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                                                 RESUMO 

 

LUNA, Francielle Daiane de F. Lopes. Avaliação do potencial pulicida do óleo essencial de 

Curcuma zedoaria. 2023. Dissertação (Mestrado em Química). Instituto de Química, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023. 

 

Curcuma zedoaria, popularmente conhecida como zedoaria, é uma planta da família Zingibe-

raceae, cuja origem é indiana. Atualmente, é cultivada no Brasil e em países do sul e sudoeste 

da Ásia. Neste estudo, foi avaliado o potencial bioinseticida do óleo essencial (OE) extraído 

dos rizomas da espécie C. zedoaria (Zingiberaceae). O OE foi obtido por hidrodestilação (3h) 

e identificado por CG/EM. O rendimento foi de 0,15% e os 3 principais constituintes quími-

cos encontrados foram o 1,8-cineol (24,11%), a cânfora (12,13%) e a curzerenona (9,68%). 

Nos bioensaios realizados para estágios do ciclo reprodutivo da pulga C. felis felis, pelo mé-

todo de impregnação com papel filtro, com concentrações finais para o OE de C. zedoaria 

variando de 10 a 1000 μg.cm
-2

. Os resultados demonstraram que as pulgas adultas apresenta-

ram mortalidade de 100% a partir da concentração de 800 μg.cm
-2  

em 24 h e 48 h, diferindo-

se dos estágios de pupa com 94,23% de mortalidade na concentração de  396 μg.cm
-2 

, larva 

com 100% de mortalidade na concentração de 117,5 μg.cm
-2   

em 24 h e 48 h  e ovos com 

98% de mortalidade na concentração de 396 μg.cm
-2

. Quanto à ação inibitória do OE de C. 

zedoaria frente à enzima acetilcolinesterase, verificada através do método modificado de Ell-

man, pode-se verificar que a atividade observada, utilizando-se o OE, quando comparado ao 

controle, comprovou baixa inibição, uma vez que o óleo inibiu cerca de 20% da atividade 

enzimática, mesmo em sua maior concentração. Nos ensaios de toxicidade utilizando-se como 

modelo de pesquisa a levedura S. cerevisiae, pode-se observar que o OE de C.zedoaria apre-

sentou alta toxidez, já que no ensaio realizado houve dano mitocôndrial, portanto, prejudican-

do o desenvolvimento celular. A pesquisa necessita de maiores estudos, já que apesar de apre-

sentar potencial bioinseticida nos diferentes estágios de desenvolvimento da pulga C. felis 

felis, o OE mostrou-se tóxico nos ensaios realizados com a levedura S. cerevisiae. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Óleo essencial; C. zedoaria; ectoparasitas.  

 

 

 

 

 

                                                         



  

                                                            ABSTRACT 

 

LUNA, Francielle Daiane de F. Lopes. Evaluation of the pollicidal potential of the 

essential oil of Curcuma zedoaria. 2023. Dissertation (Master's in Chemistry). Institute of 

Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023. 

 

Curcuma zedoaria, commonly known as zedoary, is a plant belonging to the Zingiberaceae 

family, native to India. It is currently cultivated in Brazil and in countries in South and 

Southwest Asia. In this study, the bioinsecticidal potential of the essential oil (EO) extracted 

from the rhizomes of C. zedoaria (Zingiberaceae) was evaluated. The EO was obtained by 

hydrodistillation (3h) and identified by GC/MS. The yield was 0.15%, and the three main 

chemical constituents found were 1,8-cineole (24.11%), camphor (12.13%), and curzerenone 

(9.68%). In the bioassays conducted for the reproductive stages of the flea C. felis felis , using 

the filter paper impregnation method, with final concentrations of C. zedoaria EO ranging 

from 10 to 1000 μg.cm
-2

. The results showed that adult fleas exhibited 100% mortality 

starting from the concentration of 800 μg.cm
-2

 at 24 h and 48 h, differing from the pupal 

stages with 94.23% mortality at the concentration of 396 μg.cm
-2

, larvae with 100% mortality 

at the concentration of 117.5 μg.cm
-2

 at 24 h and 48 h, and eggs with 98% mortality at the 

concentration of 396 μg.cm
-2

. Regarding the inhibitory action of C. zedoaria EO on the 

acetylcholinesterase enzyme, as verified through the modified Ellman method, it was 

observed that the activity observed, using the EO, when compared to the control, 

demonstrated low inhibition, as the oil inhibited approximately 20% of the enzymatic activity, 

even at its highest concentration. In toxicity assays using the yeast S. cerevisiae as a research 

model, it was observed that C. zedoaria EO exhibited high toxicity, as the assay resulted in 

mitochondrial damage, thus impairing cellular development. Further studies are required, as 

despite showing bioinsecticidal potential against different developmental stages of the flea C. 

felis felis, the EO proved to be toxic in the assays conducted with the yeast S. cerevisiae. 

 

 

 

 

 

Keywords: Essential oil; C. zedoaria; ectoparasites. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

            As plantas medicinais sempre estiveram presentes na história da humanidade, sendo 

utilizadas das mais variadas formas. Com o avanço tecnológico houve uma necessidade de 

compreender e explicar o mecanismo de ação dessas plantas no organismo humano, o que 

resultou em vários estudos e experimentos para comprovação científica do uso das substân-

cias oriundas dessas plantas.  

De acordo com Nicoletti (2002), o uso de ervas medicinais sempre foi valorizado na 

cultura popular, sendo constante fonte de investigações científicas, porque, na maioria das 

vezes, há confirmação do efeito terapêutico a elas atribuído, através dos resultados obtidos 

nos estudos desenvolvidos, com o emprego de drogas de origem vegetal.  

            Dentre essas plantas podemos destacar a Curcuma zedoaria pertencente à família Zin-

giberaceae, com rizomas que apresentam grande quantidade de óleos essencias. Originária  da 

Índia e, popularmente, conhecida como zedoária (ALMEIDA, 2012), atualmente, é cultivada 

no Brasil e em países do sul e sudoeste da Ásia. Consumida como tempero, agente aromati-

zante, tônico, no tratamento para desordens menstruais, vômitos, dor de dente e como aroma-

tizante em perfume (SRIVASTIVA et al., 2013). Os rizomas desta planta também são popu-

larmente conhecidos por serem utilizados no tratamento da estomatite, como estimulante, an-

tiflatulento, diurético, antidiarreico, antiemético, antipirético, purgativo e para limpar e curar 

úlceras, feridas e outros tipos de doenças da pele (MATSUDA et al., 2001).                                     

           Morikawa et al., ( 2002) cita a utilização da C. zedoaria no tratamento de diferentes 

distúrbios, incluindo câncer cervical, hepatite, inflamações , processos dolorosos, entre outros. 

Alguns componentes do óleo essencial extraídos do gênero Curcuma são: farnesol, β-

elemeno, curzerenona, 1,8-cineol, cânfora, curcumenol e curcumenona (YANG et al., 2011). 

           Além das inúmeras atividades biológicas associadas ao óleo essencial (OE) obtido do 

rizoma de C. zedoaria, estudos mostram que o OE possui uma boa ação inseticida contra 

ectoparasitas (SINGH et al., 2002).  

           Considerando o Brasil como o país com a segunda maior população de cães e gatos em 

todo o mundo, além de ocupar a terceira posição em número total de animais de estimação, o 

país abriga um total impressionante de 139,3 milhões de pets (ABINPET, 2023).  
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             Nesse contexto, estando os mesmos em condições de infestação por ectoparasitas 

podem transmitir doenças ao ser humano. Infestações por C. felis felis (pulgas) são comuns e 

podem provocar desconfortos e reações alérgicas em humanos, bem como a transmissão de 

zoonoses. Dessa forma faz-se necessário um crescente esforço em diminuir essa transmissão, 

através do controle e eliminação destes ectoparasitas (BEVILACQUA, et al., 2015).  

         Embora os produtos químicos sejam os mais utilizados e sendo assim essenciais para o 

controle dos ectoparasitas, estes podem apresentar-se prejudiciais ao meio ambiente, aos 

animais em geral e ao ser humano. Além disso, os ectoparasitas estão se tornando resistentes a 

determinados inseticidas e esse fator, muitas vezes, está diretamente ligado ao uso 

indiscriminado dos produtos ou ao seu alto grau residual, podendo prejudicar o meio ambiente, 

água, ar e solo (SOUZA, 2013; CASTRO, et al., 2021). 

          Com isso, percebe-se uma crescente preocupação e interesse em utilizar produtos 

alternativos com menor impacto ao meio ambiente, às pessoas e a fauna (ZANANI, et al., 

2022).  

          Nessa perspectiva, o uso de OE vem mostrando-se como uma alternativa promissora de 

bioinseticida, considerado ecologicamente correto devido à alta biodegradabilidade, fácil 

obtenção e segurança ambiental em comparação aos agentes químicos (BAPTISTA et al., 

2021).  

          Dessa forma, o objetivo do trabalho foi caracterizar quimicamente o OE de C. zedoaria, 

avaliar o potencial inseticida contra o ectoparasita C. felis felis, estabelecer a dose tóxica em 

modelos eucariotos de Saccharomyces cerevisiae e investigar a ação anticolinesterásica do OE, 

visando propor um mecanismo de ação envolvido. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

2.1  Família Zingiberaceae 

         A ordem Zingiberales é constituída por cerca de 2.000 espécies de plantas herbáceas e 

rizomatosas, distribuídas em oito famílias. Zingiberaceae é a família mais representativa 

dentro da ordem, apresentando 57 gêneros e mais de 1.947 espécies (JUDD et al., 2009; 

SOUZA & LORENZI, 2012). Apresenta ampla distribuição em áreas tropicais e semitropicais 

de todo o mundo, sendo que o maior centro de dispersão se encontra na Ásia Tropical 

(PAMPLONA, 2006). Representada por plantas herbáceas perenes, aromáticas, geralmente 

com rizomas dos quais nascem caules aéreos, que transportam folhas com larga bainha na 

base e que envolve o caule (VIMALA; NORHANOM; YADAV, 1999; SCHIMIDT, 2000). 

         O valor econômico, cultural e histórico das plantas dessa família é resultante da sua 

utilização na medicina tradicional chinesa e no período das grandes navegações com a difusão 

das especiarias (ex: gengibre, cúrcuma). O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), uma 

especiaria nativa das ilhas do Pacífico, é utilizado há mais de dois mil anos como condimento 

na Ásia. Além disso, suas propriedades medicinais têm sido valorizadas em tradições 

terapêuticas como a medicina Chinesa e Ayurvédica (LIU, et al., 2019) . O açafrão (Curcuma 

longa L.) é valorizado na culinária e na medicina popular. Na medicina popular, suas 

propriedades medicinais têm sido amplamente reconhecidas e utilizadas para diversos fins de 

saúde (MARCHI, et al., 2016).  

        Pesquisas com os OEs das espécies dessa família demonstram similaridade em sua 

composição química, como por exemplo, 1,8-cineol, cânfora, α-pineno, canfeno e zingibereno 

(JARIKASEM, et al., 2005; ANGEL, 2014) (Figura 1).  

  

                   

1,8-cineol        Cânfora            α-pineno               canfeno                     zingibereno 

 

Figura 1: Estruturas químicas dos componentes dos óleos essenciais identificados em 

espécies da família Zingiberacea. 
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2.2  Gênero Curcuma 

           O gênero Curcuma pertence à família Zingiberaceae e possui mais de 160 espécies. 

Sendo um gênero endêmico das regiões do Sudeste Asiático, onde são cultivadas suas 

espécies e utilizada terapeuticamente pela população (KANASE & KHAN, 2018). 

           O gênero Curcuma é amplamente distribuído na Ásia Tropical da Índia, Sul da China, 

Sudeste da Ásia, Papua Nova Guiné, Norte da Austrália e Tailândia, que parecem ser as áreas 

mais ricas neste gênero (FARIA JÚNIOR, 2019). 

     As plantas, deste gênero, são grandes herbáceas aromáticas, possuindo folhas grandes 

oblongo-lanceoladas  e oblíquo-nervadas, o limbo se reúne na base formando um pseudocaule. 

Possuem flores dispostas em espiga contendo brácteas côncavas e tubérculos 

taxonomicamente denominados rizomas. O rizoma principal ou central é arredondado, com 

ramificações laterais compridas e tuberizadas (CECÍLIO FILHO et al., 2004; MANS, et al., 

2019). 

           O fato dos rizomas deste gênero serem utilizados de forma popular (infusões, temperos, 

extratos) e tradicionalmente em diversas patologias despertou o interesse para sua 

investigação, sendo que alguns autores relacionam parte da sua atividade à presença de óleos 

essenciais em sua composição (MATA et al., 2004; ALMEIDA, 2012; XIANG, et al., 2018). 

Com a comprovação da eficiência da utilização do rizoma do gênero Curcuma no tratamento 

de várias doenças e distúrbios fisiológicos, inúmeros trabalhos têm sido desenvolvidos, no 

sentido de identificar os constituintes químicos, bem como, relacioná-los à sua ação 

terapêutica (PAMPLONA, 2006).  

           Tal cenário justifica a escolha da espécie C. zedoaria como possível fonte de OE e a 

avaliação de suas propriedades biológicas, considerando a sua importância e suas diversas 

aplicabilidades, nos campos da saúde, controle de insetos e outros microorganismos. 

 2.3  Curcuma zedoaria 

            Curcuma zedoaria (Figura 2) conhecida, popularmente como zedoária, falso açafrão 

ou “gajitsu”. Sendo utilizada desde a Idade Média como condimento, aromatizante e para fins 

terapêuticos (SCHULZ et al., 2002; LI et al., 2011). Apesar de ser uma espécie nativa do 

Ceilão, Indonésia, China e Índia, onde são cultivadas e usadas terapeuticamente, no Brasil 

esta planta adaptou-se as condições naturais e climáticas dos Estados de São Paulo e Paraná. 

(NAVARRO, 2004; PAMPLONA, 2006). 
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                                       Figura 2: Curcuma zedoaria e seus rizomas  

                                 Fonte: Anand & Bhuktar (2019). 
 

       O rizoma principal de C. zedoaria apresenta forma piriforme ou arredondado, carnudo, 

com ramificações secundárias laterais compridas. A planta é acaule e de seu rizoma partem de 

4 até 5 folhas longamente pecioladas, internas lanceoladas, lisas, de cor-verde pálida, marca-

das por sulcos oblíquos na face inferior, de 25 a 50 cm de comprimento e de 12 a 16 cm de 

largura, formando na parte inferior, pela justaposição, uma espécie de estirpe. As flores são 

brancas-amareladas e acham-se em uma longa espiga central verde envolvida pela bainha das 

folhas. Dos rizomas laterais podem nascer outras tantas plantas independentes que podem 

viver isolada da planta originária. (KATO & FISHER, 1996).  

           Srivastava et al. (2011) relataram que os compostos ativos isolados do extrato etanólico 

dos rizomas de C. zedoaria, como curcumina (Figura 3), podem ser efetivamente usados  

como antioxidantes e antiinflamatórios.  

 

                                                                                                 
  Curcumina 

 

 

 

Figura 3: Estrutura química da curcumina  

Fonte: Monton et al.,(2016). 

 

             Já em relação ao OE extraídos dos rizomas foram observadas variações nos consti-

tuintes químicos, que podem ser atribuídas aos fatores ambientais que alteram a composição 

da substância, como temperatura, precipitação, umidade, localização do vegetal, entre outros. 
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Porém, de modo geral, foram encontrados sesquiterpenos no rizoma de C. zedoaria, no qual 

furanodieno, curdiona e curzerenona (Figura 4) foram os mais citados. Além dos sesquiterpe-

nos, também foram identificados dos OE monoterpenos como: 1,8-cineol, limoneno e a cânfo-

ra (Figura 4). (MAU et al., 2003; LOBO et al., 2008;  DOSOKY et al., 2019; JENA et al., 

2020). 

                                                                    

      Furanodieno                                       curdiona                                          curzerenona                    

                                                                                    

     1,8-cineol                                            limoneno                                         cânfora 

Figura 4: Estruturas químicas dos principais compostos sesquiterpenos e monoterpenos 

encontrados nos óleos essenciais de Curcuma zedoaria 

                                           

 2.4  Óleos essenciais 

            Os OEs são conhecidos e utilizados desde o início da história da humanidade com 

diversas funções, como oferecer sabor a comidas e bebidas; disfarçar odores desagradáveis, 

entre outras; demonstrando assim uma antiga tradição sociocultural e socioeconômica na 

utilização destes produtos (MACHADO & JUNIOR, 2011). Atualmente os OEs são 

conhecidos por suas aplicações etnomédicas, culinárias e cosmecêuticas (SHAKERI et al., 

2014). Atribui-se aos OEs também efeitos farmacológicos como antivirais, inseticidas, 

antimicóticos, antiparasitários, antileishmania, antiinflamatórios, antioxidantes, citotóxicos e 

biocidas contra uma ampla gama de organismos, como bactérias, fungos, vírus e protozoários 

(SIVASOTHY et al., 2012). 

              Os OEs são considerados produtos aromáticos resultantes do metabolismo especial 

das plantas, produzidos e armazenados nos órgãos secretores desses vegetais. Essas estruturas 
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secretoras podem ser externas, tricomas secretores e osmóforos, ou internas, canais e bolsas, 

podendo ser encontradas em várias partes destas plantas, nomeadamente, folhas, frutos, flores, 

gomos, sementes, ramos, cascas, raízes e caules, podendo a sua composição variar consoante 

a sua localização (CHRISTAKI et al., 2012; CUNHA et al., 2012). Os chamados OEs também 

são denominados popularmente de compostos aromáticos ou ainda de óleos voláteis. Seus 

componentes predominantes são metabólitos secundários da classe dos terpenos 

(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides, que conferem as características 

organolépticas a esses compostos e que obrigatoriamente são extraídas mediante técnicas 

específicas que não altere sua composição química (BRESSANIN, et al., 2017). 

Frequentemente há variações na quantidade e composição dos OEs, tanto em nível genético e 

fisiológico, como também devido a fatores externos, como condições de cultivo, colheita, 

condições pós-colheita, fatores ambientais, entre outros (DE ALMEIDA, et al., 2020).  

 2.4.1 Composição dos óleos essenciais  

            Quimicamente a constituição dos óleos essenciais varia desde hidrocarbonetos 

terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres, óxidos, 

peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas e compostos com enxofre. No OE, tais 

compostos estão presentes em diferentes concentrações, normalmente variando de acordo com 

as características de cada planta (SIMÕES & SPITZER, 2003).  

             A formação dos compostos dos óleos essenciais se dá a partir da derivação química de 

terpenoides, originados a partir do ácido mevalônico, ou de fenilpropanoides, provindos do 

ácido chiquímico (SIMÕES et al., 2017). 

        Em geral, os terpenoides são os constituintes predominantes nos óleos essenciais, mas 

alguns óleos são também compostos de outros grupos químicos, tais como fenilpropanoides. 

Na realidade, devido a presença de uma grande variedade de compostos, pertencentes a 

diferentes classes químicas, quase todos os óleos essenciais são extremamente complexos em 

sua composição (GIRARD, 2005).  

         Podemos afirmar que uma grande diversidade de substâncias vegetais é constituída de 

terpenoides, os quais englobam todas as substâncias de origem biossintética derivadas de 

unidades do isopreno (SIMÕES & SPITZER, 2003).  

         Os terpenos são biossintetizados a partir de metabólitos primários por no mínimo duas 

rotas diferentes (Figura 5): a rota do ácido mevalônico, onde três moléculas de acetil-CoA 

são ligadas, a partir de uma série de etapas da rota, para formar esse ácido e posteriormente, o 
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IPP (isopentenil-pirofosfato) o qual originará terpenos maiores; e a rota do metileritritol 

fosfato (MEP), onde o gliceraldeído 3- fosfato e piruvato levam à formação do isopentenil-

pirofosfato (IPP) (TAIZ & ZEIGER, 2017). 

                
        

      Figura 5: Esquema da relação dos metabolitos primários com a biossíntese dos 

metabólitos secundários  Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2017). 
 

 

Nos óleos voláteis os compostos terpênicos encontrados com maior frequência são os 

monoterpenos (C10) (cerca de 90% dos óleos voláteis) e os sesquiterpenos (C15). Já os diter-

penos (C20) são encontrados apenas em OEs extraídos com solventes orgânicos devido à alta 

temperatura de volatilização desses compostos (SIMÕES, 2017). 

 

2.4.2  Métodos de extração de Óleos Essenciais 

 

          Como relatado acima os OEs são constituídos de uma mistura complexa de substâncias, 

muitas delas facilmente termodegradáveis. Dessa forma, aspectos como qualidade e 

composição dos óleos essenciais são muito influenciados pela metodologia de extração 

utilizada (SIMÕES et al., 2007).  

  Existem vários métodos de extração e esses variam de acordo com a localização do 

óleo na planta e com a proposta de utilização do mesmo. Dentre os métodos utilizados para 
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extração dos óleos essenciais podemos citar: extração com solventes orgânicos; prensagem a 

frio; extração com CO2 supercrítico e arraste direto por vapor d’água (NEVES, 2011). 

                            A destilação por vapor d’água é sem dúvida o método mais utilizado para a extração de 

óleos essenciais de plantas. Pode ser utilizado para extração de óleos de diversos vegetais, tais 

como: folhas, raízes, ramos, gramíneas, sementes e um pequeno grupo de flores 

(AZAMBUJA, 2018).  

                            Na sua forma mais simples destilação é definida como "evaporação e subsequente 

condensação de um líquido." Isto ocorre, devido aos movimentos moleculares induzidos 

termicamente dentro do líquido, resultando na ejeção de algumas das moléculas para a 

superfície do mesmo. O fluxo de vapor age como o transportador dessas moléculas. A 

liberação do óleo essencial presente em uma planta é devido à ruptura da parede celular, 

causado pelo aumento da pressão induzida pelo calor (BASER & BUCHBAUER, 2010).  

                           Existem três tipos de extração via destilação por vapor d’água, cuja distinção é feita 

pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a água (líquida ou vapor). A 

primeira é chamada de hidrodestilação, nessa a amostra fica imersa na água contida em um 

recipiente; a segunda ocorre pela ação do vapor da água colocada em ebulição e separada da 

amostra por uma tela; e a terceira por injeção direta de vapor no material acondicionado em 

cesto metálico (WILLIANS, 1996). Dentre esses métodos o mais simples e mais 

economicamente viável é a hidrodestilação, no qual o material vegetal absorve a água, durante 

o processo de ebulição, e o óleo contido nas células difunde-se através da parede celular por 

meio de osmose. Posteriormente, esse é vaporizado e levado pela corrente de vapor. (BASER 

& BUCHBAUER, 2010).  

 

2.4.3  Análise de Óleos Essenciais 

 

      A cromatografia a gás é uma técnica analítica usada para separar e analisar compostos 

voláteis e semivoláteis em uma mistura, ocupando um lugar de destaque, devido a sua 

versatilidade para efetuar a separação e quantificação de espécies químicas. Sua constituição 

se dá de uma fase móvel e outra estacionária. A fase móvel é utilizada para transportar a 

amostra sobre a fase estacionária, de modo que devido às diferentes propriedades dos 

componentes da mistura elas são separadas (MONTAGNER, et al., 2021). 

                  Na fase móvel a amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gás adequado 

ou gás de arraste – específico para cada detector. Este fluxo de gás com a amostra vaporizada 
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passa por um tubo contendo a fase estacionária FE (coluna cromatográfica), onde ocorre a 

separação da mistura (Figura 6). A FE pode ser um sólido adsorvente (Cromatografia Gás-

Sólido) ou, mais comumente, um filme de um líquido pouco volátil, suportado sobre um 

sólido inerte (Cromatografia Gás-Líquido com Coluna Empacotada ou Recheada) ou sobre a 

própria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de Alta Resolução) (SKOOG, et al., 2014; 

MONTAGNER, et al., 2021). 

 

                   

                 Figura 6: Representação esquemática de um sistema de cromatografia a gás 

                                                   Fonte: Montagner (2021). 

         

                      A utilização da cromatografia abrange muitas áreas do conhecimento, e suas 

funcionalidades são incontáveis. Os trabalhos envolvendo essas técnicas vêm aumentando 

com o passar do tempo, o que torna difícil acompanhar sua evolução nas diferentes áreas 

(CROMA, 2016). 

                    Comparando com os demais tipos de cromatografia, a CG possui excelente poder de 

separação ou resolução de constituintes de uma mistura, possibilitando a análise de dezenas 

de substâncias presentes na amostra, além disso, apresenta-se como um método simples, 

sensível e efetivo para separar os componentes das misturas, por essas razões é considerada 

uma das ferramentas mais importantes em química (LINDE, 2006). 

                    Além disso, é amplamente usada para análises quantitativas e qualitativas de espécies 

químicas e para determinar constantes termoquímicas tais como calores de solução e 

vaporização, pressão de vapor e coeficientes de atividade.  A cromatografia a gás é também 

usada para monitorar os processos industriais de forma automática: analisam-se as correntes 
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de gás periodicamente e realizam-se reações de forma manual ou automática para compensar 

variações não desejadas (LINDE, 2006). 

                  Por ser uma técnica muito sensível de acordo com a quantidade de amostra utilizada na 

cromatografia gasosa, existe a possibilidade de utilizá-la como técnica preparativa, apenas na 

faixa de microgramas (10
−6

) a miligramas (10
−3

). Essa característica pode ser considerada um 

fator crítico e limita a utilização de outras técnicas (COLLINS et al., 2006; SKOOG, et al., 

2014).  

2.4.4  Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas  

       A caracterização química dos constituintes dos óleos essenciais é realizada 

frequentemente através da cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(CG/EM), a fim de identificar substâncias distintas dentro de uma amostra teste, já que estes 

resultam de uma mistura de vários componentes orgânicos voláteis complexos. 

       A associação entre a cromatografia gasosa e a espectrometria de massas (Figura 7) é 

relativamente simples, uma vez que as características de funcionamento do cromatógrafo a 

gás são suficientemente compatíveis com a necessidade de alto vácuo do espectrômetro de 

massas (ARDREY, 2003).  

 

                   

        Figura 7: Cromatógrafo a gás e espectrômetro de massas do tipo quadrupolo 

                                                 Fonte: Redígolo (2020). 
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 Enquanto a cromatografia gasosa separa os componentes de uma mistura a espectroscopia 

de massa irá atuar na caracterização/identificação dos compostos, cujo princípio está 

fundamentado em medir a propriedade denominada relação massa e carga (m/z) de uma 

substância, a qual se fragmenta em outros íons moleculares característicos oriundos do 

composto precursor de interesse. Estes fragmentos iônicos também são separados em função 

de m/z. Como cada composto apresenta uma fragmentação própria, caracterizada pelos 

fragmentos formados e a abundância dos mesmos, isto acaba funcionado como uma 

impressão digital do composto analisado. Combinando essas duas técnicas é possível ter tanto 

uma análise qualitativa como quantitativa e avaliar uma solução contendo uma série de 

compostos químicos (MOLDOVEANU & DAVID, 2017). 

           Existem diversas aplicações para o uso da CG/EM, que vai desde análises ambientais, 

detecção de drogas, investigações e identificações de amostras desconhecidas, entre outros.  

      

2.5  Ctenocephalides felis felis 

 

             Atualmente, os animais domésticos ocupam tantas e tão variadas funções na 

sociedade humana, sendo incalculáveis os benefícios dessa convivência para a melhoria das 

condições fisiológicas, sociais e emocionais principalmente de crianças e idosos (BARREIRA 

et al., 2023). Entretanto, por se apresentarem como uma importante fonte de infecção por 

ectoparasitas, bactérias, fungos e vírus (OLIVEIRA, et al., 2021), a manifestação de todos os 

benefícios dessa convivência pode ser prejudicada se a saúde desses animais não for objeto de 

prioridade. Segundo Associação Brasileira da Indústria de Produtos para Animais de 

Estimação (ABINPET, 2023), o Brasil tem a segunda maior população de cães e gatos de todo 

o mundo e é o terceiro maior país em população total de animais de estimação. Considerando 

os ectoparasitas, como um dos responsáveis pela transmissão de agentes patogênicos para 

seus hospedeiros e à população humana, faz-se necessário um crescente esforço em diminuir 

essa transmissão, através do controle e eliminação destes ectoparasitas (BEVILACQUA, et al., 

2015). 

            As pulgas são insetos ápteros, holometabólicos, de coloração castanha, de corpo 

comprimido lateralmente e que medem de 1 a 8 milímetros. Com quase 3000 espécies 

descritas, a subespécie vulgarmente conhecida como pulga do gato, Ctenocephalides felis felis, 

(Figura 8) é a de maior prevalência em cães e gatos e amplamente distribuída em todo o 

mundo (CARLOTTI & JACOBS, 2000; RUST, 2005). 
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                          Figura 8: Representação da pulga Ctenocephalides felis felis 

                                                 Fonte: ROCHE (2022). 
 

           Uma das suas principais características é a presença de peças bucais perfurantes, o que 

permite a perfuração da pele do hospedeiro para a alimentação. São conhecidas pela 

habilidade de realizar grandes saltos, que são resultado tanto da adaptação de seu último par 

de pernas como também da presença de resilina, que é uma proteína elástica que auxilia no 

salto (SUTTON & BURROWS, 2011). 

         Dentre as doenças causadas em animais domésticos pelas pulgas C. felis felis, 

popularmente conhecida como “pulga do gato”, estão a  dermatite alérgica, devido às picadas 

de pulga (DAPP) (RUST, 2005), além de transmitirem agentes causadores de doenças como 

bactérias, filarídeos e cestóides (BLAGBURN & DRYDEN, 2009).  

         Adicionalmente, a ocorrência de populações não controladas de pulgas em cães e gatos 

pode ainda provocar prurido intenso, levando a automutilação e anemia (CARLOTTI & 

JACOBS, 2000). Em alguns indivíduos, a exposição às picadas de pulgas, eventualmente, 

leva a uma condição mais séria de dermatite alérgica, também conhecida como 

hipersensibilidade à picada de pulga (DAPP). Uma vez que tenha ocorrido a sensibilização, o 

recrudescimento das lesões pode ser desencadeado apenas por um pequeno número de picadas, 

embora a sensibilidade varie entre os indivíduos (CARLOTTI & JACOBS, 2000). 

         Quanto ao ciclo evolutivo, de maneira geral possui duração aproximada de 30 dias, 

(LINARDI & GUIMARÃES, 2000) podendo estender-se até 174 dias (DRYDEN, 1994), 

dependendo das condições de temperatura e umidade. Em seu ciclo biológico estão presentes 

quatro estágios: ovo, larva, pupa e adultos (Figura 9). Quando no hospedeiro uma pulga 

adulta se alimenta 5 minutos e de 24 a 36 h após a primeira alimentação iniciam a postura, 
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essas são capazes de ovipor de 40-50 ovos por dia (CADIERGUES et al., 2001; DRYDEN, 

1989). 

                         
                                    Figura 9: Ciclo biológico da pulga  

 

                                                    Fonte: CDC (2017). 

 

           O ciclo biológico desses parasitos tem início a partir da presença de machos e fêmeas 

na pelagem do hospedeiro, a deposição dos ovos pode ocorrer no ambiente ou no próprio 

animal. Após os dez dias de maturação do ovo as larvas eclodem. (BOWMAN, 2010; 

MARCONDES, 2011), e se alimentam de resíduos orgânicos (LINARDI & GUIMARÃES, 

2000).  

          Futuramente em condições ambientais favoráveis, momento a partir do qual, as larvas 

irão evoluir para mais dois estágios em um período médio de 15 dias, então ocorre transição 

para pupa, posteriormente para o estágio adulto em até 28 dias, podendo assim parasitar o 

hospedeiro (BOWMAN, 2010; MARCONDES, 2011).  

 2.5.1 Medidas de controle de ectoparasitas  

           As pulgas são ectoparasitas responsáveis pela transmissão de doenças, podendo causar 

grande impacto na população. Existem muitas maneiras de realizar prevenção e controle 

desses ectoparasitas, como, por exemplo, inseticidas pelo uso de shampoos, coleiras, “sprays”, 

“spot-nos” (líquidos de aplicação imediata sobre as pulgas), sabonetes, talcos, comprimidos, 

entre outros (RUST, 2005).  

           Os programas de controle possuem como fundamento a combinação de métodos 

mecânico/culturais (manejo das condições ambientais) e de métodos químicos (uso adequado 

de produtos seletivos) (FLORENCIO, 2013). 
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 2.5.2 Controle mecânico  

                A primeira etapa para o controle mecânico de pulgas, segundo Linardi e Guimarães 

(2000) nos animais domésticos, como cães e gatos de pelo curto, é a higiene aliado à catação 

manual e à retirada mecânica das pulgas frequentemente. O controle mecânico deste parasito 

envolve muitos aspectos, inclusive o sociocultural. Este método visa principalmente alterar 

e/ou remover as condições que propiciam o desenvolvimento de populações de pulgas num 

ambiente interno e externo, onde os ovos, larvas e pupas residem – e dos animais, que 

abrigam a fase adulta do parasita (RUST, 2005). 

           Dentre as medidas a serem tomadas para o controle do ambiente externo, incluem-se o 

uso de aspirador de pó, a lavagem do piso e da cama do animal, o manejo adequado da 

vegetação e solo, e a restrição do contato do cão com outros animais, externos ao domicílio 

(MELO, 2006). 

   2.5.3 Controle químico  

            Até o início da Segunda Guerra Mundial, a seleção de inseticidas era muito limitada, 

porém com o advento da guerra que se conheceu as propriedades dos organoclorados, dos 

quais o DDT é o mais conhecido (SANTOS, 2002). No entanto, devido à persistência e bio-

magnificação destes pesticidas na cadeia alimentar, seu uso entrou em declínio e logo eles 

foram substituídos pelos inibidores da acetilcolinesterase (SHARMA, 2006). E assim, poste-

riormente, inúmeras novas formulações, com diferentes mecanismos de ação foram sintetiza-

das (Tabela 1). 

Atualmente existem variados tipos de formulações e métodos de aplicação de insetici-

das como: sabonetes, xampus, pós molháveis, concentrados emulsionáves, talcos, “spray”, 

colares impregnados, “spot-on”, “strip-on”, “pour-on”, que são empregados no controle dos 

principais ectoparasitos de cães e gatos (SCOTT et al., 2002). 
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Tabela 1: Classes farmacológicas de parasiticidas com seus respectivos mecanismos de ação 

        Fonte: Adaptação de knolhoff & Onstad (2007). 

 

            Boa parte dos produtos químicos utilizados para controle de ectoparasitas de 

importância veterinária atua como neurotoxinas, seletivamente no sistema nervoso de 

artrópodes (COOP, 2002). Entretanto, o uso indiscriminado e de maneira incorreta desses 

produtos pode levar ao desenvolvimento de resistência dos ectoparasitas ao tratamento, 

levando preocupações quanto à segurança humana e ambiental. Como no caso dos carbamatos, 

organofosforados e organoclorados, por exemplo, que são produtos utilizados há mais tempo e 

que hoje sabe-se da resistência dos insetos contra eles (HALOS et al., 2014, COOP, 2002).  

            O uso descontrolado dessas novas medicações, além de provocar episódios de 

resistências, podem também gerar casos de tolerância, em que se percebe uma menor 

suscetibilidade dos insetos ao tratamento, que pode ser resultado da variabilidade genética 

dentro de uma população de pulgas por meio da seleção natural (BENELLI & PAVELA, 2018; 

COLES & DRYDEN, 2014; HALOS et al., 2014). 

 2.5.4 Classes químicas inibidoras da acetilcolinesterase  

              Acetilcolinesterase (AChE) (EC 3.1.1.7) é a enzima responsável por catalisar a 

hidrólise do neurotransmissor acetilcolina levando a liberação de acetato e colina. A 

CLASSE EXEMPLO MECANISMO DE AÇÃO 

Organoclorados-1 DDT “Vazamento” dos canais de sódio de neurônios 

Organoclorados-2 Dieldrin Bloqueio dos canais de cloreto GABA-érgicos 

Organofosforados Coumafós Inibição da acetilcolinesterase  

Carbamatos Carbaryl Inibição da acetilcolinesterase 

Piretróides Permetrim “Vazamento” dos canais de sódio de neurônios  

Formamidinas  

 

Amitraz Ligação a receptores de octopamina 

Spinosinas Spinosad Agonista do receptor nicotínico colinérgico 

Neonicotinoides Imidacloprid Agonista do receptor nicotínico colinérgico 

Avermectinas Ivermectina Ativação de canais de cloreto 

Fenilpirazóis Fipronil Bloqueio dos canais de cloreto GABA-érgicos 

Isoxazolinas Afoxolaner Bloqueio dos canais de cloreto GABA-érgicos 
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acetilcolina é um dos mais importantes neurotransmissores nos insetos, e a inibição da AchE 

leva a um colapso sináptico generalizado que paralisa o inseto até  a morte.  

              Sendo assim, a AChE é um alvo importante para o desenvolvimento de novos 

inseticidas. A AChE é uma serino hidrolase que apresenta variadas formas moleculares que 

podem ser divididas  em formas assimétricas e formas globulares (MASSOULIÉ & BON, 

1982). Nos insetos são encontradas apenas as formas globulares: monómeros, dímeros ou 

tetrâmeros. Estas são secretadas como formas solúveis ou ancoradas à membrana por um 

domínio hidrofóbico (KIM et al., 2010).  

            Classes químicas como os organofosforados e os carbamatos, atuam inibindo a ação 

da enzima acetilcolinesterase. Os carbamatos competem com a acetilcolina pelos sítios de 

ligação da acetilcolinesterase, causando uma constante estimulação nervosa, levando a morte 

do inseto por paralisia, porém o processo é reversível, já os organofosforados provocam uma 

inibição irreversível da acetilcolinesterase, embora tenham o mecanismo de ação similar aos 

dos carbamatos (MASON et al., 1984). 

             É importante frisar que as duas classes de compostos são as principais classes de 

pesticidas utilizadas em todo o mundo. Segundo Assis e colaboradores (2010) as duas classes 

juntas compartilham cerca de 50 % do mercado mundial de inseticidas / acaricidas. O amplo 

emprego desses compostos na agricultura no controle de insetos como os mosquitos vetores 

da dengue e da malária, deve-se à sua eficácia como inseticidas, assim também, como ao fato 

de que estes compostos possuem decomposição relativamente rápida após a sua aplicação, 

não se acumulando permanentemente na natureza, se comparado a outros inseticidas.  Embora 

ofereçam menor risco para o meio ambiente, os inseticidas OF e CARB são altamente tóxicos 

para animais e humanos (SHADNIA, et al., 2005; LOPEZ, et al., 2013; YE, et al., 2013), já 

que a AChE de vertebrados são similares, em termos de estrutura e função, a dos inseto. 

 2.6 A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo 

           Leveduras são microrganismos pertencentes, em grande parte, ao grupo dos 

ascomicetos. São fungos unicelulares, eucariontes, heterotróficos, imóveis e com parede 

celular bem definida e possui como característica importante uma grande heterogeneidade 

quanto ao tamanho celular, forma, cor e divisão celular, apresentando grandes diferenças 

mesmo em indivíduos da mesma linhagem. Essas mudanças são resultantes da sensibilidade 

destes fungos a mudanças nas condições ambientais (FERNANDES, 2009). A levedura S. 

cerevisiae (Figura 10) pertence à classe Saccharomycetes, à ordem Saccharomycetales, à 
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família Saccharomycetaceae e á subfamília Saccharomycetoidea, que abrange 26 gêneros. 

(KREGER-VAN, 1987; FERNANDES, 2009).  

                     

                               

                                  Figura 10: Leveduras de Saccharomyces cerevisiae  

                                                   Fonte: Murtey e Ramasamy (2016). 

 

           A levedura S. cerevisiae é um microrganismo eucariótico unicelular de formato 

globular alongado, podendo haver a formação de pseudo-hifas que são resultantes do 

brotamento multilateral. A S. cerevisiae contêm todas as principais organelas que também são 

comuns às células animais, como o núcleo, retículo endoplasmático, as mitocôndrias, aparelho 

de Golgi, vacúolo, citoesqueleto e se diferencia por apresentar parede celular constituída 

principalmente por glucano e mananoproteinas (MONTES, et al., 2016). 

       Apesar de ser mais complexo que bactérias, seu genoma é de fácil manipulação e esse 

microrganismo apresenta inúmeras vantagens técnicas que possibilitaram um rápido progresso 

na genética molecular. Algumas de suas vantagens são: o rápido crescimento, células 

dispersas, a facilidade de plaqueamento de réplicas e isolamento de mutantes, um sistema 

genético bem definido e um sistema de transformação altamente versátil (GIETZ & WOODA, 

2002).  

      Por apresentar várias vantagens à levedura S. cerevisiae vem sendo usada há muito tempo 

como um modelo robusto para compreensão de diferentes processos celulares. Com a 

sequência completa do seu genoma, sua similaridade genética e bioquímica com os mamíferos 

mostrou-se de grande valia como referência para sequenciamento de genes humanos e de 

outros eucariotos superiores, passando a ser um modelo útil para melhor compreensão de 
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diferentes funções biológicas, em especial na biologia do câncer, estudos de genética 

toxicológica e doenças humanas (GOFFEAU, et al., 1996).  

      Além disso, linhagens de S. cerevisiae são usadas de forma frequente nas indústrias 

química, alimentícia, farmacêutica e na tecnologia ambiental, com fins de biorremediação, 

tratamento de resíduos e recuperação do solo (PENNACCHIA, et al., 2008; SCHNEIDER, et 

al., 2009; DEVER, et al., 2016).   

2.7 Importâncias do uso de óleos essenciais como alternativa aos inseticidas 

          Embora os produtos químicos sejam essenciais para o controle dos ectoparasitas, eles 

podem apresentar-se prejudiciais ao meio ambiente e aos animais em geral, além dos riscos já 

citados, os ectoparasitas estão se tornando resistentes a determinados inseticidas e esse fator, 

muitas vezes, está diretamente ligado ao uso indiscriminado dos produtos ou ao seu alto grau 

residual, podendo prejudicar o meio ambiente, água, ar e solo (SOUZA, 2013; CASTRO, et 

al.,2021). 

        Com isso vêm crescendo a preocupação e interesse de utilizar produtos alternativos com 

menor impacto ao meio ambiente, as pessoas e a fauna, amenizando os riscos (ZANANI, et al., 

2022). Assim, o uso de OE apresenta-se como uma alternativa por ser considerado 

ecologicamente correto devido a alta biodegradabilidade, fácil obtenção e segurança 

ambiental em comparação aos agentes sintéticos (FERNANDES & FAVERO, 2014). 

          Nesse contexto, o crescente interesse mundial por produtos derivados da biodiversidade 

(FUNARI & FERRO, 2005), cria oportunidades para o Brasil devido a sua ampla riqueza 

vegetal  que concedeu ao país o ranking com a maior diversidade genética vegetal do mundo 

com 45.976 espécies diferentes catalogadas (REFLORA, 2020). Entre os principais ativos dos 

vegetais a serem isolados dos biomas brasileiro tendo em vista à aplicação econômica no 

controle de insetos-praga, destacam-se os OEs, que estão presentes nas chamadas plantas 

aromáticas (SOUZA, 2015). 

           Os OEs possuem naturalmente substâncias com um amplo espectro de atividade contra 

insetos, que variam de acordo com os seus constituintes químicos em ação inseticida, inibição 

da oviposição, regulação do crescimento, repelentes, entre outros (ISMAN, 2000). Muitos 

compostos químicos dos OEs interferem na atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), 

responsável pelas conexões neurais e neuromusculares dos artrópodes (SILVA, et al., 2017). 

Essa inibição da ação da AChE resulta no acúmulo de acetilcolina na sinapse, causando 

hiperexcitabilidade dos nervos motores e consequentemente convulsão e paralisia nos insetos 
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(COLOVIC, et al., 2013; LIONETTO, et al., 2013; RAJASHEKAR, et al., 2014). Outros 

meios de ação dos OEs também abrangem alteração no sistema nervoso octopaminérgico dos 

insetos, ligando-se a seus receptores e aumentando o estado de excitação dos insetos, algo que 

não ocorre com mamíferos ou outros animais, sendo mais seguro para humanos e animais 

(JANKOWSKA et al., 2017). 
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3  OBJETIVOS 

3.1 Geral 

          Caracterizar quimicamente o óleo essencial de Curcuma zedoaria e avaliar o potencial 

inseticida contra o ectoparasita Ctenocephalides felis felis, visando identificação de possível 

mecanismo de ação. 

3.2 Específicos 

           Caracterizar quimicamente o óleo essencial por Cromatografia Gasosa acoplado ao 

detector de  ionização de chamas e Espectrômetro de Massas (CG-DIC e CG-EM); 

            Determinar a ação pulicida do óleo essencial nas fases do ciclo reprodutivo das pulgas 

(ovo, larva, pupa e adulto); 

            Avaliar a ação anticolinesterásica do óleo essencial visando propor um mecanismo de 

ação envolvido; 

Determinar a dose tóxica do óleo essencial em modelos de Saccharomyces cerevisiae 

avaliando o impacto do óleo essencial na sobrevivência das células e na funcionalidade mito-

condrial. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material vegetal 

           Os rizomas frescos de C. zedoaria foram coletados no Sítio Estrela do Oriente (GPS 

15º55’06.70 S; 57º26’18.70 W) localizado no bairro de Comunidade Santana/MT e enviados 

pelo pesquisador Dr. Jonas de Miranda (Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

de Mato Grosso-Campus Cáceres). Uma exsicata foi preparada e a espécie foi depositada no 

Herbário do Instituo de Botânica (RBR-UFRRJ, Brasil), sob o número de registro RBR57757. 

4.2 Extração do óleo essencial de Curcuma zedoaria  

           O óleo essencial (OE) dos rizomas da C. zedoaria, foi obtido por hidrodestilação em 

aparelho Clevenger por 3 h contínuas. Para tal, foram pesados 90 g do rizoma fresco cortado 

em pequenos pedaços. A amostra foi inserida em um balão de 2000 mL, seguido da adição de 

1800 mL de água destilada; realizou-se a coleta do destilado por diferença de densidade e o 

OE foi seco com Na2SO4 anidro. Por fim, os óleos puros foram armazenados em frascos de 

vidro âmbar a -20 °C, para posterior análise em CG/DIC e CG/EM.  

4.3 Análise da composição do óleo essencial de Curcuma zedoaria por CG/DIC e CG/EM 

           A análise da composição química foi realizada em um Cromatógrafo a gás 5890 Séries 

II (Agilent, USA), equipado com um detector de ionização de chama e injetor no modo “split” 

(1:20); as substâncias foram separadas em uma coluna capilar de sílica fundida similar a DB-5 

(30 m x 0,25 mm x 0,25 μm). O gás hélio (He) foi utilizado como gás carreador com fluxo de 

1 mL min
-1

. A programação da temperatura do forno utilizada foi de 60 ºC por 2 min com 

incremento de 5 °C min
-1 

até 110 °C, seguido por incremento de 3 °C min
-1

 até 150°C e, 

finalmente, seguido por incremento de 15 °C min
-1

 até 290 °C, mantidos por 15 min. As 

temperaturas do injetor e do detector foram de 220 e 290 °C, respectivamente. Um 

Cromatógrafo Gasoso acoplado ao espectrômetro de massas QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN) 

foi utilizado para separar e analisar as substâncias presentes no óleo essencial da planta 

aromática. O fluxo de hélio, a coluna capilar e a programação de temperatura para a análise 

por CG-EM foram às mesmas descritas para a análise por CG-DIC. As temperaturas do injetor 

e de interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente. Os espectros de massas foram obtidos 

com detector quadrupolo operando a 70 eV, com intervalo de massa entre 40 e 400 m/z e a 

razão de 0,5 scans
-1

. 
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           Os componentes foram identificados com base nos cálculos dos índices aritméticos 

IAx, correlacionando o tempo de retenção dos compostos com o tempo de retenção de uma 

série homóloga de n-alcanos (C7-C30). Sendo os resultados calculados e os modelos de 

fragmentação dos espectros de massas, comparados com dados da literatura (ADAMS, 2017) 

e no banco de dados do equipamento (Biblioteca NIST 2008). 

4.4  Atividade anticolinesterásica do óleo essencial  

A atividade anticolinesterásica e velocidade de reação catalítica foram determinadas 

pelo método modificado de Ellman (ELLMAN et al., 1961). Para determinação da inibição da 

enzima AChE, utilizou-se o ensaio quantitativo em microplaca (RHEE et al., 2001; 

TREVISAN et al., 2003), fazendo uso do leitor de microplaca de 96 poços DR-200B-NM, já a 

velocidade de reação foi calculada utilizando-se o programa de computador Microplate 

Manager (Bio-Rad). 

Para o ensaio utilizou-se acetilcolina como substrato, a qual é hidrolisada pelas 

enzimas à tiocolina que reage com o reagente de Ellman (DTNB) produzindo 2-

nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato. 

             A ordem em que cada reagente foi pipetado e adicionado aos poços da microplaca foi: 

solução tampão TRIS/HCl, pH 8, DMSO à 3%, óleo essencial (12 μL) diluído em DMSO 3%,  

enzima acetilcolinesterase (AChE) e o DTNB (0,012 g) solubilizado em 10 mL de solução 

tampão TRIS/HCl pH 8. Por último, foi pipetada a acetilcolina(ACh) (0,0868 g) solubilizada 

em  2 mL de água destilada (Tabela 2), dando início a reação. Após, 10 min foi realizada a 

leitura da placa no aparelho em comprimento de onda de 412 nm, obtendo-se os valores de 

absorvâncias em cada poço (Tabela 3 e Figura 11). 

   

                              Tabela 2: Ensaio de AChE (esquema de pipetagem μL) 

          Reagentes  BC C1(DMSO 3%)   C2 C3 C4 

  Tampão TRIS/HCl 40 30 30 30 30 

           DMSO 3%     - 10 - - - 

                OE     - - 10 10 10 

             AChE 10 10 10 10 10 

             DTNB 125 125 125 125 125 

               ACh 25 25 25 25 25 

                                                                 BC: branco; C: controles.     

                                                               Fonte: elaboração do autor  
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                             Tabela 3 : Esquema de poços do ensaio de AChE 

                                    

 

 

                                                       Fonte: elaboração do autor  

 

          
            Figura 11: Placa de ensaio da AchE 

          Fonte: própria 

  

4.5 Atividade in vitro do óleo essencial contra C. felis felis em todas as fases do ciclo de 

desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulta 

 

4.5.1 Teste de mortalidade 

 

         Os experimentos seguiram os padrões estabelecidos pelo Comitê de Ética para Uso A-

nimal do Instituto de Veterinária (CEUA/IV nº 4313110419). As pulgas (adultas), foram obti-

das de uma colônia de C. felis felis mantida desde 1998 no Laboratório de Quimioterapia Ex-

perimental em Parasitologia Veterinária (LQEPV) da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (UFRRJ).  

4.5.2 Mortalidade no ciclo evolutivo da pulga (Teste de Screening) 

           Para estabelecer a concentração em que o OE de C. Zedoária é capaz de provocar a 

morte das pulgas em seus diferentes estágios de ciclo de vida, primeiramente faz-se necessária 

a realização do Screening (triagem das concentrações), para que seja possível determinar as 

faixas de concentração em que OE foi eficaz, possibilitando assim a realização do teste defini-

tivo e a determinação das concentrações letais (CL50 e CL90). Dessa forma o Screening do 

ensaio foi realizado em seis repetições de 10 soluções com concentrações variando de 1,56 

μg. cm
-2 

a 800 μg.cm
-2

.
   

          1 2   3 4 5 

   A  BC C1 C2 C3 C4 

   B  BC C1 C2 C3 C4 

   C   BC C1 C2 C3 C4 
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4.5.3 Mortalidade no ciclo evolutivo da pulga (Teste definitivo) 

             As análises foram realizadas pelo método de impregnação com papel filtro      

(LAMBERT et al., 2020). Para a realização dos bioensaios foram feitas diluições seriadas 

(1:2) a partir da amostra do OE de C. zedoaria, obtendo-se assim, 10 soluções com concentra-

ções variando de 500 μg.mL
-1

 a 50000 μg.mL
-1

. As diluições foram feitas utilizando-se aceto-

na como diluente, já que esta possui a capacidade de solubilizar o OE. Após preparadas, ho-

mogeneizou-se as diluições em ultrassom Ultronique por aproximadamente 20 minutos. 

Para o controle positivo foi utilizado o Fipronil a 400 µg.cm
-2

; preparado a partir de 

uma solução de Fipronil 1mg.mL
-1

, diluído em acetonitrila. A realização do controle positivo 

foi feita para garantir a viabilidade da colônia. A impregnação das diluições foi realizada em 

duas replicatas, com tiras de papel filtro (10 cm²) para pulgas adultas, e discos de papel filtro 

(23,76 cm²) para imaturos (ovos, larvas e pupas). As tiras foram impregnadas com 200 μL e 

os discos com 470 μL de suas respectivas diluições, de modo que as concentrações finais para 

o OE de C. zedoaria ficaram na faixa de 10 a 1000 μg.cm
-2

, a secagem de ambas procedeu-se
 

em temperatura ambiente no intervalo de tempo de 1 h. 

4.5.4  Avaliação da atividade adulticida in vitro do óleo essencial contra Ctenocephalides 

felis felis  

Após impregnação e secagem, as tiras foram colocadas em tubos de ensaio contendo 

10 adultos não alimentados de C. felis felis, que foram vedados com tecido não tecido (TNT) 

e elástico. Os tubos de ensaios foram acomodados em câmaras climatizadas a 28±1 ºC com 

umidade reativa de 75±10 %, avaliando-se a motilidade das pulgas 24 e 48 h após as mesmas 

serem colocadas em contato com as fitas impregnadas. Contabilizaram-se as pulgas vivas 

com auxílio de um microscópio estereoscópico. 

 4.5.5  Avaliação da atividade ovicida, larvicida e pupicida in vitro do óleo essencial con-

tra Ctenocephalides felis felis 

           Após impregnação e secagem, os discos secos (com aproximadamente 55 mm de diâ-

metro), foram inseridos em placas de petri (60 mm x 15 mm), juntamente com 10 larvas ali-

mentadas, no terceiro instar de desenvolvimento, As placas de petri, ja fechadas, foram aloca-

das em câmaras climatizadas a 28±1 ºC com umidade reativa de 75±10 %. Avaliando-se a 

motilidade das larvas 24 e 48 h após as mesmas serem colocadas em contato com os discos 

impregnados. 
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          Para avaliação de ovos e pupas, foram realizados os mesmos procedimentos diferenci-

ando apenas o intervalo de tempo. Nos ovos avaliaram-se a eclodibilidade após 72 h, ou seja, 

ovos que eclodiram dando origem às larvas eram contabilizados como vivos, já em pupas 

quantificaram-se os adultos emergidos do pupário após incubação por 15 dias, com auxílio de 

um microscópio estereoscópico. 

4.6 Avaliação da toxicidade do OE de Curcuma zedoaria em modelo eucarioto de Sac-

charomyces cerevisiae in vitro 

4.6.1 Meios de cultura 

        Para a realização do experimento a cepa utilizada foi Saccharomyces cerevisiae (BY4741) 

que foi adquiridas da companhia Euroscarf, localizada em Frankfurt, na Alemanha. 

       Neste trabalho foram utilizadas duas formulações de meios de cultivo: meio Yeast 

Peptone Dextrose (YPD) 2% líquido, composto de 1% de extrato de levedura (Difco/USA), 

2% de peptona (Difco/USA) e 2% de glicose (Sigma); YPD 2% sólido, composto de 1% de 

extrato de levedura (Difco/USA), 2% de peptona (Difco/USA), 2% de glicose (Sigma) e 2% 

de ágar (Kasvi) para solidificar o meio. Os frascos erlenmeyer contendo meio YPD 2% 

líquido foram preparados obedecendo à proporção de 20% de volume do frasco/volume de 

meio de cultura líquido. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. 

O meio sólido era vertido em placas estéreis em ambiente estéril proporcionado por uma 

cabine de fluxo laminar (com filtro HEPA, Marca Esco®). 

4.6.2 Preparação de repique e inóculo 

         Os repiques, uma técnica laboratorial baseada na transferência de um microrganismo de 

um meio de cultura para outro com a finalidade de manter as células utilizadas nutridas e 

metabolicamente ativas, foram preparados através da transferência de alçada de cultura para 

superfície de ágar contendo YPD 2% sólido em um tubo viale. Este tubo era incubado a 28 °C 

por 24 h em estufa incubadora refrigerada (BOD, Marca SOLAB®). 

          Para o preparo do inóculo a fim de se trabalhar com as células na fase de crescimento 

respiratório (segunda fase de crescimento celular, com concentrações da suspensão celular 

acima de 2,8 mg/mL), uma massa de células do repique fresco foi transferida diretamente para 

o erlenmeyer contendo meio YPD líquido. O inóculo consiste em uma técnica laboratorial 

baseada na transferência de um microrganismo para um ambiente rico em nutrientes 

necessários para promover o crescimento celular, resultando em uma maior disponibilidade de 
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células para a realização dos experimentos. 

        O inóculo foi incubado a 28 °C por 22 h sob agitação de 160 rpm em incubadora tipo 

shaker (Incubadora orbital refrigerada, Marca NOVATECNICA®). Após o crescimento das 

células, a concentração das mesmas foi determinada através da medida da absorvância em 

espectrofotômetro (UV/Vis, Marca Biospectro®) a 570 nm. 

 4.6.3 Ensaio de Toxidez 

          Uma suspensão celular (3 mg.mL
-1

) foi incubada com 0,6 mg/mL de OE de C. zedoaria 

, por 2 h a 28 °C e agitação a 160 rpm. Os ensaios foram realizados com um grupo controle 

que não foi exposto a nenhum agente, um grupo de células sob estresse oxidativo expostas ao 

peróxido de hidrogênio (1,0 mM), e por fim, um grupo de células incubadas com o OE. Após 

o tempo de incubação, alíquotas das suspensões celulares correspondentes a 40 μg de células 

foram diluídas em água destilada estéril, e em seguida plaqueadas no meio de cultura sólido 

YPD 2% e meio YPGLY 2% por espalhamento utilizando a alça de Drigalski flambada a cada 

contato com as suspensões celulares. 

        Os resultados são expressos em quantidade de colônias encontradas nas placas com meio 

de cultura. O meio YPGLY é onde avaliamos se há dano mitocondrial ou não, uma vez que, 

ao empregarmos este meio, compelimos a levedura a recorrer à mitocôndria para a sua 

sobrevivência. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Componentes e caracterização química do óleo essencial de Curcuma zedoaria 
 

          O óleo essencial dos rizomas de C. zedoaria apresenta coloração lilás, com rendimento 

de 0,15%. O valor de rendimento encontrado após a extração também aparece nos estudos 

conduzidos por Syamsir et al., (2017), o qual descrevem rendimentos variando de  0,14 a 

0,13% para o óleo essencial de rizomas frescos de C. zedoaria provenientes da Malásia.  

         A identificação dos constituintes químicos do OE de C. zedoaria por CG-EM é apresen-

tada na (Tabela 4 e Figura 12). Ao todo, 33 substâncias foram identificados nesse estudo. 

 

            Figura 12: Cromatograma de íons totais do óleo essencial de Curcuma zedoaria 

                Tabela 4: Composição química do óleo essencial de Curcuma zedoaria  

OEC               Compostos              I.R lit           % Área 

 Hidrocarbonetos monoterpênicos   

  1                 α-pineno 932 1,46 

  2                  Canfeno 946 2,66 

  3                 Sabineno 969 0,49 

  4                 β-Pineno 974 2,65 

  5                  Mirceno 988 1,08 

  6                Limoneno 1024 1,63 

      Monoterpenos oxigenados   

  7                1,8 cineol 1026 24,11 

  8              2-nonanona 1087 0,77 

  9                   Linalol 1095 0,92 

 10                 Cânfora 1141 12,13 

 11                2-nonanol 1155 4,44 

 12                Isoborneol 1162 0,43 

 13                δ-terpineol 1165 1,42 
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 14                  Borneol 1174 1,84 

 15              Terpinen-4-ol 1186 3,26 

 16                α-terpineol 1226 0,26 

 17                  Carvona 1239 0,49 

 18           Acetato de bornil 1284 0,29 

  Hidrocarbonetos sesquiterpênicos                

 19                β-elemeno 1389 1,66 

 20              β-Cariofileno 1417 0,54 

 21             (Z)-β-Farseno 1440 1,53 

 22        Trans-Muurola-3,5-dieno 1451 1,41 

 23      Aromadendrano dihidro 1460 0,34 

 24              Germacreno A 1508 1,19 

 25              Germacreno B 1559 0,8 

   Sesquiterpenos oxigenados   

 26                 Curzereno 1499 0,8 

 27               Curzerenona 1605 9,68 

 28                  α-Muurol  1644 0,7 

 29                α-Mudesmol 1652 0,55 

 30                 Intermediol 1658 0,35 

 31               Germacrona 1693 4,26 

 32               Curcumenol 1733 1,23 

 33      Curcumen-12-ol-beta(Z) 1754 0,69 

 34                      n.i                 n.i 0,31 

 35                      n.i                 n.i 1,12 

 36                      n.i                 n.i 1,02 

 37                      n.i                 n.i 1,30 

 38                      n.i                 n.i 4,33 

 39                      n.i                 n.i 4,21 

 40                      n.i                 n.i 0,93 

    

  Hidrocarbonetos monoterpênicos  9,97 

 Monoterpenos oxigenados              50,81 

 Monoterpenos totais              60,78 

 Hidrocarbonetos sesquiterpênicos   7,74 

 Sesquiterpenos oxigenados              18,26 

 Sesquiterpenos totais              26,00 

 Fenilpropanóides  - 

 N.I  13,22 

 Total              100,00 

OEC: Ordem de eluição na coluna cromatográfica; I.R: Índice de retenção; N.I: Composto não 

identificado. 

 

         O Perfil cromatográfico do óleo essencial apresentou maior composição de monoterpenos 

60,78% em relação aos sesquiterpenos 26%. Perfil cromatográfico semelhante é apresentado 

nos estudos de Junior et al., (2020), que a  partir da  CG/EM  identificaram 27 compostos, em 

sua maioria monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos.  
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 Os constituintes majoritários encontrados foram o 1,8-cineol (24,11%), cânfora (12,13%) e a 

curzerenona (9,68%) (Figura 13). 

                                                        

      1,8-cineol                                     Cânfora                                            Curzerenona 

  

Figura 13: Estruturas químicas dos três principais componentes identificados no óleo 

essencial de Curcuma zedoaria, por Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas.  

           A composição química encontrada no experimento é compatível com os dados da 

literatura. Junior et al., (2020), avaliaram o óleo essencial dos rizomas de C. zedoaria obtidos 

em Cuiabá, Mato Grosso, Brasil e os compostos majoritários encontrados foram: 1,8-cineol 

(43,49%), curzerenona (13,40%) e cânfora (12,29%). 

          Em concordância, nos estudos de Dosoky et al. (2019), realizados através do método de 

CG-EM, nos Estados Unidos, os principais componentes do óleo de rizoma de C. zedoaria 

foram: 1,8-cineol (7,0–38,4%), curzerenona/epi-curzerenona (20,9–29,4%), α-copaeno 

(17,4%) e cânfora (8,6–8,8%). 

                 Faz-se necessário salientar que alguns estudos apresentam resultados diferentes tanto na 

composição como na porcentagem dos constituintes químicos majoritários, quando compara-

dos à pesquisa realizada. Retnowati et al., (2014), obtiveram através do método CG-EM  20 

compostos totais, sendo os majoritários a cânfora (49,51%), álcool isobornílico (12,66%), 

borneol (4,23%), furanodieno (3,61%) e furanodienona (3,49%). Já Angel et al., (2014), des-

creveram para o óleo essencial extraído dos rizomas fresco da C. zedoaria coletados na cidade 

Trichur, Kerala, Índia, através do método CG-EM os principais constituintes químicos      

epicurzerenona (19%), ar-curcumeno (12,1%), zingibereno (12%) e β-sesquifelandreno 

(9,8%). 
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                  Essas variações podem ser atribuídas a diferentes fatores, tanto intrinsecos como em 

nível genético e fisiológico, quanto extrinsecos como: método e época de cultivo e colheita, 

métodos e formas de extração, origem geográfica da planta, fatores ambientais, entre outros 

(DE ALMEIDA, et al., 2020). 

                    Entre os vários componentes encontrados no OE de C. zedoaria, o composto 1,8-

cineol, também denominado cineol, eucaliptol ou 1,8-epoxi-p-mentano, apresentou-se como o 

composto majoritário com 24,11%. O 1,8-cineol é um monoterpeno, encontrado no óleo es-

sencial de muitas plantas aromáticas, sendo considerado o composto majoritário presente em 

vários OEs de diferentes espécies (ANDRADE et al., 1994; ARAÚJO et al., 2003; 

TSCHIGGERL & BUCAR, 2010; KUMAR et al., 2012).  

             O 1,8 cineol mostrou-se em diferentes estudos um importante componente inseticida, 

apresentando toxicidade contra piolhos da cabeça humana, Pediculus humanus capitis 

(YANG, et al, 2004), larva de Aedes aegypti (BATISH et al., 2008) e pupa de Musca 

domestica (KUMAR, et al., 2012). Também notou-se ação repelente contra Acanthoscelides 

obtectus, além de reduzir a fertilidade, diminuir a eclosão de ovos, aumentar a mortalidade 

larval e prejudicar a emergência de adultos nessa espécie (PAPACHRISTOS; 

STAMOPOULOS, 2002) . Mas por outro lado mostra baixo efeito acaricida já que a taxa de 

mortalidade, foi de apenas 37,5%, em carrapatos adultos aos 6 dias após a imersão em solução 

a 5% (WALL, 2013).  

5.2 Avaliação da toxidez do OE de Curcuma zedoaria  

            De acordo com Soares et al. (2005), células eucarióticas da levedura Saccharomyces 

cerevisiae são altamente adequadas para avaliar a capacidade antioxidante e da toxidez de 

diferentes compostos, proporcionando resultados rápidos, reprodutíveis e que podem ser 

correlacionados aos observados em seres humanos. 

Desta forma, o ensaio de toxidez teve como objetivo analisar o número de células 

viáveis da levedura S. cerevisiae geradas a partir de uma célula exposta ao OE de C. zedoaria 

e ao agente estressor utilizado Peróxido de Hidrogênio (H2O2), revelando o quanto às 

substâncias influenciaram ou não a geração de células filhas.  

 

 

 



  

35 

 

Diversos estudos tem utilizado o H2O2, em diferentes ensaios devido suas 

características de agente oxidante, exercendo um papel importante no estresse oxidativo, já 

que é capaz de atravessar a membrana celular, de forma, relativamente, fácil e gerar o radical 

hidroxil (•OH), gerando estresse oxidativo (BARREIROS, 2006). 

        As células de S. cerevisiae foram tratadas com H2O2 (1,0 mM) e OE de C. zedoaria na 

concentração de 0,6 mg/mL em meio de cultura YPD (meio rico em glicose, com a levedura 

atuando na fase fermentativa) e YPGLY (meio sem glicose e rico em glicerol, com a levedura 

ativando as mitocôndrias, atua na fase respiratória), com resultados expressos em número de 

unidades formadoras de colônias (Gráficos 1 e 2). 
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           Gráfico 1: Avaliação da toxidez do OE de Curcuma zedoaria em meio YPD 

  

          Ao analisarmos detalhadamente o gráfico 1, observamos que a primeira barra se refere 

ao controle, no qual as células de S. cerevisiae, não foram submetidas a substâncias que 

possam prejudicar o seu desenvolvimento. Na segunda barra, as células estão expostas ao 

H2O2, que é um agente estressor, como visto anteriormente, causando a toxicidade das células 

e levando a morte celular. Já na terceira barra, as células estão sob a ação do OE de C. 

zedoaria. 

           Ao compararmos as três barras, observamos que o OE de C. zedoaria, aproxima-se 

quantitativamente das células submetidas ao H2O2. Assim, pode-se verificar que o OE se 

comporta de maneira tóxica, prejudicando o desenvolvimento celular.  

       

a-células sem tratamento     b- células tratadas com H2O2        c- células tratadas com óleo essencial 
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 Gráfico 2: Avaliação da toxidez do OE de Curcuma zedoaria em meio YPDGLY na 

Viabilidade Celular e Danos na Ativação Mitocondrial.  

 

Os resultados das análises de viabilidade celular e impacto na funcionalidade mito-

condrial mostram que o OE de C. zedoaria, na concentração utilizada, apresentou danos à 

ativação mitocondrial, pois seu comportamento foi muito distante quando comparado ao gru-

po controle e muito próximo do grupo de células tratados com H2O2.  

Se o OE não tivesse causado algum dano na ativação da mitocôndria, a quantidade de 

colônias encontradas no meio de cultura YPGLY seria maior ou igual ao do grupo controle.  

Quanto à viabilidade, pode-se observar que as células colocadas em contato com o OE 

apesentaram resultados bem próximos ao do H2O2, o qual mostra viabilidade baixa nos dois 

meios (YPD e YPDGLY). Logo, o OE de C. zedoaria mostrou-se tóxico nos dois ensaios 

realizados com os diferentes meios.  

Não foram encontrados especificamente na literatura estudos de toxicidade utilizando 

a levedura S. cerevisiae, realizados a partir de OE de C. zedoaria. No entanto, algumas pes-

quisas relacionam a atividade citotóxica do OE de C. zedoaria, assim como de seus compos-

tos majoritários isolados, frente a outros modelos celulares eucarióticos in vivo e in vitro.  

Retnowati  et al. (2014), avaliaram o nível de toxicidade do OE de C. zedoaria em A. 

salina. A extração do OE foi dividida em 5 tempos de coleta. Os resultados indicaram que os 

óleos essenciais do 5º tempo de coleta por destilação a vapor, testados em larvas de Artemia 

a-células sem tratamento     b- células tratadas com H2O2        c- células tratadas com óleo essencial 
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salina Leach apresentaram maior toxicidade, sendo o valor de CL50 de 3,25 ppm (v/v). O óleo 

pode ser classificado com atividade antitumoral, por apresentar CL50 inferior a 40 ppm. 

Já Syamsir et al. (2017), investigaram o potencial citotóxico do OE dos rizomas de C. 

zedoaria coletados na Malásia e Indonésia em linhagens de células cancerosas da mama hu-

mana (MCF-7 e MDA-MB 231), pulmão (A549 e SK-LU-1) e cervical (HeLa S3 e SiHa). O 

rizoma malaio C. zedoaria foi considerado citotóxico contra as linhagens celulares MCF-7, 

SK-LU-1, HeLa S3 e SiHa, com valores de IC50 sendo inferior a 10 µg/mL. 

Corroborando com as pesquisas de citotoxidade Chen et al. (2013), em seus estudos 

concluíram que o OE de C. zedoaria, possui efeitos citotóxicos eficientes em células de carci-

noma pulmonar de células (CPNPC) e causa apoptose celular. Os autores fornecem informa-

ções sobre os mecanismos moleculares subjacentes a apoptose induzida pelo OE de C. zedoa-

ria em células NSCLC. O estudo de inibição tumoral in vivo mostrou que, após ser injetado 

por 3 semanas, o OE pode inibir funcionalmente a proliferação tumoral. A taxa de inibição 

tumoral em camundongos tratados com grandes doses pode chegar a 40%. Foi enfatizado o 

teor do sesquiterpeno 8,9-desidro-9-formilcicloisolongifoleno, que atingiu aproximadamente 

60% no óleo essencial, como um potencial componente antitumoral a ser estudado em pesqui-

sas futuras.  

             No entanto, é necessário conduzir estudos adicionais para investigar se ocorre 

sinergismo ou antagonismo entre as substâncias presentes no óleo essencial. Alguns 

componentes podem interagir entre si, potencializando ou diminuindo os efeitos esperados, o 

que pode estar contribuindo para a toxicidade observada. 
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5.3 Mortalidade contra as pulgas Ctenocephalides felis felis em diferentes estágios do 

ciclo de vida 

  

      Para avaliar se o OE de C. zedoaria poderia causar mortalidade nas fases do ciclo 

evolutivo (ovo, larva, pupa e adulta) das pulgas da espécie C. felis felis e encontrar uma dose 

eficaz e segura para futuros testes in vivo, foi realizado primeiramente o teste de Screening 

(Tabela 5), para determinar as concentrações do OE a serem utilizadas no teste de 

mortalidade definitivo. 

Tabela 5: Mortalidade dos ovos, larvas, pupas e adultos de Ctenocephalides felis felis com o 

óleo essencial de Curcuma zedoaria (teste Screening) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

Concentração (μg.cm
-2

)         ADULTO   LARVA 

24 h 48 h 24 h 48 h 

                Placebo 0,00 0,00 0,00 0,00 

                   1,56 0,00 0,00 0,00 0,00 

                   3,13 5,00 5,00 0,00 0,00 

                   6,25 0,00 0,00 0,00 0,00 

                   12,5 10,00 10,00 0,00 0,00 

 25 15,00 15,00 0,00 0,00 

 50 15,00 15,00 100,00 100,00 

100 15,00 15,00 100,00 100,00 

200 75,00 75,00 100,00 100,00 

                    400 90,00 90,00 100,00 100,00 

                    800 95,00 100,00      100,00                                100,00 

Concentração (μg.cm
-2

)               OVO               PUPA 

               72 h              15 dias 

                Placebo  5,00    15,00 

                   1,56 15,00    15,00 

                   3,13 40,00    35,00 

                   6,25 25,00    25,00 

                   12,5 20,00    25,00 

                    25 55,00    25,00 

                    50 35,00    25,00 

                   100 15,00    20,00 

                   200 40,00    30,00 

                   400 75,00    50,00 

                   800           100,00 100,00 

                          Resultados expressos em % de mortalidade 



  

39 

 

              Ao se analisar os resultados da Tabela 5, pode-se perceber que o OE de C. zedoaria 

apresentou atividade inseticida contra a pulga C. felis felis em seus diferentes estágios. 

             O ovo e a pupa, apesar de já apresentarem resultados satisfatórios na primeira concen-

tração analisada (1,56 μg.cm
-2

), sofreram oscilações durante a análise, impossibilitando a ob-

servação de uma linearidade da mortalidade à medida que a concentração aumentava. No en-

tanto, as larvas apresentaram mortalidade de 100% a partir da concentração de 50 μg.cm
-2

 até                

800 μg.cm
-2

, diferindo-se dos estágios de ovo, pupa e adulto em que o OE alcançou de 95% a 

100% de mortalidade na concentração máxima analisada (800 μg.cm
-2

). Após a triagem, as 

concentracões foram escolhidas para o teste definitivo de acordo com sua maior taxa de mor-

talidade (Tabela 6 e Tabela 7). 

 

Tabela 6: Ensaio definitivo para a determinação da mortalidade das pulgas em suas diferentes 

fases de vida com o óleo essencial de Curcuma zedoaria 

  

 

      Concentração 

           (μg.cm
-2

) 

        OVO      Concentração 

          (μg.cm
-2

) 

               LARVA 

         72 h        24 h      48 h 

           Placebo            0,00            Placebo 0,00 0,00 

             10,00         10,00              47,00 3,33 3,33 

             20,00         24,00              56,40 3,33 3,33 

             49,00         34,00              65,80      18,33  18,33 

             99,00         44,00              75,20      46,67  46,67 

           198,00         56,00              84,60      65,00  65,00 

           297,00         88,00              94,00      85,00  85,00 

           396,00         98,00            117,50    100,00    100,00 

            235,00    100,00    100,00 

 

       Concentração 

            (μg.cm
-2

)  

       PUPA      Concentração 

           (μg.cm
-2

)  

             ADULTO 

      15 dias  24 h       48 h  

           Placebo 0,00            Placebo  0,00 0,00 

             10,00 5,77             100,00 1,67 5,00 

             20,00        13,46             120,00 0,00 3,33 

             49,00        25,00             160,00 10,00 11,67 

             99,00        36,54             180,00 23,33 25,00 

           198,00        53,85             200,00 46,67 48,33 

           297,00        80,77             300,00 78,33 81,67 

           396,00        94,23             400,00 95,00 96,67 

              800,00 100,00 100,00 

            1000,00 100,00 100,00 

                                        Resultados expressos em % de mortalidade 
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Tabela 7: Mortalidade eficaz no ciclo de vida da pulga com óleo essencial de Curcuma 

zedoria 

 

 

           Freitas et al. (2021) demonstraram em seus estudos que o OE de I. verum causou 100% 

de mortalidade de pulgas adultas na concentração de 400 μg.cm
-2

 após 48 h, o que diferiu do 

presente estudo, que necessitou do dobro da concentração para causar 100% da mortalidade 

nas pulgas adultas. Porém em 400 μg.cm
-2

 após as 48h ja alcancou mortalidade de 96,6 %.    

           Além disso, Freitas et al. (2021) relataram que concentrações de 80 μg.cm
-2

, 20,0 

μg.cm
-2

 e 140 μg.cm
-2

 do OE de I. verum causaram 100% de mortalidade nos estágios de ovo, 

larva e pupa, respectivamente. Já a concentração de 40 μg.cm
-2

 inibiu completamente o de-

senvolvimento dos ovos até o estágio adulto. Por sua vez, o OE de P. graveolens causou 

100% de mortalidade em concentrações mais baixas após exposição por 48 h: 240 μg.cm
-2

 

contra pulgas adultas; 100 μg.cm
-2

 contra pupas; e 35 μg.cm
-2

 para inibição do ciclo biológi-

co. 

          Por outro lado, as concentrações que causaram 100% de mortalidade foram maiores 

para atividade ovicida (60 μg.cm
-2

) e atividade larvicida (40 μg.cm
-2

).  Comparando-se com 

os resultados obtidos na presente pesquisa, observamos que o OE de C zedoaria necessitou de 

concentracões muito maiores para atingir a mortalidade total da pulga em seus diferentes es-

tágios de vida. 

         Corroborando com os estudos acima, Finamore (2019) demonstrou mortalidade corrigi-

da de C. felis felis adultas induzida pelo óleo de Cedrela fissilis de 90% no tempo de 24 h e de 

100% no tempo de 48 h na concentração de 40.000 μg/mL, que correponde a 800               

μg.cm
-2

,onde observamos um valor aproximado no presente estudo em relação a mortalidade 

total de pulgas adultas. 

 

 

Fase de vida da pulga Concentração (µg.cm-²) % Mortalidade 

Ovo (72 h) 396 98 

Larva (24 h) 117,5 100 

Larva (48 h) 117,5 100 

Pupa (15 dias) 396 94,23 

Adulto (24 h) 800 100 

Adulto (48 h) 800 100 
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        Não foram encontrados especificamente na literatura estudos realizados a partir de OE de 

C. zedoaria frente às pulgas. No entanto, algumas pesquisas demonstraram a atividade 

inseticida do OE de C. zedoaria especialmente contra o mosquito Aedes aegypti e outros 

estudos relacionando a atividade inseticida de diferentes OE de plantas contra pulgas. 

           Os estudos realizados a partir do OE de C. zedoaria incluíram também a avaliação da 

CL90 e CL50   nos ensaios realizados frente aos ectoparasitas. A (Tabela 8) apresenta os valores 

de concentração letal obtidos nesta pesquisa: 

                       Tabela 8: Concentração letal 50 e 90 do OE de C.zedoaria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Champakaew et al. (2007) observaram boa eficácia larvicida contra mosquitos A. 

aegypti do OE de C. zedoaria e sua preparação formulada pela adição de grânulos de areia 

impregnados ao óleo. A formulação apresentou potencial pronunciado contra larvas de A. 

aegypti com CL50 e CL99 de 33,45 e 83,39 ppm, respectivamente. A aplicação de óleo de 

zedoaria puro em uma dosagem que rendeu dez vezes a de CL99 ofereceu mortalidade larval 

completa (100% de mortalidade) por um período de 3 dias, e a mortalidade larval 

subsequentemente diminuiu para menos de 50% após a aplicação por mais de 5 dias, já a 

formulação com grânulos de areia impregnados com OE de zedoaria proporcionaram 

atividade notavelmente mais longa, com mortalidade larval de 100% por um período de 9 dias; 

e mortalidade abaixo de 50% foi obtida na 3ª semana de aplicação 

           Chaiyasit et al. (2006), avaliaram a ação adulticida do oléo de C. zedoaria contra duas 

populações de A. aegypti, as cepas de laboratório e de campo natural. O bioensaio de ativida-

de adulticida foi realizado pela aplicação tópica do óleo essencial da planta em mosquitos 

fêmeas. A atividade adulticida revelou que o óleo essencial de C. zedoaria foi eficaz em 24 h  

nas duas populações, com CL50 de 5,94 μg/mg para população de laboratório e 6,02 μg/mg 

para população do campo. No entanto, a cepa de laboratório foi ligeiramente mais suscetível 

que a população do campo. 

Fase da pulga 

 

CL50 

(µg.cm
-2

) 

CL90 

(µg.cm
-2

) 
Slope R² 

  

Ovo (72 h) 49,65 370,85 1,47 0,975 

Larva (24 h) 77,46 97,55 12,85 0,912 

Larva (48 h) 77,46 97,55 12,85 0,912 

Pupa (15 dias) 103,08 446,33 2,01 0,989 

Adulto (24 h) 255,51 346,11 6,89 0,849 

Adulto (48 h) 219,28 329,84 7,23 0,839 



  

42 

 

Ainda corroborando com os estudos sobre a atividade do óleo essencial de C. zedoaria 

na espécie do mosquito A. aegypti, Oliveira et al. (2019) avaliaram o potencial bioinseticida 

(OE) extraído dos rizomas da zedoaria. Os rizomas foram coletados durante o período de 

dormência (inverno) e brotação (verão). Os bioensaios sobre larvas e pupas de A. aegypti 

foram realizados pelo teste de larvas e pupas nos diferentes períodos OE (dormência e 

brotação), que variam de 500 mg/mL
-1

 (v/v). Os resultados sobre as larvas e pupas indicam 

uma CL 99,9 de (0,01 e 1,38 mg/mL
-1

), para o OE da dormência, e (0,08 e 2,63 mg/mL
-1

), para 

o OE do período de brotação, respectivamente, indicando maior atividade do OE da 

dormência.  

          A partir dos resultados encontrados neste estudo e da comparação com outras pesquisas 

que avaliaram o potencial bioinseticida do OE de C. zedoaria, mencionadas acima, pode-se 

concluir que o OE apresentou um efeito promissor na atividade inseticida contra insetos 

hematófagos. 

          Comparando a atividade inseticida de OEs de diferentes plantas contra a pulga Cteno-

cephalides felis felis Lambert et al. (2020), avaliaram a atividade in vitro do óleo essencial de 

Syzygium aromaticum  contra pulgas adultas e sua ação na maturação de ovos em adultos de 

C. felis felis. Os resultados obtidos para pulgas adultas foram concentração letal 50 (CL50) de 

5,70 µg.cm
-2

 em 24 h e 3,91 µg.cm
-2

 em 48 h. A CL90 foi de 16,10 µg.cm
-2

 e 15,80 µg.cm
-2 

em 24 e 48 h, respectivamente. Já a inibição da maturação dos ovos em adultos foi de A CL50 

0,30 µg.cm
-2

 e a CL90 de 3,44 µg.cm
-2      

            Finamore 2019, encontrou em seus estudos com os óleos essenciais de Cedrela fissilis, 

Eucalypto globulus, Mentha pulegium e Mentha arvensis, diferentes resultados da ação inseti-

cida contra pulgas adultas C. felis felis. O OE C. fissilis mostrou atividade inseticida com os 

valores de CL50 de 7404,48 μg/mL e 4021,38 μg/mL após 24 e 48 h, respectivamente. Já o OE 

de Eucalypto globulus, mostrou valores de CL50 de 376428,67 em 24 h e 40873,67 em 48 h. 

Na análise da CL50 do OE M. pulegium de após 48 horas foi encontrado o valor de 11337,88 

μg/mL, com intervalo entre 4491,81 – 32154,48 μg/mL. No OE de Mentha arvensis os dados 

não suportaram a análise de próbites. 

           Freitas et al. (2021), avaliaram a atividade pulicida de dois óleos essenciais Illicium 

verum e  Pelargonium graveolens. A comparação dos valores estimados de concentração letal 

dos dois OEs demonstraram que os estágios imaturos foram mais susceptíveis quando medi-

dos pelos valores de CL50, para inibição do ciclo biológico, 18,8 a 36,9 µg.cm
-2   

contra ovos, 
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12,1 a 16,3 µg.cm
-2   

contra larvas e 35,4 a 67,6 µg.cm
-2  

contra pupas, respectivamente. 

            O mesmo padrão foi observado para os valores de CL90 estimados, variando de 20,4 a 

30,1 µg.cm
-2  

para inibição do ciclo biológico, 54,5 a 55,6 µg.cm
-2 

em relação a ovos, 16,8 a 

32,3 µg.cm
-2  

em relação as larvas e 85,4 a 87,9 µg.cm
-2 

versus pupas. Já para pulgas adultas, 

as atividades inseticidas medidas por CL50 e CL90 variaram de 119,1 a 164,6 µg. cm
-2  

e de 

209,5 a 258,1 µg.cm
-2 

, respectivamente. 

             Pereira (2022) avaliou em sua pesquisa o potencial inseticida dos OEs de Baccharis 

trimera e Mimosa verrucosa contra C. felis felis, apresentou os seguintes valores; para CL50 

309,52 e 194,5 µg.cm
-2  

contra ovos, em média 34,57 e 253 µg.cm
-2  

contra larvas, respectiva-

mente. Já para o estágio imaturo pupa, apenas o OE de Baccharis trimera apresntou resultado 

324,13 µg.cm
-2   

. Para os valores de CL90, apresentaram 1391,85 a 563,08 µg.cm
-2  

contra o-

vos, em média 44,93 e 641,2 µg.cm
-2   

contra larvas , respectivamente. Já para o estágio imatu-

ro pupa, apenas o OE de Baccharis trimera obteve resultado 1160,35 µg.cm
-2

. Na pulga adul-

ta os OEs apresentaram para LC50 e LC90 em 24 h e 48 h os mesmo resultados de 369,22 para 

Baccharis trimera e de 678,13 µg.cm
-2  

para Mimosa verrucosa. Comparando-se a ação puli-

cida do óleo essencial de C. zedoaria, com os resultados de Pereira (2022), podemos observar 

que para ovos o OE de C. zedoaria apresentou CL50 49,65 µg.cm
-2 

e CL90 370,85 µg.cm
-2 

com 

mortalitade satisfatória e concentração letal mais baixa em relação aos OEs de Baccharis tri-

mera e Mimosa verrucosa. No entanto, contra larvas, o OE de C. zedoaria precisou de uma 

concentração maior CL50 77,46 µg.cm
-2  

e  CL90 97,55 µg.cm
-2  

se comparado ao OE de 

B.trimera. Já o OE de M. verrucosa apresentou uma concentração mais alta com média de 

CL50 253 µg.cm
-2 

e CL90 563,08 µg.cm
-2  

em relação ao OE de C. zedoaria. Tanto nos estágios 

de pupa quanto em pulgas adultas o OE de C. zedoaria apresentou uma concentração letal 50 

e 90 mais baixas que os dois OEs citados no estudo.
                 

 

          Ao comparar nosso estudo com os resultados obtidos por Freitas et al. (2021), no qual 

utilizou-se os OEs  I. verum e  P. graveolens, podemos inferir que a C. zedoaria necessitou de 

uma concentração muito alta de OE para mortalidade das pulgas em todo ciclo biológico (ovo, 

larva, pupa e adulto) tanto em CL50 quanto CL90. 

           Com base nos achados deste estudo e em comparação com a literatura disponível, é 

possível notar que há uma grande diferença nas concentrações letais encontradas. Isso pode 

ser explicado pela composição química das plantas responsáveis pela produção dos óleos 

essenciais analisados 
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5.4 Avaliação da atividade da enzima acetilcolinesterase 

  

           Para realização dos ensaios de inibição da enzima acetilcolinesterase (peixe elétri-

co/Electrophorus electricus- adquirida da Sigma Co), primeiramente foi elaborada uma pa-

dronização de diluição da enzima, para determinar a atividade  enzimática, assim como  a 

concentração adequada para realização dos experimentos  (Gráfico 3) .  

           

Gráfico 3: Atividade da acetilcolinesterase em diferentes concentrações da enzima   

 

      De acordo com o Gráfico 3 a atividade enzimática foi satisfatória com as diluições uti-

lizadas. A diluição escolhida para realização dos ensaios subsequentes foi de 0,01(log10) que 

corresponde a concentração enzimática de 0,176 mU/mL. 

          Após o ensaio da diluição enzimática, realizou-se a avaliacão do pontencial inibitório 

da atividade da enzima acetilcolinesterase utilizando o OE de C. zedoaria como um possível 

inibidor. A escolha das concentrações do OE para o ensaio da acetilcolinesterase envolveu 

uma triagem baseada em estudos prévios realizados a partir do método de Ellman e diluições 

seriadas em DMSO 3%. Durante a triagem, diferentes concentrações foram testadas para ava-

liar a atividade anticolinesterase. 

      Constatou-se que concentrações maiores que 0,5 mg/mL e menores que 0,125 mg/mL 

não apresentaram ação inibitória relevante frente à acetilcolinesterase. Portanto, essas concen-

trações foram consideradas fora da faixa de interesse para o ensaio. 

       Logo, as concentrações utilizadas foram: 0 125; 0, 25 e 0,5 mg/mL (Gráfico 4). 

 



  

45 

 

                

                              

   Gráfico 4: Efeito do óleo essencial de Curcuma zedoaria sobre a atividade  de  acetilcoli-

nesterase  
 

      

    Como observado no Gráfico 4, as concentrações utilizadas não foram capazes de inibir 

a atividade da acetilcolinesterase, uma vez que não houve interferência na inibição da enzi-

ma. A atividade observada utilizando-se o óleo essencial quando comparado ao controle 

comprovou baixa inibição, uma vez que o óleo inibiu cerca de 20% da atividade enzimática, 

mesmo em sua maior concentração. 

           A acetilcolinesterase (AChE) é uma  enzima que desempenha papel essencial no meca-

nismo colinérgico, sendo capaz de catalisar a hidrólise da acetilcolina na transmissão do im-

pulso nervoso na sinápse colinérgica entre neurônios. A enzima está ligada à membrana basal 

entre as membranas pré- e pós-sinápticas desempenhando seu papel fisiológico (RANG et al., 

2004).  

          Numerosos óleos essenciais têm demonstrado atividade de inibição contra a AChE, 

incluindo plantas da família Zingiberaceae como a Curcuma longa (BARBOSA, 2018). Essa 

atividade é explicada pela identificação de constituintes desses óleos como monoterpenos 

neral, geranial e linalol (DOHI et al., 2009; PICOLLO et al., 2008), sesquiterpenos como óxi-

do de cariofileno, tumerona e alguns fenilpropanóides (FUJIWARA et al., 2010). Que se mos-

traram potenciais inibidores da  AchE. 

         Oliveira et al. (2019), utilizaram o método de Marson et al. (2002) em seus estudos para 

avaliar a atividade inibitória do OE de C. zedoaria sobre a enzima AChE e conclui que entre  
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as concentrações de 0,039 a 0,156 mg/mL 
-1

, houve uma inibição significativa da enzima. No 

entanto, os resultados obtidos na presente pesquisa, utilizando o método modificado de       

Ellman, mostraram-se pouco eficazes na inibição da AChE nas concentrações avaliadas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Através dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se observar, primeiramente, por 

meio da análise cromatográfica, que o OE de C. zedoaria é rico em constituintes monoterpê-

nicos e sequisterpênicos, possuindo, ainda, como constituintes químicos majoritários o 1,8-

cineol (24,11%), a cânfora (12,13%) e a curzerenona (9,68%), os quais estão relacionados 

com diversas propriedades do OE, dentre elas: atividade antiinflamatória, antimicrobiana, 

antiparasitária, inseticida e antioxidante. 

           No que se refere à ação do OE contra a pulga C. felis felis, os resultados obtidos de-

monstraram  atividade inseticidaem todos estágios do ciclo reprodutivo da pulga (ovos, larvas 

pupa e adultos). 

           Nos ensaios de atividade anticolinesterásica, pode-se verificar que a atividade ob-

servada, utilizando-se o OE quando comparado ao controle, comprovou baixa inibição, uma 

vez que o OE inibiu cerca de 20% da atividade enzimática, mesmo em sua maior concentra-

ção (0,5 mg/mL). 

           Na apuração dos dados obtidos através dos ensaios de toxicidade utilizando-se como 

modelo de pesquisa a levedura S. cerevisiae, pode-se observar que o OE de C.zedoaria apre-

sentou alta toxidez, já que no ensaio realizado houve dano mitocôndrial, portanto, prejudican-

do o desenvolvimento celular. 

 Diante dos resultados obtidos até o momento, podemos inferir que o O.E de C. zedoa-

ria apresentou-se como um potencial bioinseticida frente à pulga C. felis felis, podendo futu-

ramente, com a produção de novos estudos, tornar-se uma alternativa menos prejudicial para a 

população usuária  se comparado aos inseticidas de uso comum.  
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