ScanJet G2410), as imagens foram convertidas para 8-bit, processadas, analisadas e 

transformado em área com auxílio do Software ImageJ 1.49v (RUEDEN et al., 2016) (figura 

28). 
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Figura 28. Elaboração de ensaios de avaliação do potencial fungicida do óleo essencial (OE) 

de Cymbopongon citratus sobre fungos fitopatogênicos. Preparação de meio de cultura + OE 

(método de diluição); inserção de fragmento de fungo em meio de cultura; compilação de dados 

de inibição de crescimento micelial.  

 

A Análise estatística foi calculada com a média de crescimento micelial do controle em 

comparação com o tratamento elaborada no programa Graph Pad Prism, com a análise Anova 

One-Way e  Tukey  múltiplas comparações com α= 0,05. 

 

4.9  Avaliação do efeito alelopático toxicidade do óleo essencial de capim-limão na 

germinação de sementes de feijão-caupi 

 

Foram utilizadas sementes orgânicas de feijão-caupi (variedade Guariba PESAGRO) 

previamente revestidas com óleo essencial de capim-limão nas concentrações de 0,1; 0,01 e 

0,001% (item 3.5). Para avaliar a germinação das sementes foram transferidas para substrato 

areia 12 sementes por potes de germinação (unidade experimental). Realizou-se o teste de 

drenagem de água utilizando-se 10 ml de água para a irrigação, os potes foram incubados em 

ambiente controlado ± 25 ºC, durante sete dias para realização da primeira contagem e a 

germinação avaliada conforme descrito na Regra de Análise de Sementes (MAPA 2009) (figura 

29). 

A análise estatística foi realizada com base nas médias do grupo controle, análise de 

variância ( Anova One-Way) e teste  Tukey de múltiplas comparações com  α= 0,05, utilizando 

o programa Graph Pad Prism 6.0. 
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Figura 29.Teste de germinação, sementes revestidas com óleo essencial  de capim-limão nas 

concentrações de 0,1; 0,01; 0,001%, substrato areia. Acervo pessoal.  

 

4.10 Avaliação da toxicidade do óleo essencial de capim-limão sobre leveduras 

 

A determinação da concentração mínima inibitória (CIM) do óleo essencial foi realizada 

através da técnica da micro diluição em placa de 96 poços de fundo chato e com tampa, método 

adaptada de CASTRO & LIMA (2010). Inicialmente, foram vertidos nos poços 50 µL de caldo 

YPD, constituído de peptona 2%, glicose 2% e extrato de levedura 1%. Em seguida, verteu-se 

em um dos poços 50 µL de mistura de óleo essencial e meio YPD, obtendo concentração inicial 

de 10 µL.mL-1. A partir de metade do volume da concentração inicial foram constituídas as 

demais diluições, pelo método da diluição seriada, como pode ser observado na figura 30. Em 

seguida, foram adicionados 10 µL de inóculo da levedura Saccharomyces cerevisiae (isolado 

BY4741) em meio YPD, de forma a obter Densidade Óptica de 600 nm com leitura de espectro 

da suspenção de células que foi colocada  em cada poço de 0,3. O controle negativo foi 

preparado com meio de cultura sem o óleo essencial de capim-limão e o controle positivo com 

o meio de cultura não inoculado. Após 1, 3 e 24h de contado com as leveduras, a citotoxicidade 

do óleo essencial nas diferentes concentrações foi avaliada pelo método da capacidade 

metabólica das células vivas de converter resazurina em resorufina. Desta forma, 10 µL de 

solução de resarzurina 0,01% (m/v) foi adicionado aos poços e, após 30 min, observado a 

coloração dos poços, que quando rosa indicaram a presença de atividade metabólica, portanto 

que as células estavam vivas, enquanto a violeta indicou a ausência de células vivas. 

O teste de exposição do óleo essencial a leveduras é um teste qualitativo, colorimétrico 

e  por isso não houve aplicação de teste estatístico. 
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Figura 30.  Delineamento qualitativo de exposição de leveduras ao óleo essencial de C. citratus 

em meio de cultura BDA.  Linhas horizontais A à H (concentração de óleo essencial/ meio 

YPD), linhas verticais 1à 11: tempo de exposição e controles (CM = apenas meio de cultura 

BDA; CC= células+ meio de cultura BDA). 

 

4.11  Perfil metabólico de fêmeas do caruncho sob efeito fumigante do óleo essencial de 

capim-limão 

 

a) Extração: 

Em tubos Falcon de 50 mL contendo 30 sementes de feijão-caupi foram adicionadas 21 

fêmeas copuladas do caruncho e expostas ao efeito fumigante do óleo essencial (procedimento 

do item 3.4), na concentração de 0,37 mg/cm³ (condição de subletalidade) por 12 horas. Foram 

produzidas 4 repetições para o tratamento com óleo essencial e sem óleo essencial (controle). 

As amostras contendo 100 mg dos insetos (21 fêmeas) dos tratamentos foram transferidas para 

microtubos e armazenadas a -80°C. Os insetos foram homogeneizados por 5 min a 20 Hz em 

etanol absoluto gelado com 60 µl de padrão interno ribitol (0,2 µg/ µl) como padrão interno. 

Depois, agitado em vórtex por 15 min a 70 ºC em termomix a 950 rpm e centrifugado por 10 

min a 11.000 g. O sobrenadante foi transferido para um frasco de vidro e a ele adicionado 750 

µl de clorofórmio (pré-resfriado a -20ºC) e 1500 µl de água (pré-resfriada a 4ºC). A solução foi 

novamente agitada em vórtex por 30 s e centrifugada a 11.000 g por 5 minutos. A fase polar 

(superior) foi retirada (150 µL, transferidas para microtubos de 1,5 ml e seca em um 

concentrador de vácuo sem aquecimento, onde foi armazenada a -80ºC. 
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b) Derivatização das substâncias no extrato: 

As amostras nos microtubos foram colocados por 30 min no concentrador a vácuo e 

após foi adicionado 40 µL de cloridrato de metoxiamina. Os tubos foram agitados por 2 horas 

a 37ºC no Thermomixer e posteriormente, adicionou-se 70µL de MSTFA (n-metil-n-

trimetilsilil trifluoracetamida). Em seguida, os tubos foram agitados por 30 min a 37ºC, no 

Thermomixer. As amostras foram transferidas para “vials” apropriados para CG-EM.  

 

c) Análise química, quantificação e caracterização dos metabólitos: 

Após a derivatização, alíquotas de 1 μL foram injetadas no CG/MS para a análise do 

perfil metabólico. A identificação dos picos e construção da biblioteca foi estabelecida 

considerando o índice de retenção calculado com base nos tempos de retenção dos metabólitos 

detectados nas amostras e nas misturas de ésteres metílicos de ácidos graxos, também por 

comparação com os padrões analíticos injetados nas mesmas condições e por comparação com 

a biblioteca NIST 2008. A biblioteca de aminoácidos, ácidos orgânicos, açúcares e outros 

compostos foram feitas com base em padrões analíticos adquiridos na Sigma-Aldrich 

(realizadas pelo professor Marco André Alves de Souza IQ/UFRRJ em outro projeto) a partir 

de dois parâmetros, o índice de retenção e fragmentos de massa específicos para cada 

metabólito. 

A análise de variância, o erro padrão, os testes de significância (α =0,05) e os gráficos 

a partir dos dados obtidos foram realizados através do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software, USA). 

4.12 Análise da Expressão gênica por qPCR em tempo real 

 

Foi realizada análise da expressão gênica de fêmeas copuladas de C. maculatus expostas 

ao óleo essencial de capim-limão de acordo com o item 3.4 (PFAFFL et al.,, 2002; ALMEIDA-

OLIVEIRA et al., 2017) Os kits reagentes utilizados foram da Sigma-Aldrich , Thermo Fisher 

Scientific e Firepol. A escolha das enzimas para verificação da expressão foi baseada nos dados 

obtidos do perfil metabólico de fêmeas copuladas expostas e não expostas ao óleo essencial de 

capim-limão. 

a) Tratamento das fêmeas 
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As fêmeas de C. maculatus foram expostas ao óleo essencial de capim-limão de acordo 

com o item 3.4.  A exposição das fêmeas copuladas de C. maculatus ao óleo essencial ocorreu 

da seguinte maneira: em tubos Falcon (50 mL) contendo 30 grãos do feijão e 5 fêmeas em 

quintuplicata, foram submetidas ao tratamento com o óleo essencial na concentração de 0,37 

mg/cm³ de C. citratus, durante 12 hrs.  A metodologia modificada de exposição ao óleo 

essencial foi de acordo com ALVES et al. (2015a). 

 

b) Extração do RNA total 

Cinco fêmeas copuladas de C. maculatus expostas e não expostas ao óleo essencial de 

C. citratus foram maceradas com pistilo em 600 µL de trizol (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, MA, USA) (o trizol rompe as membranas) e o RNA foi extraído conforme as 

instruções do fabricante. A amostra foi mantida em temperatura ambiente por 5 minutos e 

centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. em seguida 500 microlitros do sobrenadante 

foi transferido para um outro tubo. Em seguida adicionou-se 200 µL de clorofórmio e agitado 

em vórtex e posteriormente mantido por 2 minutos em temperatura ambiente. Em seguida a 

amostra foi centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. a fase superior aquosa (polar) 200 

µL foi transferida para um outro tubo. Foi adicionado 500 µL de isopropanol, misturado por 

inversão 4 vezes para isolar o RNA, mantido por 10 min em temperatura ambiente e 

centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e ao pellet 

formado foi adicionado 500 µL de etanol absoluto, centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm 

a 4ºC. Após, o etanol foi descartado, adicionou-se de entre 20-30 µL de água RNAse e agitado 

em vórtex para diluir o pellet. 

 

c) Quantificação do RNA total extraído 

A pureza das amostras foi quantificada em Nanodrop spectrophotometer ND-1000 

(Thermo Fischer Scientific), utilizando 1 µL de água nucleasse free para calibrar o aparelho. 

Todas as amostras tiveram taxas de A260/A280 entre 1,8 e 2,0. Após a quantificação do RNA 

extraído a integridade e qualidade do RNA foi analisada com uma eletroforese em gel de 

agarose 1,5% e um micrograma de RNA foi tratado com DNaseI livre de RNase ,  usado para 

sintetizar amostras de cDNA usando o kit de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade. 
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d) Tratamento do RNA total com DNAse  

O protocolo utilizado foi do fabricante (Sigma-Aldrich), aplicou-se 2 µL do mix (1 µL 

de DNAse e 1 µL de tampão de DNAse) por 30 minutos a 37°C em um volume final de 10µL 

nas amostras. Depois disso, a reação foi interrompida com a incubação em 70°C e adição de 50 

mmol de EDTA. 

 

e) Síntese de cDNA fita simples (sscDNA) 

O RNA tratado foi utilizado para sintetizar o cDNA com o High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) em um volume final de 20µL. Para 1 µg 

de RNA. Adicionando-se a amostra 2 µL do tampão transcriptase (RT buffer), 1 µL de 

transcriptase reverse, 0,8 µL de dNTP mix e 2 µL de Randon primer.  Em seguida, foi realizada 

uma diluição de 5 vezes, adicionando 80 µL de água miliq. Utilizamos o termociclador com a 

seguinte programação: Step 1 (25 Cº, 10 min); Step 2 (37 Cº, 120 min); Step 3 (80 Cº, 5 min) e 

Step 4 (4 Cº, ∞). 

 

f) Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR) 

As reações de polimerase em cadeia utilizaram o kit Taq PCR Master Mix (Qiagem) em 

duas condições: um ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de 45 segundos a 96°C, 

30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72ºC por 5 minutos. O primer  ribossomal 

(18S)  foi utilizado para verificar a viabilidade e foi adotado como controle : Sense 

ATTCGTATTGCGACGTTAGAG e Anti-sense CTGGCATCGTTTATGGTTAGA, 

desenhado no programa Transeq. O outro ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de 

45 segundos a 96°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72ºC por 5 minutos. 

Os primers (MSA35) Glicogênio fosforilase, (MSA38) Hexocinase, (MSA40) Lactato 

desidrogenase, (MSA41) Malato desidrogenase, (MSA50) 18S proteína ribossomal sintetizados 

utilizando o software Primer3, foram programados para anelarem a 59° e 61°C. Os produtos de 

PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% e visualizado sobre luz UV. 

 

g) Construção dos primers 

As sequencias de interesse foram obtidas a partir do banco de dados do transciptoma 

dos diferentes estágios de desenvolvimento (larva, pupa e adultos) (Sayadi A., et al 2016) 
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(Dados da referência: Sayadi A, Immonen E, Bayram H, Arnqvist G. The De Novo 

Transcriptome and Its Functional Annotation in the Seed Beetle Callosobruchus maculatus. 

PLoS One. 2016 Jul 21;11(7):e0158565. doi: 10.1371/journal.pone.0158565. PMID: 

27442123; PMCID: PMC4956038.).  As sequências dos contigs foram traduzidas em todos os 

frames usando o programa Transeq (MADEIRA et al., 2019). As proteínas de interesse foram 

identificadas utilizando perfis HMM (Hidden Markov Model) com o programa HMMsearch do 

pacote HMMER v3.1b2 (Eddy, 2011) com o pipeline FAT (cedido pela professor Rafael Dias 

Mesquita,IT, Departamento de Bioquímica - UFRJ)). Os perfis HMM foram obtidos no base de 

dados (FINN et al., 2014; EL-GEBALI et al., 2019). Para a proteína ribossomal 18 S de 

C.maculatus foi utilizado sequência de referência, número de acesso FJ000512. Para as enzimas 

Hexocinase,  glicogênio fosforilase, lactato desidrogenase e malato desidrogenase as 

sequencias de referência de Drosophila melanogastes com seguintes números de acesso no 

NCBI: NP_524848.1, NP_001027219.1, np_001261474.1 e NP_650696.1, respectivamente. 

Todas as proteínas selecionadas foram automaticamente anotadas pelo pipeline FAT, por 

similaridade contra os bancos de dados Uniprot-Swissprot (Bateman et al., 2021) e uniref90 

(Suzek et al., 2015) usando o programa blastp do pacote blast+ v2.2.31 (CAMACHO et al., 

2009). Finalmente o pipeline FAT identificou todos os domínios conservados de cada proteína 

também usando perfis HMM do banco de dados PFAM-A (Mistry et al., 2021) com o programa 

hmmscan do pacote HMMER . Os contigs obtidos para Hexocinase,  glicogênio fosforilase, 

lactato desidrogenase e malato desidrogenase foram GEUF01021993.1,  GEUF01026757, 

GEUD01105108.1, GEUD01162009.1. Todas as sequências foram então manualmente 

conferidas para escolha do contig para uso em biologia molecular. .construção dos primers foi 

necessário a sequência de nucleotídeos de um banco de dados do NCBI a partir do código de 

acesso fornecido em artigos e Pubmed das proteínas de interesse. As proteínas foram escolhidas 

com base nos resultados observados na análise do perfil metabólico de fêmeas de 

Callosobruchus maculatus. 

 

h) Teste de eficiência dos primers sintetizados 

As reações de polimerase em cadeia utilizaram o kit Taq PCR Master Mix (Firepol) em 

duas condições: um ciclo por 2 minutos a 96°C, seguido por 40 ciclos de 45 segundos a 96°C, 

30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C e no final, 72ºC por 5 minutos. Os primers foram 

sintetizados (tabela 7) de acordo com o item anterior (3.11.2.7). Os produtos do PCR foram 
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definidos em tamanhos entre 120 e 200 pares de base e programados para anelarem a 59° e 

61°C. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% e 

visualizado sobre luz UV. 

 

Tabela 7.Sequência e eficiência (%) de primers amplificados dos genes de interesse de   C. 

maculatus 

Código Tamanho Proteína Sentido Sequência Eficiência 

MSA35f 
237 bp Glicogênio fosforilase 

Sense GACAGAAACCTGGCCGAGAA 
96,748% 

MSA35r Anti-sense AATAGCCAGAGACGGATGCG 

MSA38f 
226 bp Hexocinase 

Sense CAGGTACCACCCCCATTTCC 
98,854% 

MSA38r Anti-sense CAGATAACCGCGCAGTGTTG 

MSA40f 
243 bp Lactato desidrogenase 

Sense AATCAATGTAGCCGGCGTGA 
90,965% 

MSA40r Anti-sense TCGATACCGTGAAGTCCCCT 

MSA41f 
221 bp Malato desidrogenase 

Sense GTCAAGGCGTAGAACCGGAA 
89,83% 

MSA41r Anti-sense AAACCGCGCAGTAGCAAAAG 

MSA50f 
240bp 18S 

Sense ATTCGTATTGCGACGTTAGAG 
93,632% 

MSA50r Anti-sense CTGGCATCGTTTATGGTTAGA 

 

i) PCR em tempo real 

A qPCR foi realizada em um sistema StepOnePlus (Thermo Fischer Scientific) com 

Power SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosytems). A reação continha 7,5µL do SYBR, 

0,3µL dos primers forward e reverse e 0,75µL de cDNA avolumado com água para obter um 

volume final de 15µL. As reações foram realizadas em MicroAmp Fast Optical 96-Well 

Reaction Plate with Barcode (Applied Biosytems), com a seguinte programação: 10 minutos a 

95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, e uma curva de 

dissociação. Controle negativo foi executado para determinar se as misturas de reação estavam 

contaminadas com DNA exógeno. O primer de referência utilizado foi a proteína ribossomal 

18S (conforme tabela 7). Com os resultados do qPCR foi realizado o cálculo de eficiências dos 

primers (tabela 7).  

 

 j) Cálculo da expressão relativa dos genes 

A eficiência dos primeres foi determinada pelos valores do ciclo de quantificação (Cq) 

obtidos após qPCR utilizando amostras de cDNA diluídas em série (MEUER et al., 2001) .Para 
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o cálculo da expressão relativa dos genes  e quantificação da expressão baseada no primer de 

referência da proteína ribossomal 18S, foi utilizado o software REST de acordo com PFAFFL 

et al., 2002.  As representações gráficas foram construídas utilizado o Prism 8.0 software 

(GraphPad Software, San Diego, USA). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1  Caracterização Química do Óleo Essencial de Capim-Limão 

O óleo essencial (OE) apresentou cor amarelo ouro, odor forte cítrico, densidade entorno 

de 0,89 g/cm³ e rendimento de 1,2% (m/m). A análise química do óleo essencial (tabela 8) 

revelou um perfil rico em citral (neral +geranial) (77,493%) Também se verificou a presença 

dos monoterpenos mirceno (12,57%), (Z)-isocitral (1,22%) e (E)-isocitral (1,76%). 

 

Tabela 8. Composição química do óleo essencial de capim-limão (Cymbopogon citratus). 

N Nome IRc IRLt A (%) 

1 5,6 dimetil-hepten-2-ona 986 981 0.620 

2 Mirceno 991 988 12.45 

3 (Z) β-Ocimeno 1037 1032 0.38 

4 (E) β-Ocimeno 1047 1044 0.24 

5 6,7 Epoximirceno 1093 1090 0.22 

6 Linalool 1101 1095 0.96 

7 Isocitral 1144 1140 0.49 

8 N.I. 1148 _ 0.26 

9 Citronelal 1153 1148 0.17 

10 (Z)-Isocitral 1164 1160 2.14 

11 Epóxido de rosefurano 1175 1173 0.19 

12 (E)-Isocitral 1183 1177 2.98 

13 Dihidrocarveol 1195 1193 0.30 

14 Citronelol 1223 1223 0.12 

15 N.I. 1234 _ 0.21 

16 Neral 1244 1235 34.63 

17 Geranial 1275 1264 42.80 

18 Undecanona 1294 1293 0.44 

19 Geranil acetato 1385 1379 0.24 

20 Triidecanona 1496 1496 0.160 
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 Total   100 

A composição química foi analisada por CG-EM e organizada na tabela por ordem de eluição na coluna 

cromatográfica. A(%) = concentração [Conc. (%)] foi calculada com base na área total do pico por CG-DIC. IRLC 

e IRLL representam respectivamente os índices de retenção linear calculados e da literatura (tabelado). Não 

identificado (n.i.). 

5.2 Efeito fumigante do óleo essencial contra o caruncho 

Observa-se que o óleo essencial de C. citratus não apresenta alta toxicidade sobre os 

insetos adultos de C. maculatus, apresentando mortalidade de 61% na concentração de 0,92 

mg/cm3. No entanto, foi possível verificar de acordo com a tabela 9 que a concentração mínima 

de 0,37 mg/cm3, foi suficiente em inibir a oviposição e reduzir a emergência dos adultos 

provenientes das sementes de feijão-caupi tratadas. 

 

Tabela 9. Efeito letal1 e subletal2 do óleo essencial de Cymbopogon citratus e citral sobre 

Callosobruchus maculatus em condições de laboratório. 

Concentração 

(mg/cm3) 
Mortalidade (%)1 Oviposição (%)2 Emergência (%)2 

Óleo essencial de capim-limão 

0,00 1,25 ±0.85f 100,00a 100,00a 

0,09 4,28 ±1.37ef 32,87 ±9.57b 48,95 ±16.68b 

0,18 10,00 ±1.62de 4,00 ±1.92c 10,32 ±6.27c 

0,37 18,56 ±3.87cd 2,27 ±1.17c 2,25 ±1.17c 

0,55 30,00 ±3.62bc 0,93 ±0.37c 0,97 ±0.39c 

0,74 38,11 ±2.165b 1,07 ±0.73c 1,05 ±0.72c 

0,92 61,43 ±4.55a 0,93 ±0.51c 0,95 ±0.52c 

F (df) 

P 

= 49.69 (6, 105) 

<0.0001 

= 98.23 (6, 98) 

<0.0001 

= 31.53 (6, 98) 

<0.0001 

Citral (neral + geranial) 

0,00 0,00f 100,00a 100,00a 

0,04 17,14 ±1.25e 61,45 ±9.60b 18,49 ±9.03b 

0,09 30,00 ±1.48d 55,71 ±6.52bc 1,51 ±0.82c 

0,18 31,43 ±0.97d 29,51 ±3.83d 0,86 ±0.86c 
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0,27 40,00c 26,38 ±4.73d 0,00c 

0,45 53,33 ±2.84b 34,09 ±4.22cd 0,00c 

0,89 85,00 ±3.16a 28,95 ±2.79d 1,96 ±1.25c 

F (df) 

P 

= 246,3 (6, 105) 

<0.0001 

= 25,33 (6, 103) 

<0.0001 

= 154,30 (6, 103) 

<0.0001 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna são significativamente diferentes de 

acordo com o teste Tukey (α=0.05). Os dados foram expressos como média aritmética ± o erro 

padrão de dois experimentos independentes. 

 

Ao contrário do óleo essencial de C. citratus, o composto isolado citral apresentou maior 

índice de mortalidade, onde a concentração de 0,89 mg cm3, foi suficiente para provocar a 

mortalidade de 85% da população de insetos (Tabela 9).  

Em comparação com o óleo essencial de C. citratus o composto citral não apresentou 

efeito similar em relação a postura de ovos e isto pode estar relacionado ao fato do óleo essencial 

ser a combinação de compostos voláteis. No entanto, o citral apresentou  similar efeito sobre  a 

emergência de novos adultos, indicando que o citral é o provável bioativo do óleo essencial de 

C. citratus responsável pela toxicidade. 

 

5.3 Análise do perfil metabólico por CG-EM 

Após a análise foram identificadas mais de 50 substâncias em fêmeas copuladas 

expostas e não expostas ao óleo essencial de C. citratus, das quais foram selecionadas 36 de 

interesse ao estudo, entre elas: ácidos orgânicos, aminoácidos, açúcares e álcoois (tabela 10). 

Observou-se redução significativa de ácidos orgânicos, açúcares e álcoois nas fêmeas copuladas 

de C. maculatus submetidas ao óleo essencial de capim-limão (Figura 31 e 32). 

Entre os metabólitos, verificou-se redução significativa de alanina, prolina, glicose, 

trealose, ácido fosfórico e aumento de glicerol nos insetos tratados com óleo essencial. A 

redução dos teores dos açúcares trealose e glicose e de prolina apontam para o esgotamento das 

reservas energéticas nas fêmeas expostas ao OE, enquanto o aumento de glicerol pode estar 

relacionado a degradação de lipídios para atender as necessidades energéticas. 
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O 2-etanol-3,4-diidroxifenil é uma substância que apresenta papel antioxidante e foi 

encontrado em maior concentração nas fêmeas copuladas não submetidas ao óleo essencial de 

C. citratus, por outro lado, a redução de 2-etanol-3,4-diidroxifenil nas fêmeas tratadas com óleo 

essencial pode estar associado ao estresse oxidativo ao qual os insetos sob efeito do óleo 

essencial foram submetidos.  

A concentração de glicerol foi maior nos insetos sob efeito do óleo essencial. O glicerol 

é um produto da degradação de lipídios e provavelmente as reservas energéticas estão sendo 

mobilizadas para manter o inseto vivo, uma vez que foi observado que o óleo essencial de C. 

citratus apresenta baixa toxicidade em C. maculatus. 

 

Tabela 10. Concentrações médias dos metabólitos presentes no extrato bruto de fêmeas de 

Callosobruchus maculatus, submetidos ou não ao tratamento com óleo essencial de 

Cymbopongon citratus  

Metabólitos ----------------- Concentração (µg/g mf) ----------------- 

 Controle ± EP Tratamento ± EP 

1-Monoestearilglicerol 8,0 ± 8,0 0,0 ± 0,0 

1-Monooleoilglicerol 87,4 ± 41,1 12,5 ± 4,2 

ácido esteárico 33,2 ± 5,4 20,1 ± 0,4 

ácido oleico 96,0 ± 19,3 46,3 ± 2,4 

ácido palmítico 18,3 ± 10,9 7,7 ± 4,5 

Total de lipídios 243,0 ± 82,7 86,6 ± 8,2 

2-etanol-3,4-diidroxifenil 1035,0 ± 78,0 711,7 ± 14,8 

ácido 3,4-diidroxi fenilacetico 560,0 ± 58,5 592,2 ± 20,0 

Catequenina 233,4 ± 26,6 155,7 ± 7,2 

Diidroxifenilglicol 75,0 ± 3,3 61,2 ± 1,0 

Total de aromáticos 1903,4 ± 99,8 1520,9 ± 7,3 

ácido 3-fosfoglicérico 210,1 ± 14,0 187,9 ± 23,7 

ácido a-cetoglutarico 176,8 ± 13,5 164,7 ± 16,1 

ácido glicérico 36,4 ± 0,9 30,2 ± 1,2 

ácido glucarico 67,3 ± 4,7 38,7 ± 4,8 

ácido lático 127,9 ± 16,0 76,5 ± 6,9 

ácido málico 69,7 ± 6,1 45,9 ± 5,0 

ácido olxálico 73,6 ± 6,2 79,7 ± 2,3 

ácido propanoico 53,8 ± 1,7 29,2 ± 10,0 

ácido succinico 97,0 ± 5,9 86,3 ± 8,7 

β-lactato 100,9 ± 5,3 86,1 ± 5,1 
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Total de ácidos orgânicos 1013,4 ± 36,2 825,2 ± 18,5 

ácido glutâmico 481,0 ± 41,9 430,9 ± 12,9 

Alanina**** 1474,4 ± 88,2 1069,4 ± 33,8 

Aspartato 35,7 ± 12,2 49,1 ± 4,3 

b-alanina 35,9 ± 15,7 59,4 ± 14,0 

GABA 53,4 ± 3,9 44,7 ± 3,4 

Glicina 291,1 ± 12,8 179,6 ± 2,1 

Isoleucina 112,8 ± 10,5 113,1 ± 4,5 

Lisina 111,9 ± 10,3 85,0 ± 4,6 

Metionina 83,0 ± 11,7 95,9 ± 3,4 

Oxoprolina 182,9 ± 8,8 138,0 ± 5,7 

Prolina*** 1770,6 ± 74,0 1507,1 ± 27,1 

Serina 166,3 ± 23,3 135,6 ± 5,8 

 

Continuação da Tabela  11. 
      

Treonina 114,1 ± 7,4 104,2 ± 3,2 

Valina 195,6 ± 15,9 177,9 ± 5,8 

Total de aminoácidos 5108,6 ± 270,1 4189,9 ± 46,1 

Frutose 28,6 ± 1,5 22,5 ± 0,8 

Galactose 126,4 ± 24,3 106,6 ± 19,5 

Glicose*** 1232,3 ± 48,3 973,8 ± 23,9 

glicose-6-fosfato 0,0 ± 0,0 8,0 ± 4,7 

Sacarose 38,5 ± 6,3 21,3 ± 1,4 

Trealose**** 1193,7 ± 74,2 863,8 ± 22,5 

Total de açúcares 2619,5 ± 140,2 1996,1 ± 36,0 

Glicerol* 0,0 ± 0,0 187,2 ± 37,7 

glicerol-3-fosfato 305,1 ± 13,2 277,4 ± 18,8 

Manitol 380,7 ± 13,7 307,4 ± 15,4 

Mioinositol 63,4 ± 5,0 52,3 ± 3,7 

Xilitol 19,3 ± 6,6 19,7 ± 1,1 

Total de poliálcoois 768,5 ± 18,3 844,0 ± 40,1 

ácido fosfórico**** 1186,3 ± 57,5 759,7 ± 39,1 

NI-3 229,1 ± 25,3 8,0 ± 4,7 

NI-4 71,5 ± 15,6 242,3 ± 13,9 

NI-5 13,4 ± 13,4 77,7 ± 3,5 

Concentração relativa à área dos picos dos cromatogramas (CG-EM) normalizados com referência no padrão 

interno de ribitol. Média de n=4 ± o erro padrão (EP). NI representa picos não identificados. 
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Figura 31. Análise subtrativa das concentrações dos metabólitos (controle – tratamento) encontrados no extrato bruto de fêmeas de Callosobruchus 

maculatus submetidos ou não ao tratamento com óleo essencial de Cymbopongon citratus . Os dados foram submetidos a análise de variância (two-

way ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Sidak (5%). ****, ***, ** e * significativo com valores de p <0,0001; <0,001; < 0,01 e <0,05, 

respectivamente. 
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Figura 32.  Análise subtrativa das concentrações das principais classes de substâncias (controle 

– tratamento) encontrados no extrato bruto de fêmeas de Callosobruchus maculatus submetidos 

ou não ao tratamento com óleo essencial de Cymbopongon citratus . Os dados foram 

submetidos a análise de variância (two-way ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Sidak 

(5%). ****, ***, ** e * significativo com valores de p <0,0001; <0,001; < 0,01 e <0,05, 

respectivamente. 

 

5.4 Análise da expressão gênica 

De acordo com a figura 33, ocorreu a diminuição significativa da expressão relativa dos 

genes da hexoquinase (96,3%), lactato desidrogenase (88,7%) e malato desidrogenase (82,4%), 

enzimas relacionadas ao metabolismo de açúcares em fêmeas copuladas expostas ao OE de 

capim-limão.  
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Figura 33. Níveis de expressão relativa (Cp) dos genes glicogênio fosforilase, hexoquinase, 

lactato desidrogenase e malato desidrogenase de fêmeas copuladas de C. maculatus, expostas 

ao OE de capim-limão. Os níveis de expressão foram normalizados com o gene de referência 

18S. Barra branca (fêmea copulada controle), barra cinza (fêmea copulada exposta ao óleo 

essencial de C. citratus). As diferenças estatísticas foram determinadas através de One-way 

ANOVA (P>0.0001). Em asterisco, amostras significativamente diferentes (P>0.05). 

 

5.5 Proteção de sementes de feijão com OE de capim-limão 

As sementes de feijão-caupi revestidas com o óleo essencial de C. citratus apresentaram 

efeito tóxico sobre C. maculatus proporcionando proteção a semente. Na concentração de 0,1% 

observou-se 79,5% de mortalidade após 7 dias de armazenamento das sementes. Entretanto, 

observou-se da mortalidade para 5,3% aos 180 dias de armazenamento. Este mesmo 

comportamento foi observado nos tratamentos com 0,01% e 0,001% (Figura 34).   
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Figura 34. Valores percentuais de (A) mortalidade, (B) oviposição e (C) emergência de novos 

adultos de Callosobruchus maculatus expostos as sementes de feijão-caupi (variedade guariba), 

previamente tratadas com diferentes concentrações do óleo essencial de Cymbopongon citratus 

(0,1%, 0,001% e 0,0001%) e armazenadas durante 7, 30, 90 e 180 dias, calculados e corrigidos 

com base nos valores absolutos dos respectivos controles. As diferenças estatísticas foram 

determinadas através de One-way ANOVA (P>0.0001).  

 

 

Em consequência ao declínio na mortalidade observou-se aumento progressivo na 

oviposição que passaram de 16%, 8% e 3% aos 7 dias de armazenamento para 65%, 81% e 79% 

aos 180 dias, respectivamente nos tratamentos com 0,1%; 0,01% e 0,001% de óleo essencial. 

Consequentemente, o mesmo comportamento foi observado para o surgimento de novos adultos 

(Figura 34). De modo geral, foi possível observar um efeito protetor até 90 dias de 

armazenamento, considerando a diminuição no surgimento de novos adultos, redução de 89%. 

Muito provavelmente, o efeito protetor está associado a presença de substâncias 

protetoras na superfície do feijão de modo duradouro, como efeito residual. Deste modo, foi 

realizada a lavagem dos grãos e posterior a análise química, que revelou a presença de neral e 

geranial (citral) na superfície dos grãos até 90 dias de armazenamento (Figura 35),  com exceção 

das sementes revestidas com solução contendo 0,001% de óleo essencial, condição que 

apresentou citral na superfície somente até os até 30 dias de armazenamento. 
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Figura 35. Quantificação dos isômeros neral e geranial (citral) presentes na superfície das 

sementes após lavagem com diclorometano. Sementes de Vigna unguiculata (feijão-caupi) 

revestidas com diferentes soluções contendo óleo essencial de Cymbopongon citratus (capim-

limão) (0,1; 0,01; 0,001%) e armazenadas por 30, 90 e 180 dias. 

 

A concentração de neral aos 30 dias de armazenamento foi de 0,024 e 0,008 mg/g 

semente lavada e reduziu para 0,002 e 0,001 mg/g, após 60 dias de armazenamento, 

respectivamente nos tratamentos com 0,1 e 0,01%. Este mesmo comportamento foi observado 

para o isômero geranial, que teve as concentrações reduzidas de 0,021 e 0,013 mg/g de sementes 

para 0,004 e 0,003 mg/g de sementes lavadas, respectivamente nos tratamentos com 0,1 e 0,01% 

(Figura 35). 

 

5.6 Atividade do OE de capim-limão sobre fungos de armazenamento 

O óleo essencial de C. citratus foi eficiente em inibir o crescimento dos halos de todos 

os fungos avaliados (Aspergillus spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp. e Penicillium spp.). 

Para todos os fungos testados o veículo (DMSO) utilizado para emulsificar o óleo essencial não 

inibiu o crescimento dos fungos (Figura 36). A maior concentração de óleo essencial aplicada 

(4µL/mL) foi suficiente para inibir totalmente o crescimento dos fungos equiparando-se com o 

controle negativo Folicur (fungicida comercial). 
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Figura 36. Efeito do óleo essencial (OE) de Cymbopongon citratus (capim-limão) sobre o 

crescimento dos fungos Aspergillus spp. (A), Fusarium spp. (B), Colletotrichum spp. (C) e 

Penicillium spp. (D). Análise estatística elaborada no programa Graph Pad Prism, Anova One-

Way, Tukey  múltiplas comparações, α= 0,05; (A), (B) (C), (D) p<0,0001,   

 

5.7 Atividade do OE de capim-limão sobre a germinação de sementes de feijão 

Foi observado que o óleo essencial não interfere na germinação da semente de feijão-

caupi (variedade Guariba).  Não houve diferença significativa entre os grupos controles e as 

concentrações de óleo essencial (0%, 0,1%; 0,01%) diluídas em solventes orgânicos 

diclorometano (a), álcool 95% (b) e álcool de cereais (c) (Figura 37). Esse resultado demonstra 

que o óleo essencial de C. citratus além de ser promissor no controle da praga do feijão-caupi, 

C. maculatus, não interfere na germinação das sementes. 
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Figura 37. Germinação de sementes de Vigna unguiculata (feijão-caupi), variedade Guariba, 

submetidas ao óleo essencial de Cympobogon citratus (capim-limão) diluídas nos solventes 

orgânicos diclorometano (a), álcool 95% (b) e álcool de cereais (c). Anova One-Way, Tukey 

multiplas comparações, α= 0,05; (a) p=0,041; (b) p= 0,6588; (c) p=0,9647,  

 

5.8 Toxicidade do OE de capim-limão as  células de levedura 

No teste qualitativo para a verificação de toxicidade do óleo essencial de capim-limão 

sobre levedura (Saccharomyces cerevisiae BY4741), observou-se que o óleo essencial não 

apresentou toxicidade no período de 1 a 3 horas de exposição nas concentrações de 2,5 à 0,068 

µL/ml de óleo essencial aplicado (Tabela 11, Figura 38). 

 

Tabela 11. Teste qualitativo de exposição de leveduras ao OE de capim-limão em meio de 

cultura BDA. 

 24 H 3H 1H CM CC 

Concentração 

(µL/ml) 

Poços 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

10 A - - - - - - - - - + - 

5 B - - - - - - - - - + - 

2,5 C - - - + + + + + + + - 

1,25 D - - - + + + + + +   

0,625 E - - - + + + + + +   

0,3125 F - - - + + + + + +   

0,15625 G - - - + + + + + +   

0,068 H - - - + + + + + +   
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Figura 38. Delineamento qualitativo de exposição de Saccharomyces cerevisiae (leveduras) ao 

óleo essencial de Cymbopongon  citratus em meio de cultura BDA. Linhas horizontais A à H 

(concentração de óleo essencial/ meio BDA), linhas verticais 1à 11: tempo de exposição e 

controles (CC = apenas meio de cultura BDA; CM= células+ meio de cultura BDA). A 

resarzurina é um indicador de metabolismo (rosa= presença de metabolismo; roxo= ausência 

de metabolismo). 
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5  DISCUSSÃO 

 

O óleo essencial de capim-limão (C. citratus) apresentou toxicidade de 61,43% na 

concentração de 92 mg/cm3 para C. maculatus, e inibiu seu ciclo reprodutivo (Tabela 9).  Na 

literatura encontra-se resultados semelhantes que apresentam baixa mortalidade de C. 

maculatus sob efeito do óleo essencial de capim-limão (OWOLABI et al. 2009; OLIVEIRA et 

al. 2017) e para outras pragas agrícolas (TAK & ISMAN, 2016). No entanto, apesar do baixo 

percentual de mortalidade, o óleo essencial de C. citratus, mostrou-se eficiente na redução da 

postura de ovos pelas fêmeas de C. maculatus, também observado anteriormente por (KUMAR 

et al., 2017). Por outro lado, há relatos na literatura de elevada mortalidade de  C. maculatus 

sob efeito do óleo essencial de  C. citratus nas concentrações de 0,15 g/L (PARANAGAMA et 

al. 2002),  0,3 g (OJEBODE et al., 2016).   

O citral, mistura dos isômeros neral e geranial, compõe mais de 76% do óleo essencial 

de capim-limão (Tabela 8),  semelhante a outros trabalhos que também avaliaram a composição 

química do óleo essencial de capim-limão (ANTONIA et al. 2016; AJAYI et al. 2016; 

VAZQUEZ-BRIONES et al. 2015). Tanto o óleo essencial de capim-limão quanto o citral puro, 

foram eficazes em inibir o ciclo reprodutivo do inseto por fumigação (Tabela 9). De acordo 

com  relatos da literatura, o citral isolado ou associado a outros monoterpenos apresenta efeito 

no controle de insetos-pragas (DU et al., 2016; LIMA et al., 2016; TAK & ISMAN, 2016). 

As diferenças nos resultados observados na literatura, podem estar relacionados com a 

variabilidade na composição química dos óleos essenciais. Essas diferenças no perfil químico 

dos óleos essenciais podem ser explicadas por fatores ambientais, disponibilidade de nutrientes 

no solo, interações ecológicas, idade da planta, variações genotípicas e metodologias de 

extração que modulam a sua qualidade (MAHMOUD & CROTEAU, 2001; FIGUEIREDO et 

al. 2008). No entanto, até o momento não foi encontrado na literatura resultados semelhantes 

aos nossos, de baixa mortalidade associada à alta inibição da postura de ovos e emergência de 

insetos adultos de C. maculatus. Mesmo que a exposição ao óleo de capim-limão não seja 100% 

letal para o caruncho verificou-se excelente resultado para postura dos ovos e emergência de 

novos adultos. Nossos resultados mostraram que o citral é o princípio ativo no óleo essencial 

que apresenta a propriedade tóxica para o ciclo reprodutivo. 
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Resultados anteriores de Alves et al. (2019) apontaram para redução na atividade da 

acetilcolinesterase e consequente redução nos teores de lipídios em fêmeas de C. maculatus sob 

efeito do óleo essencial de capim-limão, como provável motivo para o aumento da mortalidade, 

diminuição na postura de ovos e surgimento de novos adultos. Os autores sugerem que o fluxo 

de energia necessário para a cópula, oogênese e a própria subsistência do adulto foram afetadas 

pelo estresse provocado pelo óleo essencial com ação na acetilcolinesterase. 

No presente trabalho observamos nos insetos sob efeito do óleo essencial de capim-

limão redução nas concentrações de glicose e trealose, que são fonte imediata de energia 

disponível aos insetos. Também observamos diminuição nos teores de alanina e prolina, que 

são aminoácidos comumente utilizados como fonte de energia pelos insetos e aumento na 

concentração de glicerol, um poliálcool envolvido na síntese e degradação de lipídios (Tabela 

10). 

O aminoácido prolina é fonte de energia proveniente da degradação de aminoácidos, 

com a alanina e glicose a partir de acetil-CoA e α-cetoglutarato no corpo gorduroso, no músculo 

de voo utilizada para a síntese de ATP  (MOLLAEI et al., 2013). Por isso, após a oxidação de 

seus precursores, a prolina passa a ser encontrada em predominância na hemolinfa, sendo 

substrato para o ciclo de Krebs (metabolismo aeróbico) (STEC, 2018b). Resultados 

semelhantes de redução da concentração de prolina, foram observados por TEULIER et al. 

(2016b) em abelhas, os quais concluíram que a prolina é amplamente utilizada como fonte 

energética no metabolismo aeróbio para a síntese de ATP nos músculos de voo.  

Segundo Downer (1981), a oxidação da prolina para síntese de ATP é desenvolvida em 

insetos fitófagos e alterações nos níveis de prolina e trealose em condições de estresse, seria um 

dos mecanismos de sobrevivência em insetos, uma maneira de manter o metabolismo ativo 

(TAMANG et al., 2017), e no perfil metabólico foi observado a redução da concentração de 

prolina em fêmeas copuladas de C. maculatus expostas ao óleo essencial de Cymbopongon 

citratus (capim-limão). Portanto, a exposição ao óleo essencial de C. citratus, provoca a 

alteração do equilíbrio de moléculas importantes para o metabolismo de C. maculatus. Por isso, 

sugere-se que o aumento de glicerol pode estar relacionado ao processo de hidrólise de lipídios, 

ou de mobilização de outros precursores da via glicolítica ou ciclo de Krebs, para a síntese de 

prolina a partir de acetil-CoA e alanina. Relatos da literatura mencionam que para manter a 

homeostase em zangões de Bombus impatiens Cresson (Hymenoptera: Apidae), durante o voo, 

é necessário manter a concentração de trealose, ocorrendo o declínio dos níveis de prolina, 
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indicando preferência no estoque de carboidrato como reserva energética (STEC, 2018b). Por 

isso, supõe-se que a redução de glicose e trealose em fêmeas copuladas expostas ao óleo 

essencial de capim-limão (Figura 31), pode ser a resposta para a observação da redução de ovos 

postos por fêmeas de C. maculatus em trabalho anterior pelos presentes autores (ALVES et al., 

2019). Uma vez que a oxidação da glicose, proporciona a síntese de hormônio juvenil (JH) e 

consequentemente vitelogenina, moléculas disparadoras do processo de maturação de oócitos 

nas fêmeas (MATSUDA et al., 2015a).  Além disso, a concentração de trealose é regulada pelo 

hormônio adipocinético (AKH) que também controla a concentração de JH, vitelogenina (LU 

et al., 2019) e a incorporação de lipídios nos ovários, que também são importantes para o 

desenvolvimento dos oócitos (LILIAN et al., 2001; ATELLA et al., 2012). E no presente 

trabalho, ocorreu o aumento nos níveis de glicerol (Tabela 10) em fêmeas copuladas do 

caruncho expostas ao óleo essencial de capim-limão. Esse resultado, está em conformidade com 

o que foi observado por (ALVES et al., 2019) em trabalho anterior onde houve redução nos 

níveis de ácidos graxos e triacilglicerol em fêmeas copuladas expostas ao óleo essencial de 

capim-limão. 

No entanto, outros autores verificaram que em ninfas de Acanthococcus lagerstroemiae 

(Kuwana) (Hemiptera: Eriococcidae) não houve alteração das concentrações de glicerol 

submetidas a condições ambientais de estresse. Esses insetos estocaram triacilglicerol (TG) 

para sobreviver durante o inverno (WANG et al., 2019). Por isso, pode-se sugerir que 

provavelmente com o declínio das reservas energéticas de carboidratos e aminoácidos, as 

fêmeas de C. maculatus expostas ao óleo essencial de C. citratus, utilizaram os lipídios como 

fonte energética e, por isso, houve aumento dos níveis de glicerol. 

Os resultados encontrados no perfil metabólico de fêmeas copuladas expostas ao óleo 

essencial de capim-limão estão em conformidade com a redução da expressão gênica de 

enzimas envolvidas no metabolismo de açúcares. Observou-se redução da expressão gênica 

relativa da enzima hexoquinase (enzima chave da via glicolítica) (Figura 33) e no perfil 

metabólico, observou-se declínio de glicose (Tabela 10). Isso pode estar relacionado, ao fato de 

que em insetos, os níveis de trealose esgotam-se rapidamente, e por isso é necessária a 

mobilização de glicogênio estocado no corpo gorduroso para a formação de trealose e glicose 

(STEC, 2018a).  

Estes resultados podem indicar que está ocorrendo a mobilização de reservas em fêmeas 

copuladas expostas ao OE, devido ao declínio nos níveis de glicose (Tabela 10), sugerindo que 
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possivelmente a glicose está sendo mobilizada para sobrevivência do inseto, pois de acordo 

com Zhou et al. (2015), a glicose é rapidamente mobilizada quando os níveis de trealose 

declinam. Além disso, de acordo com autores mesmo que o glicogênio seja convertido em 

trealose, os seus níveis podem não permanecer elevados pois a glicose-6-fosfato pode estar 

sendo utilizada para a via glicolítica (CANDY et al., 1997). Autores encontraram resultados 

semelhantes de declínio dos níveis de trealose e glicose em larvas de Pyrearinus 

termitilluminans Costa (Coleoptera: Elateridae) submetidos a estresse hídrico (TORRES, 

2007). 

Parâmetro semelhante de redução significativa de expressão gênica foi observado para   

malato desidrogenase, enzima que converte o malato em oxaloacetato no Ciclo de Krebs. O 

Ciclo de Krebs, via metabólica do metabolismo energético, produz precursores para a síntese 

de ATP em outra etapa da respiração aeróbica, a Cadeia Transportadora de Elétrons e participa 

da biossíntese de aminoácidos como o glutamato, a partir de α-cetoglutarato.  O glutamato é 

precursor de outros aminoácidos como a prolina e de intermediários do Ciclo de Krebs (figura 

7) (CANDY, 1975; TEULIER et al., 2016b). 

A lactato desidrogenase, enzima responsável pela formação de lactato a partir de 

piruvato no metabolismo anaeróbico, também apresentou redução na expressão relativa 

indicando que pode ter ocorrido o declínio de processos fermentativos nas fêmeas do caruncho 

expostas ao óleo essencial de capim-limão. Segundo autores, a enzima é importante para manter 

o equilíbrio redox nas células, por isso verificaram que a sua inibição promove o aumento de 

glicerol-3-fosfato em larvas de Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae), 

apresentando disfunção no metabolismo glicolítico e inibindo o crescimento corpóreo (LI et al., 

2019). 

Diante do exposto, observou-se que o óleo essencial de capim-limão altera a 

concentração de moléculas essenciais para o metabolismo energético de fêmeas de 

Callosobruchus  maculatus, provavelmente impedindo o recrutamento de moléculas essenciais 

como a prolina, alanina, glicose, trealose, ácido fosfórico para o processo de maturação de ovos, 

inibindo a postura de ovos e  o aumento de glicerol indicando o esgotamento das reservas 

energéticas em fêmeas de C. maculatus copuladas expostas ao óleo essencial de capim-limão. 

Buscando formas alternativas de proteção ao feijão-caupi contra Callosobruchus 

maculatus e os fungos da condição de armazenamento de grãos,  o revestimento das sementes 

com óleo essencial de capim-limão mostrou a existência de uma relação positiva entre a 
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concentração da solução de óleo essencial utilizada para proteção das sementes e a mortalidade 

(%), até os noventa dias de armazenamento das sementes tratadas com o óleo essencial de 

capim-limão.  Por outro lado, observou-se a diminuição na mortalidade com o aumento do 

tempo de armazenamento, sendo que aos 180 dias o revestimento não apresentou efeito protetor 

às sementes (Figura 34). Os resultados do presente estudo mostraram que o tempo de proteção 

das sementes com óleo capim-limão foi relativamente superior a outros óleos estudados por 

diferentes autores: Ilboudo et al. (2010) observaram efeito protetor de sementes revestidas de 

feijão-caupi com os óleos essenciais de  Hyptis suaveolens (alfazema-brava)  e Lippia multiflora 

(chá-de-gambia)  de 12 e 14 dias de armazenamento, contra C. maculatus.  Outros relatos na 

literatura também apontam a redução de danos e o efeito protetor dos  óleos essenciais em 

insetos-pragas, como óleo essencial de  C. citratus (KUMAR et al., 2017)  e C. martinii  

(KUMAR et al., 2007) sobre a infestação do C. chinenses em sementes de ervilha e o óleo 

essencial de Ocimum basilicum (manjericão) e C. winterianus contra a infestação de 

Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae, Bruchinae) em sementes de feijão 

preto (Phaseolus vulgaris) (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al. 2019). 

No presente trabalho, a perda do efeito protetor das sementes de feijão-caupi revestidas 

com o óleo essencial de capim-limão, está relacionado a perda do composto volátil citral (neral 

+ geranial) no tempo de armazenamento das sementes de feijão-caupi (Figura 35).  A maior 

concentração residual de neral e geranial ficou um pouco acima de 0,02 mg/g (óleo 

essencial/sementes) tratadas com a solução de 0,1% (que equivale a 0,17 mg/g de semente) aos 

30 dias de armazenamento. Até os 90 dias de armazenamento foi possível observar diferença 

significativa entre o controle e o tratamento com sementes revestidas com solução contendo 

0,1% de óleo essencial. Apesar de ter  observado a diminuição da mortalidade em função do 

tempo, até os 90 dias verificou-se proteção significativa das sementes com redução de 

mortalidade, na postura de ovos e no surgimento de novos adultos. Resultados semelhantes da 

relação armazenamento versus atividade biológica também  foi relatado por outros autores em 

que verificaram o declínio da concentração de citral e perda de seu efeito protetor nematicida 

(SINGH, 2006)  e  inseticida (JOVANOVIĆ et al., 2020) em outras culturas como o trigo 

(DUDAI et al., 2000; MATASYOH et al., 2011).  De acordo com esses autores, a perda de 

citral seria pela sua degradação a dióxido de carbono ou mesmo por sua volatilização. Isso se 

deve ao fato de que os monoterpenos em geral são compostos voláteis, no qual alguns fatores 

influenciam na sua integridade e funcionalidade como: luz, temperatura e disponibilidade de 

oxigênio (GUIMARÃES et al., 2008;  TUREK & STINTZING, 2013), conforme observado 
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pelos autores em outro trabalho,  a perda da concentração do monoterpeno α-terpineno, 

armazenado no período de 21 dias a 38ºC em luz natural (TUREK & STINTZING, 2012), e 

(GUIMARÃES et al., 2008)  relataram que a perda de citral foi de 31,79% no período de 120 

dias em temperatura média de 18ºC. 

Por isso, a indústria alimentícia utiliza algumas estratégias para reduzir as taxas de 

redução de compostos voláteis como o  citral, que é  a utilização combinada de antioxidantes, 

surfactantes e  encapsulação (YANG et al., 2011), aumentando o tempo de efeito protetor do 

óleo essencial como foi verificado por (JOVANOVIĆ et al., 2020), em que  observaram o efeito 

inseticida do óleo essencial de capim-limão encapsulado prolongado por 48 horas.  

 De acordo com os dados apresentados, verificou-se que o óleo essencial de capim-limão 

foi eficiente na proteção e em manter a viabilidade das sementes de feijão caupi. Observou-se 

que as sementes de feijão caupi da variedade guariba revestidas com o óleo essencial de capim-

limão não sofreram inibição da germinação (Figura 37).  Relatos semelhantes encontrados na 

literatura apontam que o óleo essencial de capim-limão não é  prejudicial a germinação de grãos 

(não apresenta efeito alelopático), como o feijão (Phaseolus vulgaris) (DEGAGA, 2015) e 

ervilha (KUMAR et al. 2017). No entanto, resultados contrários foram encontrados em 

sementes de feijão-preto (Phaseolus vulgaris) revestidas com óleo essencial de capim-limão e 

armazenadas em saco kraft por 120 dias (LEITE et al., 2018),em sementes de sorgo tratadas 

com o extrato aquoso de capim-limão (SCHÉMAEZA et al., 2012), óleo essencial de 

Cymbopongon winterianus comercial revestindo sementes de caupi  (XAVIER et al. 2012), e 

em sementes de milho e sorgo tratadas com o óleo essencial de Lippia multiflora  (MOHAMED 

et al., 2020). Entretanto, outros autores observaram que os óleos essenciais de Hyptis 

marrubioides (hortelã do campo), Aloysia gratissima (alfazema-do-Brasil) e Cordia 

verbenacea (erva baleeira) não influenciam a germinação de sementes de soja (SILVA, A. C. 

Da et al., 2012). 

Óleos essenciais extraídos de outras plantas, também podem apresentar resultados 

promissores no revestimento do feijão-caupi. Barreto et al. (2017) verificaram que a qualidade 

fisiológica de sementes de feijão-caupi revestidas com os óleos essenciais de copaíba e 

andiroba, foi mantida não interferindo no vigor e no poder germinativo das sementes, além de 

inibir a incidência de fungos oportunistas decorrentes da condição de armazenamento. Leite et 

al., (2018) também observou o efeito protetor em sementes de Phaseolus vulgaris (feijão-preto) 

armazenadas por 60 dias em garrafa pet, pelos óleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum 
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(canela), Citrus sinensis (laranja doce), Melissa officinalis (erva-cidreira) contra o fungo 

Aspergillus sp. 

De acordo com a literatura e os resultados do presente trabalho, o óleo essencial de 

capim-limão é promissor para proteção de sementes contra a infestação de insetos pragas, sem 

comprometer o vigor das sementes e seu potencial germinativo, além de ser eficaz contra fungos 

oportunistas da condição do armazenamento (Figura 36). Na literatura há relatos em 

conformidade com os apresentados no trabalho, no qual o óleo essencial de capim-limão é 

eficiente no controle de fungos da condição de armazenamento de grãos, dos gêneros 

Aspergillus spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp. e Penicilium spp.  Matasyoh et al. 2011, 

verificaram que o óleo essencial de capim-limão inibiu o crescimento micelial de cinco espécies 

de Aspergillus isolado do milho (A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A. niger e A. famigatus) 

e segundo Helal et al., 2007 o efeito do  óleo essencial de capim-limão inibindo  o crescimento 

micelial e consequentemente reduzindo o diâmetro hifal de Aspergillus é devido ao rompimento 

da membrana plasmática e desorganização de mitocôndrias do fungo.   

Outros autores analisaram a toxicidade do óleo essencial de capim-limão no 

desenvolvimento micelial de sete espécies de Fusarium spp e concluíram que as espécies F. 

moniliforme e F. roseum apresentam maior sensibilidade ao óleo essencial (GawaI, 2015) e os  

óleos essenciais de gerânio, rosa, limão e hortelã também mostraram-se eficazes no controle de 

Fusarium, em sementes de feijão preto  revestidas (EL-MOUGY et al., 2007). De acordo com 

Sharma et al., 2017  o mecanismo de ação do  óleo essencial nos fungos é provocar a plasmólise 

(rompimento das células), pois ocasiona o aumento da rugosidade e alteração da morfologia de 

hifas e esporos de Fusarium spp.   

Foi verificado no presente trabalho a inibição do crescimento micelial de Penicillium 

spp. (figura 36D),  e autores  relataram que  a inibição dos fungos Penicillium verruscosum e 

Penicillium expansum é devido a presença de monoterpenos oxigenados como o citral no óleo 

essencial de C. citratus (APARECIDA et al., 2008). Outros resultados promissores também 

foram observados na proteção de sementes contra o fungo Penicillium spp. Como as sementes 

de  feijão preto, tratadas com o óleo essencial de C. citratus. (Gomes et al., 2016) e os  óleos 

essenciais de  louro, cravo e canela que  apresentaram eficiência na proteção de trigo (ALDRED 

et al., 2008). 

 No entanto, resultados diversos ao presente trabalho referentes ao fungo Colletotrichum 

spp. (Figura 36 C) foram relatados na literatura, onde o óleo essencial de C. citratus apresentou 
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baixa inibição do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides (Rabari et al.,2018) e de alta 

inibição em exposição ao composto majoritário isolado, o citral (HONG et al., 2015).  

 Os resultados encontrados no presente trabalho, corroboram com as perspectivas 

futuras encontradas na literatura. De acordo com autores (EKPENYONG & AKPAN 2017), o 

óleo essencial de capim-limão é promissor na conservação de grãos contra fungos 

fitopatogênicos oportunistas da condição de armazenamento e insetos-pragas, pois a sua ação é 

devido a interação com a membrana plasmática dos fungos fitopatogênicos, desestabilizando-a 

e ocasionando no extravasamento de eletrólitos do citoplasma, inibindo a produção de 

micotoxinas, o crescimento micelial e a germinação de esporos levando à morte celular (HONG 

et al., 2015). 

Foi possível verificar que o óleo essencial de capim-limão demonstrou ser eficaz no 

controle de C. maculatus, de fungos oportunistas de armazenamento, além de não apresentar 

prejuízos na germinação de sementes de feijão-caupi, porém para a sua aplicação é necessário 

que não ocorra danos aos aplicadores ou no consumo de grãos. Por isso, foi realizado o teste 

qualitativo de toxicidade sobre a levedura (Saccharomyces cerevisiae BY4741).  Leveduras são 

modelos eucariotos unicelulares similares às células humanas (CAZZANELLI et al., 2018), e 

por isso são muito utilizados para possíveis índices de toxicidades aos humanos (YU & 

NIELSEN, 2020) e observou-se que o óleo essencial não apresenta toxicidade no período de 1 

à 3 horas de exposição nas concentrações de 2,5 à 0,068 µL/ml de óleo essencial de C. citratus 

aplicado (Tabela 11).  

Resultados semelhantes foram encontrados por IRKIN & KORUKLUOGLU, 2009 em 

que observaram uma concentração mínima inibitória de S. cerevisiae de 5 µL/ml de óleo 

essencial de capim-limão.  No entanto, autores observaram que as concentrações de 1 e 3,0 

µL/ml do óleo essencial de C. citratus inibiram o crescimento de S. cerevisiae ocasionando 

alterações estruturais como o rompimento da membrana plasmática e redução da espessura da 

parede celular (HELAL et al., 2006).  Outros óleos essenciais também podem apresentar 

resultados similares, SIMIONATTO et al., 2005 observaram que o óleo essencial de alfazema 

(Aloysia sellowii) revelou variação de 2 à 4 mg. mL na concentração mínima inibitória. 

No entanto, verificou-se que o óleo essencial de C. citratus apresentou toxicidade a S. 

cerevisiae com 24 horas de exposição em todas as concentrações aplicadas (Tabela 11), e o 

mesmo foi observado por (SACCHETTI et al., 2005). Entretanto, resultado contrário foi 

verificado por outros autores (ŠUMIGA et al., 2019), em que não houve morte celular de S. 
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cerevisiae durante 24 horas de exposição ao óleo essencial de capim-limão. Provavelmente, a 

desconformidade em resultados encontrados na literatura e no presente trabalho, se deve a 

diferença na composição do óleo essencial de capim-limão. De acordo com autores, outros 

fatores como o solvente utilizado para emulsificação do óleo essencial, meio de cultura e 

condições de incubação podem influenciar na concentração mínima inibitória de óleos 

essenciais sobre microrganismos (VAN DE VEL et al., 2019). 

         Portanto, o óleo essencial de capim-limão, na concentração de 0,1%, é promissor como 

protetor de sementes de feijão-caupi contra C. maculatus em condições de armazenamento por 

até 90 dias, por inibir o ciclo reprodutivo desse inseto, não afetar a germinação das sementes, 

inibir crescimento de fungos oportunistas e com baixos índices de causar toxicidade a modelo 

celular eucarioto.  Por isso, o óleo essencial de capim-limão possui potencial biotecnológico na 

proteção de sementes de feijão-caupi (Vigna unguiculata). 
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6 CONCLUSÕES 

 

Foi possível verificar (i) o efeito letal (tóxico) e efeito subletal sobre aspectos biológicos  

de Callosobruchus  maculatus administrado via tratamento de sementes de feijão-caupi com o 

óleo essencial de Cymbopongon citratus (capim-limão) armazenadas em diferentes 

concentrações no laboratório por um período de até 90 dias,  sem que seja afetado o poder 

germinativo das sementes,  o efeito fumigante do óleo essencial de capim-limão e citral sobre 

o ciclo de vida do inseto (ii) o efeito residual do óleo essencial de capim-limão nas sementes 

tratadas e sua relação do efeito protetor do óleo essencial de capim-limão contra o inseto, a 

toxicidade contra fungos da condição de armazenamento de grãos, a viabilidade de células 

eucariotas sobre o efeito do óleo essencial de capim-limão. (iii) a análise do perfil metabólico 

e expressão gênica de proteínas de importância para o metabolismo de fêmeas copuladas 

expostas ao óleo essencial, mostrou que há inibição da expressão relativa de enzimas atuantes 

no metabolismo glicídico, redução de metabólitos como aminoácidos, glicídios e aumento na 

concentração de glicerol indicando desequilíbrio energético em fêmeas copuladas de C. 

macullatus expostas ao óleo essencial de C. citratus. 
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