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RESUMO 
 

 

TEIXEIRA, H. S. Caracterização química e avaliação da atividade repelente contra o Aedes 

aegypti L. dos óleos essenciais de Croton argyrophyllus Kunth e Cymbopogon nardus (L.) 

Rendle. Itapetinga-BA: UESB, 2018. 89 p. (Dissertação – Mestrado em Ciências Ambientais - 

Área de Concentração em Meio Ambiente e Desenvolvimento).  

 

A disseminação das doenças transmitidas por vetores vem aumentando cada vez mais 

e alcançando novos continentes e países ao redor do mundo. Os insetos estão criando 

resistência aos inseticidas e repelentes sintéticos já conhecidos, principalmente o mosquito 

Aedes aegypti, que apresenta grande interesse na área médica, por ser o vetor de doenças 

como dengue e zica. Por estes motivos, vem aumentando no mundo o interesse por plantas 

que possam ser usadas como agentes de controle químico, como inseticidas e repelentes. O 

objetivo deste estudo será caracterizar quimicamente os óleos essenciais do Croton 

argyrophyllus Kunth (velame falso) e do Cymbopogon nardus (L.) Rendle (citronela) e 

avaliar o potencial de repelência dos mesmos contra o mosquito Aedes aegypti L. As plantas 

foram coletadas na Região Sudoeste do Estado da Bahia, Brasil. Os óleos essenciais das 

folhas dessas espécies foram extraídos por hidrodestilação e seus constituintes químicos 

foram identificados por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. Para a 

realização dos testes de repelência espacial, foi utilizado um dispositivo de acrílico indicado 

por Who (2013), adaptado e os insetos foram oriundos de colônias estabelecidas a partir de 

ovos da linhagem Rockfeller (foram utilizadas 20 fêmeas por repetição). Os óleos essenciais 

obtidos foram incorporados em uma emulsão não iônica, nas concentrações de 1, 2 ,4 e 5%, 

usando como controle positivo formulações com o DEET nas mesmas concentrações. O 

rendimento na extração do óleo essencial de Croton argyrophyllus foi de 0,37% e o mesmo 

apresentou os seguintes componentes majoritários: E-cariofileno (18,23%), biciclogermacreno 

(16,24%), α-pineno (12,58%) e espatulenol (10,33%). O rendimento na extração do óleo 

essencial de Cymbopogon nardus foi de 1,06% e foram identificados como componentes 

químicos majoritários: citronelal (42,93%), geraniol (19,89%), citronelol (11,18%), elemol 

(6,57%) e limoneno (2,33%). Os testes de repelência espacial realizados com as emulsões 

incorporadas com os óleos essenciais de citronela e de velame falso nas concentrações de 1, 2, 

4%, mostraram índices de atividade espacial (IAE), superiores ou próximos aos resultados das 

amostras com o DEET. As amostras com os óleos essenciais de cróton nas concentrações de 

5% apresentaram inferiores ao DEET, esses resultados indicam que a saturação das câmaras 

com o óleo essencial em maiores concentrações pode ter interferido no senso de deslocamento 

e fuga dos mosquitos. Os óleos essenciais de citronela e de Croton, nas concentrações até 4% 

em emulsão não iônica, demostraram ter atividade de repelência espacial, com índices 

calculados acima de 69%.  

 

Palavras-Chaves: Compostos voláteis, citronela, CGMS, cróton, dengue, repelência espacial. 
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ABSTRACT 
 

 

 

TEIXEIRA. H. S. Chemical characterization and repellent activity against Aedes aegypti L. 

mosquito of essential oils of Croton argyrophyllus Kunth e Cymbopogon nardus (L.) Rendle. 

Itapetinga-BA: UESB, 2018. 89 p.  

 

The spread of vector-borne diseases is increasing more and more and reaching new 

continents and countries around the world. These insects, particularly the Aedes aegypti, have 

created resistance to known insecticides and synthetic repellents. They have been object of 

interest to medical field as the vector for diseases such as malaria, dengue and zica. For these 

reasons, worldwide interest in plants that can be used as chemical control agents, such as 

insecticides and repellents. The aim of this study will be chemically characterize the essential 

oils of Croton argyrophyllus Kunth (velame falso) and Cymbopogon nardus (L.) Rendle 

(citronella) and evaluate their repellency potential against the Aedes aegypti L. mosquito. The 

plants were collected in the southwestern region of Bahia State, Brazil. The essential oils of 

the leaves of the species were extracted by hydrodistillation and their chemical constituents 

were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry. For the performance of 

the spatial repellency tests, an acrylic device indicated by Who (2013) was used, adapted, and 

the insects came from colonies established from eggs of the Rockfelle lineage (20 females 

were used per repetition).The obtained essential oils were incorporated into a nonionic 

emulsion, second edition, at concentrations of 1, 2, 4 and 5% using as a positive control 

formulations with DEET in the same concentrations. The extraction yield of Croton 

argyrophyllus essential oil was 0.37% and it had the following major components: E-

caryophyllene (18.23%), bicyclogermacrene (16.24%), α-pinene (12.58%) and spathulenol 

(10.33%). The extraction yield of Cymbopogon nardus essential oil was 1.06% and the major 

chemical components were identified as citronellal (42.93%), geraniol (19.89%), citronelol 

(11.18%), elemol (6.57%) and limonene (2.33%). Spatial repellency tests performed with 

emulsions incorporated with citronella and velame falso essential oils at concentrations of 1, 2 

e 4% showed spatial activity index (SAI), higher or close to the sample results with DEET.  

These samples with Croton essential oils at concentrations of 5% showed lower than 

DEET, these results indicate that the saturation of the chambers with the essential oil in higher 

concentrations may have interfered with the mosquito's sense of displacement and escape. 

Citronella and Croton essential oils, at concentrations up to 4% in non-ionic emulsion, have 

been shown to have spatial repellent activity, with calculated rates above 69%.  

 

Keywords: Volatile compounds, citronella, CGMS, croton, dengue, spatial 

repellency. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde, a distribuição das doenças transmitidas por 

vetores é determinada por uma complexa rede de fatores, tanto ambientais como sociais. A 

globalização das viagens e do comércio, a urbanização não planejada e os desafios 

ambientais, como as alterações climáticas, são os principais motivos para o aparecimento 

destas doenças em países que não possuem em seu histórico casos de contaminação (WHO, 

2016). 

 Os mosquitos da ordem Díptera e, principalmente, da família Culicidae são 

reconhecidos como uma ameaça para milhões de pessoas e animais em todo mundo. Eles são 

os vetores para a transmissão de diversas doenças, como malária, febre amarela, filariose, 

encefalite japonesa, dengue, chikungunya, febre do Nilo e Vírus Zika (WHO, 2016; ISLAM 

et al., 2017b). 

No relatório da Organização Mundial de Saúde (WHO, 2019), estima-se que 390 

milhões de infecções por dengue ocorrem a cada ano, e o número de países que relataram a 

doença mostra que 75% da população mundial está exposta à doença. Outros estudos de 

prevalência de dengue apontam que 3,9 milhões de pessoas, em 128 países, estão em risco de 

infecção pelo vírus transmitido pelo vetor da dengue (BECKER et al., 2012; BRADY et al., 

2012).  

 O mosquito Aedes aegypti está se espalhando cada vez mais e alcançando novos 

continentes e países ao redor do mundo (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Azul = países com populações nativas; Vermelho = países com populações não nativas 

Fonte: Becker et al (2012). 

 

 

Figura 1. Distribuição mundial de A. aegypti 
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 Outra situação que contribuiu para a proliferação desses vetores ao redor do mundo 

foi o desenvolvimento da resistência dos mosquitos aos inseticidas. Após 21 anos da 

descoberta do primeiro inseticida sintético eficaz, o diclorodifeniltricloroetano (DDT), em 

1955, a Organização Mundial de Saúde (OMS) reconheceu problemas de intoxicação humana 

e resistências do mosquito Anopheles ao inseticida (WHO, 2008). Problemas estes, também, 

apontados para os inseticidas mais modernos, como os organofosforados, carbamatos e 

piretroides (HEMINGWAY, RANSON, 2000). Os mesmos autores descrevem pontos 

desfavoráveis à utilização dos inseticidas sintéticos, como o seu modo de uso extensivo e sem 

controle, o que gerou uma grande quantidade de resíduos e contribuiu para o aumento 

poluição ambiental. Com todos estes pontos negativos citados e ainda somados ao aumento do 

interesse por produtos orgânicos, o constante debate a preservação ambiental e saúde coletiva 

houve um aumento pelo interesse, no mundo inteiro, na busca de inseticidas botânicos 

(THACKER, 2002; ISMAN, 2006).   

 Mais recentemente, o interesse por “tecnologias verdes” está influenciando de 

maneira positiva às pesquisas e desenvolvimento de inseticidas e repelentes de origem 

vegetal, na tentativa de minimizar, retroagir ou impedir o avanço destes vetores pelo mundo. 

Muitas são as técnicas estudadas, dentre as quais podemos citar: o uso de repelentes naturais,  

redes inseticidas de longa duração (LLIN), introdução de insetos estéreis e mosquitos 

transgênicos, pesquisas que vem produzindo resultados encorajadores (ISLAM, 2017b). 

 A busca por inseticidas ou repelentes botânicos tem a vantagem de fornecer novos 

modos de ação contra insetos, reduzir riscos de intoxicação humana e de outros seres vivos 

não alvos, reduzir a possibilidade de resistência adquirida, além de proteção ambiental por 

gerar menos resíduos (COPPING, MENN, 2000; ISMAN, 2006). 

Em vista disso, objetivou-se com este trabalho caracterizar quimicamente os óleos 

essenciais do Croton argyrophyllus Kunth (velame falso) e do Cymbopogon nardus (L.) 

Rendle (citronela) e avaliar o potencial de repelência dos mesmos contra o mosquito Aedes 

aegypti L.  
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CAPÍTULO I 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Caatinga  

 

A caatinga é o único bioma restrito ao território brasileiro; ele abrange 9,92% do 

território nacional, ocupando uma área de 844.453 km² e conta com aproximadamente 27 

milhões de pessoas vivendo na região (ARAÚJO et al., 2005). Ocupa quase todo o Nordeste 

do país, com pequenas partes no norte do estado de Minas Gerais. Apresenta características de 

clima semiárido, com temperaturas médias anuais compreendidas entre 27 e 29°C e 

precipitações anuais entre 300 e 900 mm, com distribuição irregular, possuindo meses com 

125 mm de chuva e meses com apenas 30 mm, distribuídas da seguinte maneira, estação 

chuvosa restrita a um período de 3-4 meses (durante o verão e outono), seguida de uma 

estação de seca prolongada de 8 a 9 meses (entre inverno e primavera), (PAGOTTO et al. 

2015; OLIVEIRA et al., 2017; CPTEC/INPE, 2018). 

A flora e a fauna da Caatinga são adaptadas às condições específicas do ambiente. Em 

que suas características ecofisiológicas influenciam a fitofisionomia da vegetação, o que faz 

deste bioma um Hot spot para conservação da biodiversidade, devido à alta taxa de 

endemismo (LEAL et al., 2003; FAHN, CUTLER, 1992; SNYDER, TARTOWSKI, 2006).   

A Caatinga tem características heterogêneas e um habitat ocupado por espécies 

resistentes. Dentre as principais espécies estão as da família Euphorbiaceae, tendo o gênero 

Croton como o predominante dessa família, por ser o segundo maior e mais diverso, com 

cerca de 1.200 espécies. No Brasil ocorrem cerca de 316 espécies e 6 variedades, sendo 252 

endêmicas (CORDEIRO et al., 2015). 

As plantas encontradas nesse ecossistema podem produzir classes variadas de 

metabólitos secundários e apresentam mudanças morfológicas bem particulares, que podem 

ser interpretadas como adaptações ao ambiente semiárido da caatinga, como, por exemplo, as 

características do marmeleiro (Croton blanchetianus) e do velame (Croton heliotropiifolius), 

duas espécies comuns desta região (BARROS, SOARES, 2013). 
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2.2 O gênero Croton  

 

2.2.1 Distribuição geográfica 

 

O gênero Croton, um dos mais diversos da família Euphorbiaceae, pertence à 

subfamília Crotonoideae. Possui 1.200 espécies difundidas em regiões tropicais e subtropicais 

(BERRY et al., 2005). No Brasil, ocorrem mais de 300 das espécies desse gênero, muitas das 

quais com propriedades químicas e ou farmacológicas conhecidas (CRUZ et al., 2007; ZAPPI 

et al., 2015). No bioma Caatinga foram catalogadas 68 espécies (CARNEIRO-TORRES, 

2009), sendo o Croton argyrophyllus Kunth, conhecido popularmente como marmeleiro ou 

velame falso, umas das espécies mais abundantes (GARIGLIO et al., 2010). 

Muitas espécies do gênero Croton encontradas na Caatinga têm potencial antifúngico, 

antimicrobiano, antioxidante e inseticida comprovados. Esses atributos se devem aos 

compostos bioativos, produtos do metabolismo secundário das plantas, pertencentes a várias 

classes químicas. Dentre os principais compostos, podem-se citar os terpenoides, 

fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides e tocoferóis, muitos dos quais possuem interesse 

farmacológico de alto valor econômico (MIRANDA et al., 2019; FONTENELLE et al., 2008; 

SILVA et al., 2011; AMARAL et al., 2018; COSTA et al., 2017; DE MOURA SILVA et al., 

2018; DA CRUZ, 2016). 

O Croton argyrophyllus Kunth é uma espécie arbustiva, encontrada em países da 

América do Sul, como Brasil (SILVA et al., 2010), bastante distribuído na caatinga, 

Colômbia, Bolívia e Venezuela (GBIF, 2018) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: GBIF- Global Biodiversity Information Facility (2018) 

 

Figura 2. Distribuição geográfica do Croton argyrophyllus Kunth na America do Sul 
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No Brasil, o Croton argyrophyllus está distribuído entre os estados do nordeste e norte 

(Roraima e Rondônia), conforme dados do Sistema de Informação sobre a Biodiversidade 

Brasileira (SiBBr, 2018) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: SiBBr, 2018 

 

 

2.2.2 Morfologia do Croton argyrophylluss Kunth 

 

O gênero Croton apresenta uma taxonomia complexa, devido ao grande número de 

espécies, sua vasta distribuição geográfica e diversidade morfológica. Por isso, para a 

distinção da espécie, é necessário além das características morfológicas, utilizar as 

características anatômicas dos órgãos reprodutivos (METCALFE, CHALK, 1983). Portanto, 

se faz necessário uma identificação mais criteriosa e especializada de cada espécie estudada. 

A espécie Croton argyrophyllus Kunth é um arbusto com altura entre 1,6 a 5 metros 

(Figura 4) e possui dispersão autocórica (CAMPOS, 2018).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Cruz at al. (2015) 
 

Figura 3. Distribuição geográfica do Croton argyrophyllus no Brasil 

Figura 4. Espécie de Croton argyrophyllus Kunth no seu habitat natural 
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As folhas de Croton argyrophyllus Kunth possuem a face abaxial com coloração 

prateada, dada pelo adensamento dos tricomas lepidotos. Esta espécie pode ser facilmente 

confundida com o Croton tricolor, diferenciando-se, principalmente, pelos tricomas 

uniformemente prateados, disco das flores pistiladas cupuliforme, lepidoto em ambas as flores 

e sementes com testa lisa (SILVA et al., 2010). 

 

 

2.2.3 Atividade farmacológica de Croton argyrophyllus Kunth 

 

A utilização de plantas para a prevenção de doenças é uma das mais antigas práticas 

da medicina humana (PASA, ÁVILA, 2010). Este conhecimento passado de geração em 

geração pode trazer informações importantes, auxiliando pesquisadores na escolha de espécies 

para seus estudos botânicos, farmacológicos e fitoquímicos (MACIEL et al., 2002),  sendo 

algumas espécies do gênero Croton muito utilizadas na medicina popular na África, Ásia e 

América do Sul, como tranquilizantes, inseticidas, vermífugos e analgésicos (BARRERA et 

al., 2016).  

Na caatinga, existe uma variedade muito grande de plantas utilizadas pelas 

comunidades tradicionais para o tratamento de diversas patologias. Estudos mais 

aprofundados tanto fitoquímicos quanto farmacológicos, são necessários para isolar, elucidar 

a estrutura dos componentes e determinar as propriedades biológicas, bem como seus 

benefícios para os seres vivos Neste contexto, o Croton argyrophyllus é uma das espécies em 

potencial para tal finalidade (DE ALBUQUERQUE, 2007). Esta espécie apresenta 

propriedades medicinais comprovadas, como anti-inflamatória, anti-úlcera gástrica, 

antidiabetes, antidiarréico, antireumático, cicatrizante e anticarcinogênica (COMPAGNONE 

et al., 2010; SALATINO et al., 2007; AMARAL et al., 2018).  

Dentre as propriedades dos óleos essenciais de Croton argyrophyllus, estudos 

reportam seu efeito na redução de edema induzido por carragenina 3 a 4 h após sua 

administração, resultados similares ao da dexametasona usada como controle, comprovando 

assim sua ação anti-inflamatória, pois o mesmo inibiu a liberação do radical óxido nítrico 

relacionando o efeito anti-inflamatório com sua atividade antioxidante (RAMOS et al., 2013). 

Além disso, o óleo essencial desta espécie possui a capacidade deinibir a bomba de prótons 

em camundongos, evidenciando uma atividade gastropotetora, contrário da maioria dos anti-

inflamatórios não esteroidais (AMORIM, 2017). Outras propriedades biológicas da espécie 

são a atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como seu 
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potencial antioxidande também já foram reportados, sendo os compostos fenólicos e 

terpenóides, tais como so flavonoides totais, os principais responsáveis por essa atividade 

(DA SILVA BRITO et al., 2018).  

 

 

2.2.4 Atividade inseticida e repelente do gênero Croton 

  

Assim como as propriedades terapêuticas, os produtos naturais de origem vegetal têm 

demostrado potencial na elaboração de bioprodutos alternativos de uso agrícola, a exemplo 

dos óleos essenciais para fabricação de inseticidas naturais (COSTA, COSTA, 2009). Essa é 

uma alternativa para o controle de insetos de interesse tanto na medicinal popular quanto para 

a agricultura. O reconhecimento de seu uso, se deu após observação de que os inseticidas 

sintéticos além de contaminarem o ambiente, estavam eliminando os inimigos naturais das 

lavouras e estavam desenvolvendo resistência aos insetos que acometiam prejuízo econômico. 

Esse fato levou aos fabricantes de defensivos agrícolas a aumentarem a concentração da 

fórmula, tornando os inseticidas comerciais cada vez mais tóxicos para os seres humanos com 

consequente contaminação do ecossistema (KIM et al., 2003; AGUIAR-MENEZES, 2005). 

Exemplo de inseticida prejudicial à saúde humana está o diclorodifeniltricloroetano 

(DDT). Este foi o primeiro inseticida comercial de uso amplo. Após sua descoberta da 

resistência dos insetos à formula, começou a atingir várias populações de insetos (BROWN, 

1986). Atualmente existe mais de 100 espécies de mosquitos resistentes a um ou mais 

inseticidas, em que mais de 50 destes são anofelinos (HEMINGWAY, RANSON, 2000). No 

Brasil já foram relatados casos de resistência dos mosquitos Aedes aegypti aos 

organosfosforados, piretróides, carbamatos e organoclorados em diversos estados (PAEPORN 

et al., 2005). 

Por isso, os óleos essenciais vêm se destacando nas pesquisas como alternativa aos 

inseticidas sintéticos devido à sua biodegradabilidade e por apresentar baixo impacto 

ambiental, além de possuir maior seletividade. Dessa forma, os óleos essenciais têm 

contribuído com o manejo de pragas e vetores (SIMAS, 2004; DE ALBUQUERQUE, 2007; 

TAPP et al., 2009; OLIVEIRA, 2014). Como exemplo de sua aplicabilidade, está a atividade 

biocida dos óleos essenciais extraídos das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth e Croton 

pulegiodorus Baill os quais eliminaram 100% das larvas do mosquito Aedes aegypti (DÓRIA 

et al, 2010). Resultados semelhantes foram observados para os óleos essenciais extraídos das 

espécies de Croton zehntneri Pax e Hoffm, Croton nepetaefolius Baill e Croton 
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argyrophyloides Mull Arg e Croton argyrophyllus Kunth, respectivamente (LIMA et al., 

2006; OLIVEIRA, 2014; CRUZ et al., 2017).  De igual teor, os extratos etanólico de Croton 

linearifolius Müll Arg., também alcançaram 99,17% de letalidade contra as larvas de Aedes 

aegypti (CUNHA et al., 2014). 

 

 

2.3 Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Citronela) 

 

O gênero Cymbopogon possui aproximadamente 140 espécies, das quais se destacam 

duas principais espécies, por sua importância comercial na área farmacêutica e cosmética: C. 

winterianus (citronela de Java) e C. nardus (citronela do Ceilão) (SHASANY et al., 2000; 

SAHOO, DEBATA, 1995). Embora sejam morfologicamente diferentes, estas duas espécies 

vêm trazendo confusão, principalmente no seu uso popular (AZAMBUJA, 2011). A citronela 

de Java (Cymbopogon winterianus) possui folhas menores e mais largas em comparação com 

a citronela do Ceilão (C. nardus), esta possui folhas planas, inteiras, estreitas, longas, de 0,5 a 

1 m de altura, possui margens ásperas, ápice agudo, cor verde, com aspecto curvo e 

aromática, com odor característico de eucalipto (CASTRO, RAMOS, 2003).  

Conhecido como capim Citronela, o C. nardus é sensível à baixas temperaturas, sendo 

bem adaptado ao clima tropical e subtropical.. É uma planta que exige muita água para seu 

crescimento, porém, por se tratar de uma espécie aromática, o excesso de umidade por 

irrigação ou precipitação, reduz o teor do óleo essencial produzido pela planta (CASTRO, 

CHEMALE, 1995). 

Dentre as atividades biológicas do C. nardus, destacam-se a atividade antimicrobiana 

(KOBA et al., 2009; DUARTE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Os monoterpenos 

presentes no óleo, agem diretamente na membrana celular das bactérias, que por afinidade 

lipofílica se ligam à membrana citoplasmática comprometendo suas funções como barreira 

seletiva e local de ação enzimática e geração de energia (SIKKEMA et al., 1995). Além dessa 

ação biológica nas células, o gênero Cymbopogon, atua também como repelente, sendo este o 

mais usado com esta finalidade em todo mundo (TRONGTOKIT et al., 2005). Dois trabalhos 

de revisão sobre o tema destacaram a importância deste tipo de pesquisa para a busca de 

repelentes biológicos e citaram espécies Cymbopogon nardus Rendle, Cymbopogon citratus 

Staph e Cymbopogon winterianus Jowitt, como as principais espécies da família Poaceae 

utilizadas como repelentes (NERIO et al., 2010; DE SOUZA et al., 2019).  Em que a primeira 

espécie, C. nardus, objeto do presente estudo, apresenta destaque em pesquisas de atividade 
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larvicida contra larvas dos mosquitos adultos do vetor Aedes aegypti (CASTRO, RAMOS et 

al., 2003; TRONGTOKIT et al., 2005; PHASOMKUSOLSIL, SOONWERA, 2011; 

SRITABUTRA, SOONWERA, 2013). 

 

 

2.4 Características dos Óleos essenciais 

 

Os óleos essenciais são produtos do metabolismo secundário dos vegetais que 

conferem vantagens adaptativas contra fatores ambientais adversos e proteção contra danos 

químico e mecânico. Atuando ecologicamente na fotoproteção, proteção contra fitopatógenos 

e injúria por herbivoria. Não obstante sua composição química complexa, também possui 

efeito alelopático no controle de espécies competidoras bem como na atração de agentes 

polinizadores e dispersores (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006; GARCIA, CARRIL, 2011; 

DELORY et al., 2016). Entretanto, os fatores edáficos e climáticos, associados aos fatores 

ambientais, influenciam na biossíntese dos constituintes fitoquímicos. Em quem sua produção 

e rota metabólica pode ser modificada em resposta adaptativa de acordo o estímulo recebido, 

podendo este ser de natureza, química (alelopátia), mecânica (herbivoria) ou climática 

(estresse ambiental), provocados naturalmente ou por manipulação agrícola como 

mecanização agrícola, defensivos químico bem como cortes ou arranquio (ROCKENBACH et 

al., 2018).  

 

A composição dos óleos também está relacionado com o órgão da planta onde o óleo é 

produzido e armazenado. folhas, flores, caule, raiz, sementes, cascas), nestes órgãos são 

encontradas as células secretoras que podem ser classificadas em: tricomas, canais e 

cavidades secretores (TAIZ; ZEIGER, 2013). Os tricomas podem ser constituídos por uma 

única célula ou multicelulares, caracterizando assim em vários tipos como os tricomas 

tectores, os tricomas radiculares, os tricomas glandulares e os tricomas mistos (TAIZ et al., 

2017; KERBAUY, 2012). A parte da planta onde concentra os tricomas depende da espécie. 

Em Cymbopogon nardus e Croton argyrophyllus, concentra-se nas folhas com tamanhos 

variados na forma de bolsa e estrela, respectivamente na face abaxial, (BARBOSA, 2007; 

GOMES, 2010) Portanto identificar em qual órgãos da planta é produzido e  armazenado os 

óleos essenciais é importante para o processo de extração adequado (APEZZATO-DA-

GLÓRIA, CARMELLO-GUERREIRO et al., 2006; TAIZ et al., 2017).  
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Existe vários métodos de extração de óleos essenciais em que cada técnica tem a sua 

especificidade. Dentre essas estão a hidrodestilação, destilação por arraste a vapor, cujas 

técnicas são aplicadas em espécies em que o óleo é armazenado nas folhas. Sendo o arraste a 

vapor, o método recomendado pela Farmacopeia Brasileira por não ter contato com a água, 

assim evitando a oxidação e perda de alguns componentes químicos além de possuir baixo 

custo (BRASIL, 2012). 

A extração por solventes orgânicos é outra técnica que pode ser aplicada para a 

extração de óleos da parte aérea, porém, embora garante a extração de todos os compostos 

químicos e mantem a integridade dos mesmos, tem a desvantagem de utilizar substâncias 

tóxicas como o hexano, benzeno, tolueno e éter de petróleo, os quais são altamente nocivos 

para o homem. Diferente dessa, o fluído supercrítico é uma técnica que utiliza o CO2 na 

dissolução dos compostos químicos, sendo a mais tecnológica entre as técnicas, garantindo 

separação do óleo do gás carbônico sem que ocorra perda de compostos e alterações químicas 

quer seja por hidrólises, esterificação, caramelização ou alterações térmicas. 

Já a enfleuragem é utilizada para extração de óleos de matéria prima delicada como as 

pétalas de flores. Trata-se da prensagem dessas em contato com uma gordura inodora que, 

após o processo de saturação da gordura com o óleo das mesmas, esta é filtrada, 

posteriormente o concentrado aromático é diluído em álcool e destilado, obtendo então o óleo 

essencial com alto teor de pureza. Ao passo que a prensagem a frio é utilizada para extração 

de óleos essenciais de pericarpo de citros devido aos seus óleos serem ricos de compostos 

nutracêuticos altamente termolábeis (ANVISA, 2010; PINHEIRO, 2003; SILVEIRA et al., 

2012). 

 

 

2.5 Características e controle do mosquito Aedes aegypti  

 

O Aedes aegypti tem características bem peculiares, tamanho que pode variar de 0,4 a 

0,7 cm de comprimento, cor negra e com listas brancas no dorso, pernas e cabeça. Possui 

dimorfismo sexual, visto que o macho é caracterizado pela antena plumosa e a fêmea por uma 

antena pilosa. Possui três pares de patas e no abdômen contém o órgão excretor e digestivo 

(CONSOLI, OLIVEIRA, 1998). O abdômen do macho é mais fino que os das fêmeas, pois 

esta necessita de um abdômen maior para armazenar os ovos até ficarem aptos para serem 

postos (Figura 5).  
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Figura 5. Imagem do mosquito A. aegypti. A) macho; B) fêmea não alimentada; 

Fonte: Goeldi (1905) apud Sanjad (2003) 

 

 

Apresentam quatro fases em seu desenvolvimento: de ovo ou embrionária, a fase 

larval, a de pupa e a fase adulta, chamadas de holometabólicas ou metabolismo completo; as 

fases de larva e pupa são aquáticas; a fase adulta é a do inseto voador (ALMEIDA, 2011). 

As fêmeas realizam o repasto sanguíneo, responsável pelo desenvolvimento dos ovos, 

que são depositados em ambientes úmidos e próximos a lâminas d´água de algum recipiente 

ou água limpa e parada. Cada fêmea pode depositar de 150 a 200 ovos (MARQUES et al, 

2013; VARGAS et al., 2014). É importante destacar que, caso as condições de umidade não 

sejam adequadas, os ovos podem adquirir resistência ao ressecamento muito rápido. Em 

aproximadamente 15 horas após a postura, eles já são capazes de resistir a longos períodos em 

condições secas, ficando de um ano até 450 dias sem água (FIOCRUZ, 2016; COSTA, 2001).  

Em condições adequadas, os ovos podem eclodir em três dias, iniciando a fase larval, 

que dura em torno de sete dias, possuindo quatro estágios evolutivos. Nesta fase, a larva 

precisa de condições ótimas com alimento e temperatura entre 25º a 29ºC, para uma 

maturação ideal e se transformar em pupa (ALMEIDA, 2011; BESERRA et al., 2009).  

A pupa é essencialmente aquática, possui um par de tubos respiratórios ou 

"trompetas", que atravessam a água e permitem a respiração; não se alimenta e se mantém na 

superfície da água flutuando até a completa metamorfose, que dura de dois a três dias 

(BESERRA et al., 2010). 

A B 
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A fase adulta dura cerca de 45 dias; as fêmeas têm hábitos diurnos para fazerem o 

repasto sanguíneo, de preferência no início da manhã ou fim de tarde. São insetos que se 

alimentam das seivas das plantas, fitófagos, porém as fêmeas precisam também de sangue 

para reprodução, hematófagas (Figura 6). No momento do repasto sanguíneo, a fêmea pode se 

contaminar bem como transmitir o vírus, disseminando as doenças relacionadas ao Aedes - 

Dengue, Zica, Chicungunha e Febre amarela (BESERRA et al., 2009). 

De acordo com as fases do crescimento e reprodução do mosquito são utilizados três 

mecanismos de controle: aplicação de pesticidas, utilização de controles mecânicos e emprego 

da técnica do inseto estéril (SIT). Esta última consiste na liberação de machos estéreis no 

ambiente para interferir no processo reprodutivo, impedindo assim, o desenvolvimento de 

resistência das populações dos vetores (ZHANG et al., 2016). Esta técnica tem se mostrado 

eficiente e de baixo custo (BENEDICT, ROBINSON, 2003; BRYAN, 1968; OLIVA et al., 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ciclo de vida do Aedes aegypti 

Fonte: ARAÚJO et al. (2014b) 

 

Para combater a ovoposição, estas três frentes também são utilizadas, acrescentando as 

ações de profissionais e da população, eliminado os possíveis criatórios e locais favoráveis ao 

ciclo de vida dos mosquitos Aedes aegypti, citando como exemplo objetos depositados em 

lotes abandonados e sem fiscalização como latas, tampas de garrafa, pneus e vasos de plantas 

(BRASIL, 2009).  



26 

A utilização de predadores também mostra um potencial para diminuir a população 

destes mosquitos, a exemplo da planta chamada de Crotalária, que atrai a libélula predadora 

natural de insetos como o Aedes aegypti (COSTA, SANTOS, OLDRINI, 2012).  

Outra forma de combate, é a utilização de agentes biológicos, como a bactéria Bacillus 

thuringiensis israelenses, eficaz no controle das larvas do mosquito (AHMED, 2019). Os 

fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, também são exemplo de medidas 

profiláticas. Esses liberam endotoxinas e, quando ingeridas pelo mosquito, provocam 

toxidade ao aparelho digestório e respiratório da larva (DENG, 2019). 

Embora existe essas medidas alternativas, o controle químico ainda é uma das técnicas 

mais utilizadas para eliminar o vetor em todas as fases de vida. Inseticida a base de 

organoclorados, foi a principal forma de combate do vetor até o final dos anos 70. Sendo o 

DDT o mais utilizado e, posteriormente proibido devido à alta intoxicação animal e humana 

(ALDRID, 1979). Porém mesmo proibidos na maioria dos países do mundo, estes compostos 

ainda são utilizados no continente africano para o combate à malária (WHO, 2018). 

 Os organofosforados, principalmente o temefós, são os inseticidas mais utilizado na 

fase larval e os piretróides, derivados na estrutura das piretrinas, para a fase adulta 

(CARNEIRO, 2006). Estes também apresentam problemas de resistência múltiplas do Aedes 

aegypti à fórmula (KOOU, 2014; OPAS/OMS, 2016). 

A ação repelente como uma forma de controle, tendo como exemplos roupas e telas 

impregnadas com inseticidas, tem sido utilizado por gestantes e por crianças. Essa medida 

apresenta a vantagem de fácil execução e ainda poder combinar com outras estratégias 

(ZARA, 2016). O conjunto das técnicas no combate e ou controle do vetor tem apresentado 

deficácia pois, além de diminuir a utilização de agentes tóxicos, também melhora a qualidade 

de vida das pessoas, sem provocar riscos para a saúde de outros organismos no meio ambiente 

(BRASIL, 2009; WHO, 2009). Contudo, o uso de técnicas em conjunto para combater a 

ovoposição, o desenvolvimento na fase aquática e a fase adulta dos mosquitos, tem 

apresentado eficácia sendo ainda a melhor estratégia (ZHANG, 2016).  

Fora do combate ao mosquito, outra linha de pesquisa promissora, mas para o controle 

da doença dengue ou zika, seria as vacinas. Porém algumas destas vacinas ainda estão em fase 

de testes. Onde a única vacina comercialmente distribuída no Brasil, é tetravalente, 

recombinante, denominada de CYD-TDV (BRASIL, 2016). Esta ainda não apresenta 

eficácias garantidas de imunidade (DA SILVEIRA, 2019; DIAMOND, 2019). Não obstante 

outras vacinas estão sob investigação pelo Instituto Butantã em parceria com a National 

Institutes of Health (EUA). Em que experiências com a CYD-TDV tem aprimorado em 
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estudo dessa última, a qual aspira resultado promissor podendo alcançar eficácia de até 90% 

de proteção ao humano contra o vírus da dengue (DA LUZ et al., 2019). 

 

 

2.6 Características e propriedades dos repelentes 

  

O desenvolvimento de repelentes evoluiu com a história do homem; foram do simples 

hábito de passar folhas na pele, fazer fumaça para espantar os insetos, ao uso de óleos como 

de eucaliptos ou de menta, que eram passados diretamente no corpo, até chegar a produtos 

cosméticos, além do uso de velas com odores (KATZ et al.,  2008). As pesquisas revelam 

que, para a busca por repelentes naturais menos tóxicos e mais eficazes, será necessário 

identificar e isolar sua substância ativa com maior poder de repelência, como, por exemplo, o 

p-mentano-3,8-diol (PMD), extraído do óleo de eucalipto (LEAL, 2014). Portanto, a 

caracterização dos óleos essenciais utilizados por diversos pesquisadores (OLIVEIRA, 2014; 

RAMOS et al., 2013; RAMOS, 2016) pode trazer pistas de quais são as substâncias presentes 

para um futuro isolamento e realização de testes de repelência. 

Neste sentido, o desenvolvimento de inseticidas e repelentes oriundos de plantas 

apresenta-se como uma proposta promissora (SILVA et al., 2014). Muitos extratos de plantas 

e/ou óleos essenciais têm sido testados para avaliar sua atividade repelente contra várias 

espécies de insetos, como os óleos essenciais das espécies: Trichilia pallida Swartz (baga de 

morcego), Carapa guianensis Aublet (andiroba), Copaifera sp. (óleo de copaíba), 

Cymbopogon nardus L. Rendle (citronela), Cymbopogon citratus (DC) Stapf (capim-limão), 

Ruta graveolens Linnaeus  (arruda), Eucalyptus globulus Labill (eucalipto), Chenopodium 

ambrosioides L. (erva-de-Santa-Maria), Ocimum basilicium L. (manjericão), Rosmarinus 

officinalis L. (alecrim-de-cheiro), Mentha pulegium L. (poejo) e Carapa guianensis Aubl. 

(andiroba) (TISSOT, 2008; OLIVEIRA, 2008a; OLIVEIRA, 2008b; BUENO, 2010).  

Entender a dinâmica e os mecanismos que atraem o mosquito até o local da picada é 

muito importante no estudo de repelentes. A descoberta dos alvos receptores no sistema 

olfativo de mosquitos é um grande desafio para a ciência, mas podem proporcionar a busca 

por repelentes mais eficazes, duradouros e seguros (RAY, 2015). 

Para um repelente ser considerado efetivo é preciso que ele possua algumas 

características (ISLAM et al., 2017a): 

a) Impedir o pouso por um período de tempo (repelente espacial); 

b) Fazer com que o mosquito se oriente para longe após aterrisagem (irritante de contato); 
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c) Provocar anti-alimentação, supressão e anorexia (Dissuasão); 

d) Bloquear atração para humanos (Odor maskers - também chamado de inibição de atração); 

e) Visual maskers que perturbam a indicação visual do mosquito, prevenindo a localização do 

hospedeiro (ISLAM et al., 2017a). 

Dentre as características supracitadas, infelizmente ainda não existe um repelente que 

atenda todos estes requisitos (AMBROZIN et al., 2006). Porém, pesquisas recentes têm 

apresentado resultados promissores, salientando que a busca por repelentes naturais pode ser 

uma alternativa para o controle e proteção humana contra mosquitos sem prejuízo ao meio 

ambiente (DE SOUZA et al., 2019). 

 

 

2.6.1 Tipos de repelentes 

 

No Brasil, as opções de repelentes comerciais são poucas e os mais eficazes ou com 

comprovação de eficácia e com licença aceita pela ANVISA são os sintéticos, sendo que o 

N,N-Dietil-meta-Toluamida – DEET, ainda é o repelente mais eficaz e sua duração depende 

da concentração no produto (STEFANI, 2009) (Tabela 1), porém com restrição de uso 

relacionado com toxidade na pele, ou seja, não são permitidos para crianças abaixo de 2 anos 

e, em concentrações acima de 10%, somente para crianças a partir de 12 anos. O mesmo autor 

considerou ainda os níveis de evidência já descritos para os repelentes e suas orientações 

descritas pelo Canadense Commitee to Advise on Tropical Medicine and Travel (CATMAT, 

2005).  

O próprio Comitê (CATMAT, 2005) não recomenda o uso de repelentes naturais não 

registrados nos órgãos competentes para proteger contra picadas de insetos, ou seja, não 

recomendam o uso de repelentes sem evidências científicas comprovadas. Em vários países os 

inseticidas e repelentes devem ser revisados quanto à eficácia e segurança pela Agência 

Reguladora, levando em conta, também, os estudos randomizados que indicam se o seu uso 

reduz a incidência de doenças.  

No Brasil os repelentes são classificados no grupo de Grau 2, que são produtos 

sujeitos a autorização para comercialização, a partir da concessão do registro publicado em 

Diário Oficial da União. Conforme RDC Nº 07 (2015), a definição de produto grau 2 é: 

 

Produtos Grau 2: são produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes cuja 

formulação cumpre com a definição adotada no item I do Anexo I desta Resolução e 

que possuem indicações específicas, cujas características exigem comprovação de 
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segurança e/ou eficácia, bem como informações e cuidados, modo e restrições de 

uso (Brasil, 2015). 

 

Tabela 1. Concentrações e tempos de ação estimados de repelentes disponíveis comercialmente no Brasil 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: STEFANI et al, 2009. 

Notas: *informações fornecidas pelo fabricante; **informação não fornecida pela empresa fabricante. 

 

 

Além disso, a Resolução de 19 de abril de 2013, que regulamenta o registro de 

repelentes de insetos, preconiza que alguns estudos sejam feitos no produto acabado: irritação 

primaria e acumulativa, sensibilização cutânea e foto sensibilização. Seu artigo nº 4 orienta 

que estes estudos de repelência sejam realizados de acordo as diretrizes internacionais: 

 

Para comprovação de eficácia de produtos cosméticos repelentes de insetos a 

empresa deverá apresentar, no ato da solicitação do registro, estudos de eficácia do 

produto, efetuados de acordo com as diretrizes da Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos da América (EPA), da Organização Mundial de Saúde (OMS) 

ou outras metodologias validadas e reconhecidas internacionalmente. (BRASIL, 

2013). 

 

Portanto, para a aprovação e registro de repelentes, os testes seguem as normas da nota 

técnica Nº 01 de 2018 (ANVISA, 2018) e devem ser feitos em duas espécies de mosquitos 

antropofílicos, sendo uma dessas necessariamente Aedes aegypti e a outra Culex 

(preferencialmente Culex quinquefasciatus) ou Anopheles (preferencialmente An. stephensi, 

An. gambiae ou An. albimanus). Os repelentes aprovados terão que ter um tempo mínimo de 

30 minutos de repelência frente ao Aedes aegypti, e ainda está condicionada à compatibilidade 

da frequência de reaplicação com a margem de segurança do ativo (STEFANI et al, 2009). A 

empresa deve indicar qual protocolo que seguiu, se foi o da EPA (Environmental Protection 
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Agency) ou o da OMS (Organização Mundial da Saúde); se os testes forem realizados em 

gaiolas, devem seguir as seguintes especificações mínimas: tamanho da gaiola de 35 cm x 35 

cm x 35 cm (todos os lados devem ser maiores do que 35 cm); densidade de 1 mosquito por 

1,160 cm3 (200 mosquitos por gaiola) para EPA e cerca de 200 a 250 mosquitos por gaiola 

para OMS (EPA, 2010; WHO, 2009).  

No Brasil, as substâncias aprovadas como repelentes e registradas na ANVISA 

correspondem àquelas aprovadas nos Estados Unidos pela United States Enviromental 

Protection Agency (EPA), são: N,N-Dietil-meta-Toluamida ou N,N-Dietil-3-Metilbenzamida 

(DEET), Carboxilato de hidroxietilisobutilpiperidina  (Icaridin ou Picaridin) e 

Etilbutilacetilaminopropionato (EBAAP ou IR 3535), além de óleos essenciais, como 

Citronela. Nos Estados Unidos existem: Catnip oil; p-mentano-3,8-diol e 2-undecanona ou 

Metil-nonilcetone. Ainda existem no Brasil os repelentes de ambientes, classificados pela 

ANVISA como saneantes. Para estes produtos são usados diferentes substancias sob a forma 

de espirais, líquidos e pastilhas utilizadas, por exemplo, em aparelhos elétricos, a maioria são 

piretroides. Para que esses sejam aprovados e comercializados, sua eficácia deve ser 

comprovada frente aos mosquitos da espécie Aedes aegypti (ANVISA, 2015). 

 

  

2.6.2 Testes de repelência espacial  

 

Os dois guias da Organização Mundial de Saúde, “As diretrizes para a eficácia de 

repelentes contra mosquitos na pele do homem” e “Diretrizes para testes de eficácia de 

repelentes espaciais” (WHO, 2009; WHO, 2013), têm como objetivos harmonizar testes 

realizados em diferentes laboratórios ou instituições, no intuito de gerar dados comparáveis 

entre si, para facilitar o registro destes tipos de produtos repelentes ou inseticidas, sempre 

lembrando que cada país tem suas legislações específicas para registrar e liberar estes 

produtos ao consumidor. O guia para o teste na pele em humanos orienta que testes 

preliminares de segurança e toxidade devem ser avaliados antes dos testes aplicados na pele 

(WHO, 2013). 

 Conforme preconizado pelo WHO (2013), o termo repelência espacial estuda uma 

série de comportamentos dos mosquitos, frente a um estimulo químico ou substância química, 

que de alguma forma reduz o contato entre o vetor e o ser humano, causando assim 

repelência. O próprio documento citado preconiza que testes em laboratórios podem ser 

modificados ou adaptados à realidade de cada laboratório, mas sempre seguindo as normas 
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básicas de segurança e princípios de boas práticas laboratoriais para testes biológicos com 

inseticidas.  

Normas que devem ser obedecidas (WHO, 2013): 

 Criação de mosquitos padronizados, para garantir representatividade das amostras 

(boas condições ambientais); 

 Observar a segurança da substância testada, principalmente se volátil, com teste de 

toxidade por inalação ou ficar atento a efeitos adversos ou indesejáveis registrados 

durante o teste; 

 Todo pessoal envolvido nos testes deve ser treinados sobre normas de segurança e 

procedimentos operacionais padrão adotados. cujos treinamentos deverão ser 

registrados; 

 Realizar os experimentos dentro das normas éticas nacionais aplicáveis. 

 O principal objetivo de estudos de ingredientes ativos em testes de repelência espacial é 

determinar sua principal ação contra o mosquito estudado, medindo o movimento de 

afastamento do mosquito por estimulo químico, interferência na detecção do hospedeiro e ou 

resposta de alimentação, incluindo ainda duração da proteção em condições padrão bem 

controladas (WHO, 2013). 

O modelo esquemático do dispositivo sugerido pela WHO (2013) está descrito na figura 

7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo esquemático do dispositivo usado no ensaio de repelência espacial 
Fonte: WHO (2013) 

Os componentes são: 1- cilindro de tratamento (metal); 2 - cilindro central; 3 - tampa final; 4 - funis com 

válvulas borboleta; 5 - carretel de metal; 6 - compartimento para colocar o filtro de papel impregnado com a 

amostra. 
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3 ABSTRACT 

 

The objective was to characterize the chemical composition of the essential oils of Croton 

argyrophyllus Kunth. and Cymbopogon nardus L. Rendle. and evaluate their spatial 

repellency activities against Aedes aegypti Linn.  The essential oils were hydrodistilled for 2 h 

and 30 min, submitted to gas chromatography coupled to the mass spectrometer and to the 

repellency test with concentrations of 1, 2, 4 and 10%. DEET was incorporated into the 

emulsion in the same concentrations as a positive control and the pure non-ionic emulsion as 
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a negative control. The repellency tests were obtained from 20 adult females, arranged in 

cylindrical chambers and glass slides containing the samples. Each trial had 10 repetitions 

lasting 10 min. The essential oils of croton showed a yield of 0.37% with 20 compounds, with 

E-karyophylene, bicyclogermacrene, α-Pinene and spatulenol representing 57.38% of the 

chemical composition. The citronella oil yielded 1.07% with 27 compounds, in which the 

citronelal, geraniol and citronellol compounds represented 74% of its composition.  The best 

dose of repellency response was 2%. Croton showed a repellency rate of 57% and Citronella 

presented one higher than 70%. The essential oils of these species have a repellent action 

against the Aedes aegypti mosquitoes. 

 

 

4 INTRODUCTION 

 

 Aedes aegypti Linn. is a diptera of the Culicidade family, discovered in Egypt in the 

13th century and widespread in the African and American continents. This species was 

introduced in Brazil at the end of the 19th century by the arrival of slave ships, triggering 

many diseases. Among these diseases are Dengue and Zica, caused by the viruses that bear 

their respective names and that belong to the Flaviridae family and Chikungunya, caused by a 

virus of the Togaviridae family (Lopes, Nozawa, Linhares 2014). These arboviruses, even 

though they are from different families, have similar initial symptoms, a fact that makes 

clinical diagnosis and treatment difficult (Rodriguez-Morales et al. 2015). 

 Several strategies have been used to combat the vector. Ranging from mechanical 

control, such as the elimination of potential breeding grounds for mosquitoes, as well as the 

introduction of larvophagous fish for biological control to the use of insecticides in chemical 

control. At the beginning of the epidemiological outbreak these prophylactic measures were 
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considered efficient to the point of eradicating the vector between 1958 and 1973, however, it 

was reintroduced in 1976 (Zara et al. 2016).  

 There are many products with repellent action against mosquitoes available on the 

market, including Picaridin or KBR 3023, IR 3535 and p-methane-3,8-diol (PMD). These are 

considered less toxic, but with reduced protective effects (Frances et al. 2004). However, in 

order to make them potent in combating the vector, many repellents had their concentrations 

increased. This strategy, although considered efficient against the mosquito, has shown 

damage to human health, such as skin and eye mucosa irritation, in addition to irreversible 

environmental damage (Patel et al. 2012, Gokulakrishnan et al. 2013, Gill & Garg 2014). 

Therefore, it is believed that the epidemiological scenario of diseases transmitted by the 

vector is due to the resistance developed by mosquito populations during prolonged contact 

with these substances.  

 Due to their lack of efficacy, as well as the toxicity of the products available on the 

market, much research on natural products has been encouraged (Deletre et al. 2019, Yang et 

al. 2019). Out of the various existing natural resources, vegetables have stood out and the 

aromatic species lead the studies developed by research centers aiming at the development of 

biodegradable alternative products of low toxicity (Simas et al. 2004, Tapp et al. 2009, De 

Albuquerque 2007). Among the aromatic species that stand out in the studies are 

Cymbopogon nardus (L.) Rendle and Croton argyrophyllus Kunth.  

 Cymbopogonn Nardus (L.) Rendle, known as Citronella Ceylon, is a plant from the 

Poaceae family, of herbaceous size varying from 0.5 to 1 m tall (Shasany et al. 2000, Sahoo & 

Debata 1995). It has rough leaves, acute apex, green color, from tropical and subtropical 

climates, being well adapted to different environments due to its phenotypic plasticity (Araújo 

et al. 2017). This plant is an essential oil producer, whose oil has antimicrobial properties. It is 

also widely used as an air freshener and as a repellent (Trongtokit et al. 2005, Duarte et al. 
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2007, Koba et al. 2009, Oliveira et al. 2011). In traditional medicine, it is also used as an 

insecticide, dewormer and painkiller. (Barrera et al. 2016).  

 The Croton argyrophyllus Kunth species, belonging to the Euphorbiaceae family, is 

native to Africa, Asia and South America and well adapted to Brazil. In its region of origin it 

is consumed in folk medicine as a tranquilizer, an insecticide, a dewormer and analgesic 

(Barrera et al. 2016). Some of its therapeutic properties are scientifically proven, such as anti-

inflammatory, anti-ulcerogenic, anti-diabetic, anti-diarrheal, anti-rheumatic, with anti-

carcinogenic activities, for the relief of gastritis, abdominal pain, headache and healing 

(Compagnone et al. 2010, Salatino et al. 2007, Amaral et al. 2018, Ribeiro et al. 2018). In 

addition to these properties, its leaves have also shown potential as a natural insecticide 

against Aedes aegypti larvae (De Albuquerque 2007, Costa & Costa 2009, Cunha et al. 2014, 

Dória et al. 2010, Simas 2004, Tapp et al. 2009).  

In view of the biological activities presented by the essential oils of these two 

species, the objective with this study was to characterize the chemical composition of the 

essential oils of Croton argyrophyllus Kunth and Cymbopogon nardus (L.) Rendle, as well as 

to evaluate their spatial repellency activities against Aedes aegypti L. 

 

 

5 MATERIALS AND METHODS 

 

5.1 Collection and identification of plant material 

 

 The leaves of Croton argyrophyllus Kunth were collected in August 2018 at the 

conservation unit National Forest Contendas do Sincorá - FLONA, located in the municipality 

of Contendas do Sincorá - Bahia, geographic coordinates latitude 13º55'15.9” S and longitude 

041º06'53.9” W, in the morning, between 8 am and 9 am. The leaves of Cybopogon nardus 



37 

(L.) Rendle were collected in the garden of UESB, campus of Itapetinga, under the 

geographical coordinates latitude 15 ° 15'23''S and longitude 40 ° 15'27” W in the same 

period. The croton exsiccate was identified by the specialist curator Daniela Santos Carneiro-

Torres from the Herbarium of the Federal University of Feira de Santana - HUEFS, where it 

was deposited under the number HUEFS 4662. Both species also been registered in the 

National System for the Management of Genetic Heritage and Associated Traditional 

Knowledge - SisGen, under the registration number A8C3C76 and AD5FE57, respectively. 

 The plant material was sent to the UESB Natural Products Laboratory (LAPRON), 

where it was subjected to a drying process for 18 h in an air circulation oven at 40 ° C. 

Subsequently, 100 grams of the dry leaves of each species were subjected, in triplicate, to 

hydrodistillation with deionized water for 2 h and 30 min, using a modified Clevenger 

apparatus. After the extraction process, the essential oils were collected and the residual water 

was eliminated through the addition of anhydrous sodium sulfate (Na2SO4). The oil yield was 

calculated based on the dry biomass, according to the equation: 

  

 The essential oils were stored in amber glass bottles and kept refrigerated at 4ºC until 

the moment of chemical characterization. 

 The chemical characterization of essential oils was carried out at the Chemistry 

Department of the Federal Rural University of Rio de Janeiro (ICE/UFRRJ). The analyzes 

were submitted to Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (CG/EM). The 

chromatograph used was an HP 5890 - Series II, using an HP-5 column from the brand 

Agilent, with 30 m x 0.25 mm internal diameter x 0.25 μm film thickness. The carrier gas 

used was helium, with 99.999% purity, with a flow rate of 1 mL.min-1 and a pressure of 12 

psi. The furnace heating schedule was from 60 to 260°C (3 ° C.min-1), then 10°C.min-1 to 

290°C, with injector temperature at 220ºC, interface at 310ºC and ion source at 250ºC (FID). 
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Sample solutions were prepared in dichloromethane and injected 1 μL into the chromatograph 

with a flow rate (Split) of 1:30. 

 In order to make the calculations of the retention indexes of the compounds possible, 

under the same operational conditions, a series of hydrocarbons were injected (C8 a C20). The 

retention index for each compound that presented relative abundance ≥ 0.5% was calculated 

with the chromatograms of the detected constituents, applying the logarithmic equation 

proposed by Kovats conforme modelo:     

                                                        

Where, KI = Kovats index; T’R (i) = retention time of the analyte; T’R(n)= lower chain 

hydrocarbon retention time; T’R(n + 1) = is the number of carbons in the adjacent pattern most 

retained and n = number of carbon atoms in the pattern (Adams 2007).  

The calculated retention indexes were compared with those found in the NIST 2.1 

library (Nist 2008), present in the equipment and, for better attribution, the spectra were also 

compared with the scientific literature data (Adams 2007).   

 

5.2 Obtaining the emulsions and preparing the samples 

 

 The tests for evaluating the spatial repellency activity were carried out at the Natural 

Insecticides Research Laboratory at UESB (LAPIN). The basic non-ionic emulsion for 

sample preparation was composed of three phases, an aqueous one, an oily one and a 

complementary. The aqueous phase was composed of disodium EDTA (0.1g), paraben 

preservative solution (3.3g) and purified water q.s.p.100 mL. The oily phase was composed of 

15 g of non-ionic self-emulsifying wax (cetearyl alcohol, ceteareth-20, mineral oil, lanolin 

and vaseline alcohol), dimethicone (2 g), Butylhydroxytoluene (0.05 g) and octyl stearate (2 

g). The complementary phase consisted of 0.6 g of a 50% imidazolidinylurea preservative 

solution. The phases were heated separately in a beaker at a temperature of approximately 
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75ºC. The oil phase was added to the aqueous phase under gentle agitation at a temperature of 

40ºC to reduce the volume, and then the complementary phase was added. After mixing and 

homogenizing the phases, the emulsion had its pH adjusted to a range between 5.5 to 6.5 with 

50% citric acid and 10% sodium hydroxide. 

In possession of the basic non-ionic emulsion, formulations of essential oils of the 

species Croton argyrophyllus (Croton) and Cymbopogon nardus (Citronella) were prepared in 

concentrations of 1, 2, 4 and 10%. As a positive control, the non-ionic emulsion incorporated 

with N, N-diethyl-3-methylbenzamide (DEET) was used in the same concentrations as the 

essential oils and, as a negative control, the pure non-ionic emulsion was used. The 

formulations were stored in a refrigerator and only removed one hour before the bioassays 

were performed.  

 

5.3 Spatial repellency tests 

 

The spatial repellency tests were conducted under laboratory conditions, with an 

average temperature of 24.7°C and an average humidity of 71.5%. The spatial repellency tests 

were performed on an acrylic device developed by the LAPIN team of researchers, according 

to the recommendations of the World Health Organization - WHO. This device consists of 

three cylindrical chambers with dimensions of 12.2 cm in length and 4.2 cm in diameter 

(Figure I): the central chamber, where the A. aegypti females are placed and two lateral 

chambers. In one of the latter, the sample to be tested is placed in a small acrylic container 

and in the other it remains without any formulation. Before starting the experiment, the side 

chambers were covered with black oxford fabric. 

Ae. aegypti females were separated by pupal sexing and placed in test tubes. After 

hatching, the females were transferred to different 16.5 x 25 cm polypropylene cages and fed 

with 10% sucrose solution until the bioassays were set up. 
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Figure I. System for testing spatial repellency developed by LAPIN – UESB. 

1. Central cylinder; 2. Side cylinders; 3. Final cover; 4. Black fabric with velcro at the ends; 5. 

Acrylic plate; 6. Acrylic cover with holes; 7. Assembled system 

 

 

Twenty four hours before the bioassays, the females were transferred to the central 

acrylic cylinder and the repellency tests were carried out according to the adapted 

methodology of the WHO spatial activity test. Ten repetitions were made for each 

formulation using 20 females of Ae. aegypti per repetition, totaling 200 females per sample 

with up to seven days of hatching. 

After the introduction of the formulation in the treatment cylinder (500 mg of each 

sample) one minute was left for the females to adapt, and then the mobile internal structures 

that close the side chambers to the central chamber were opened simultaneously for the 

movement of mosquitoes by the device for ten minutes, then they were subsequently closed. 

In sequence, the black oxford fabric was removed and the number of females in each chamber 

was counted. These procedures were performed for all treatments. At the end of each test, the 

chambers were kept open for 20 minutes for odor dissipation and sanitation. 
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5.4 Data analysis of the spatial repellency tests 

 

 

The calculation of the Space Activity Index (SAI) was performed based on the equation 

proposed by Grieco (2005):  where, NC = Number of females in the 

control chamber; NT = Number of females in the chamber with the treatment and Rm = 

Percentage of movement response in each repetition. This index ranges from –1 to 1, with 

zero indicating that there was no response; –1 indicates that all mosquitoes have moved to the 

treatment chamber, resulting in an attractive response; and 1 indicates that all mosquitoes 

moved to the control chamber, indicating a repellent action and zero indicating no response. 

The movement response (Rm) was calculated using the equation:  

The repellency index (RI) was also calculated as recommended by Grieco et al. (2005), 

Grieco et al. (2007) and Achee (2009) using the equation: , where, NC 

= average number of mosquitoes moved to the control camera and NT = the number of 

mosquitoes moved to the camera by the treatment. 

After obtaining the SAI, the data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA), 

where the significant values for the F test (p≤0.05) were subjected to the Tukey tests at 5% 

probability.  
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6 RESULTS  

The essential oils analyzed showed a viscous appearance, with a characteristic odor and 

slightly yellow color. Croton argyrophyllus Kunth oil showed an average yield of 0.37%, its 

chemical characterization allowed the identification and quantification of 20 chemical 

constituents. On the other hand, the essential oil of Cymbopogon nardus (L.) Rendle yielded 

1.07%. 34 peaks were detected in this sample, with the possibility of identifying 27 

compounds (Table I).  

 

Table I: Chemical composition of the essential oil of Croton argyrophyllus Kunth and 

Cymbopogon nardus (L.) Rendle 

Nº  Compound IK calc. IK lit. ÁR Croton (%) ÁR Citronela (%) 

1 α-Pineno 941 939 12.58 - 

2 β-Pineno 979 979 1.66 - 

3 Mirceno 984 990 1.34 - 

4 Silvestreno 1036 1030 1.86 - 

5 (Z) -β-Ocimene 1038 1037 1.88 - 

6 1,8-Cineol 1040 1031 5.30 - 

7 Not identified - - - 0.06 

8 α-Limonene 1040 1018 - 2.33 

9 E-β-ocimene 1053 1050 1.57 - 

10 Linalool 1108 1095 - 0.50 

11 Citronelal 1174 1153 - 42.93 

12 Not identified - - - 0.06 

13 Not identified - - - 0.09 

14 E-Neral 1238 1239 - 0.41 

15 Citronelol 1246 1225 - 11.18 

16 E-Geraniol 1276 1249 - 19.89 

17 2,6-Octadienal 1283 1267 - 0.64 
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18 Cyclohexanol 1364 1330 - 1.30 

19 citronelol acetate 1371 1352 - 0.77 

20 β-Elemeno 1380 1385 5.15  

21 Geranyl acetate 1393 1379 - 1.44 

22 β- isocumene 1399 1408 1.17 - 

23 Β-elemeno 1405 1389 - 1.24 

24 E-Karyophylene 1426 1419 18.23 - 

25 Cytronelil 1419 1409 - 0.66 

26 NI - - - 0.07 

27 α-Humulene 1461 1454 4.25 - 

28 9-epi-E-Karyophylene 1466 1466 0.82   - 

29 Germacrene-D 1486 1485 6.66 1.40 

30 β-Selinene 1494 1490 0.78 - 

31 NI - - - 0.10 

32 NI - - - 0.21 

33 Bicyclogermacrene 1501 1500 16.24 - 

34 α-Germacrene 1513 1509 2.03 - 

35 γ-Cadinene 1529 1513 - 0.30 

36 ∆Cadineno 1539 1523 - 1.32 

37 Elemol 1570 1549 - 6.57 

38 Not identified - - - 2.57 

39 Not identified - - - 0.10 

40 Spatulenol 1585 1578 10.33 - 

41 Karyophylline Oxide 1589 1582 6.09 - 

42 Viridiflorol 1592 1592 1.33 - 

43 Alpha-aromadene 1641 1641 0.74 - 

44 ɣ-Eudesmol 1639 1650 - 0.04 

45 (epi)-α-Cadinol 1650 1640 - 0.34 

46 Ledol 1661 1642 - 1.05 

47 Cyclodecadien-1-il 1675 1648 - 1.97 
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48 α-Cadinol 1715 1654 - 0.04 

49 NI - - - 0.04 

50 NI - - - 0.20 

51 NI - - - 0.06 

Detected 20 34 

Identified 20 27 

Total hydrocarbon monoterpenes (5) 19.32% 2.33 

Total oxygenated monoterpenes (2) 6.87% 78.65 

Total hydrocarbon sesquiterpenes (9) 55.33% 3.60 

Total oxygenated sesquiterpenes (4) 18.49% 9.59 

Components ≤0.5%  5.83 

Total (N) 100 100 

No.: peak number by Capillary column elution order; Ik calc.: calculated retention index; RI 

Lit.: DB-5 capillary column Kovats indixes (ADAMS, 2007); AR: Relative abundance 

regarding the peak chromatogram area of each essential oil component; NI: Not identified. 

As for the spatial repellency activity, the results obtained indicated that the 

concentration of 2% showed better efficiency in all parameters evaluated (average percentage 

of movement response of mosquitoes - Rm; spatial activity indices - SAI and repellency 

indixes - RI) (Table II and Figure II).  

 

Table II: Spatial repellency activity of the essential oils of Croton argyrophyllus and 

Cymbopogon nardus against Aedes aegypti. 

Samples Concentration  
N sample 

(mosquitoes)  

% response 

movement 

(Rm) 

Rate 

IAE 
IR % 

Variance 

(P<0,05) 

DEET 1% 10 (200) 0.655 0.365 69.930 0.016 

Citronella  1% 10 (200) 0.830 0.691 89.870 0.001 

Croton 1% 10 (200) 0.710 0.470 77.460 0.030 
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Cream without IA3 ... 10 (200) 0.770 0.100 11.280 0.049 

Glass slides 

without sample 

... 10 (200) 0.710 -0.030 0* 0.005 

DEET 2% 10 (200) 0.745 0.535 81.100 0.043 

Citronella  2% 10 (200) 0.875 0.704 89.100 0.007 

Croton 2% 10 (200) 0.735 0.575 86.110 0.022 

Cream without IA3 ... 10 (200) 0.745 0.255 14.650 0.152 

Glass slides 

without sample 

... 10 (200) 0.805 -0.145 0* 0.038 

DEET 4% 10 (200) 0.585 0.385 78.100 0.031 

Citronella  4% 10 (200) 0.820 0.507 79.840 0.008 

Croton 4% 10 (200) 0.690 0.380 69.480 0.025 

Cream without IA3 ... 10 (200) 0.740 0.270 47.620 0.045 

Glass slides 

without sample 
...   10 (200) 0.765 0.145 20.640 0.043 

DEET 5% 10 (200) 0.725 0.485 77.180 0.038 

Citronella  5% 10 (200) 0.805 0.550 77.200 0.006 

Croton 5% 10 (200) 0.685 0.235 44.950 0.044 

Cream without IA3 ... 10 (200) 0.535 -0.075 0* 0.021 

Glass slides 

without sample 
... 10 (200) 0.760 0.010 0* 0.029 

 

SAI : spatial activity index; IA: Active Ingredient used in all tests; RI: Repellency index; *: Numbers of mosquitoes in the camera with 

greater treatment than in the control camera, showing no repellency. 
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Figure II: Spatial Activity Index (SAI) of samples at 1%, 2%, 4%, and 5% 

tested against Ae. aegypti females 

The movement response (Rm) ranged from 53.5 to 87.5%. The repellent activity index 

(RAI) ranged from 0.03% to 0.70%. And the repellency index (RI) varied from 11.2% to 89% 

(Table II). The lowest movement response (RM) was recorded for the control (pure cream) in 

the tests with the highest concentration (5% oil), which differed from the control of the other 

concentrations (Figure II). 

 

 

7 DISCUSSION 

 

The yield of the essential oil obtained for Croton argyrophyllus was higher than that 

obtained by Araújo et al. (2014a), who reported a content of 0.33%. Cruz (2017) obtained a 

content of 0.48% for the same species collected in May. Ramos et al. (2013) observed a yield 

of 0.76% in material collected in October in the municipality of Canindé de São Francisco, 

state of Sergipe. Nevertheless, studies by Ribeiro et al. (2018), with species of Croton 

blanchetianus, Croton nepetifolius and Croton zenthtneri, collected at different times (8:00 
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am, 12:00 and 20:00 pm), showed that the extraction yield of essential oils was better at noon, 

corresponding to 0.39%; 0.67% and 1.79% of essential oils, respectively. This observation 

corroborates the data found in the literature, which report that the production of essential oils 

tends to occur in crops under high levels of solar radiation, due to biosynthetic reactions. But 

each species has a type of secretory structure, whose tissues accumulate essential oils in 

different periods (Taiz et al. 2017). 

The content observed for Cymbopogon nardus oil corroborates that reported by De 

Castro et al. (2010) for the same species, when grown for 168 days. The worst content of 

essential oil was observed at 112 days of cultivation, corresponding to 0.65% and the best 

content occurred at 84 days, corresponding to 1.10%. While using fresh leaves obtained from 

the Medicinal Horto from UFLA, collected at eight in the morning in January 2008, Oliveira 

et al. (2011) obtained a yield of 2.27% ± 0.70. Brant et al. (2010), in a planting experiment 

with one meter distancing between plants, observed a production of 0.16% and, in association 

with cotton, the content reduced to 0.061%. Therefore, the season, cultural treatment and 

harvest time influence the production of biomass. In the case of studies that require a greater 

amount of raw material to perform biological tests with repellent action, factors such as these 

are crucial in the production of plant material. The essential oil content is an important 

indicator to optimize the scale of production of aromatic plant species.  

Out of the 20 components found in the essential oil of Croton argyrophtllus, nine were 

more representative, they are: α-Pinene (n ° 1 = 12.58%), 1.8-Cineol (n ° 6 = 5.3%), β-

Elemene (n ° 20 = 5.15%), E-karyophylene (n ° 24 = 18.23%), α-humulene (n ° 27 = 4.25%), 

germacrene-D (n ° 29 = 6.66%), bicyclogermacrene (n ° 33 = 16.24%), spatulenol (n ° 40 = 

10.33%) and karyophylene oxide (n ° 42 = 6.09%), (Table I). Among these compounds, 

researchers report that compounds number 1, 6, 24, 33 and 40, are major representatives of 

the species (Cruz et al. 2017, Araújo et al. 2014, Ramos et al. 2013, Fontenelle 2008, Da Silva 
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Brito 2018, Souza et al. 2017). These constituents occur abundantly in relation to the other 

compounds, in addition to having high biological activity, they are responsible for the species 

odor (Simões et al. 2007). 

Germacreno D is present in several samples of the mentioned works, except in the 

works of Araújo et al. (2014) and Fontenelle (2008), β-Elemeno was absent only in the 

sample of Souza et al. (2017), α-humulene was absent in Fontenelle's work (2008) and 

karyophylene oxide was not found in two of the samples of Cruz et al. (2017), Araújo et al. 

(2014), Ramos et al. (2013) and Fontenelle (2008). 

In the essential oil of the species Cymbopogon nardus (L.) Rendle, out of the 27 

compounds identified, 80.57% are represented by four compounds: citronellal (n ° 11 = 

42.93%), geraniol (n ° 16 = 19.89%), citronellol (n ° 15 = 11.18%) and elemol (n ° 37 = 

6.57%) (Table I). This representativeness reports the standard for the chemotype of this 

access, which differs chemically from oils reported in studies of chemical characterization of 

other accessions of the same species (Ahmad & Viljoen 2015, Trindade et al. 2015, Aguiar et 

al. 2014, Andrade et al. 2012, Oliveira et al. 2011, Silou et al. 2017). Nakahara et al. (2003), 

for example, reported geraniol (35.7%), geranial (22.7%) neral (14.2%) and geranyl acetal 

(9.7%) as major constituents, a potential chemotype. While cironelal (5.8%) and citronellol 

(4.5%) were considered secondary compounds by the authors.  

 Elemol (n ° 37) is also reported in the literature as present in some chemotypes in 

varying concentrations. Among the observed percentages, it can reach 25.38%. This 

compound is considered the chemical marker of the genus Cymbopogon located in the 

Mascarene archipelago, in the Pacific Ocean (De Toledo et al. 2016, Chen et al. 2014, Ahmad 

& Viljoen 2015; Trindade et al. 2015, Kpoviessi et al. 2014, Aguiar et al. 2014, Wei & Wee 

2013, Andrade et al. 2012, Oliveira et al. 2011, Silou et al., 2017, Koba et al. 2009, Clain 

2018). However, other references report the absence of this constituent in the chemical 



49 

composition of species collected in different locations, both cultivated and native. The 

chemotypes reported in the literature with no elemol were obtained from accesses in India, 

Thailand, from the UFLA medicinal vegetable garden in the south of Minas Gerais state and 

from commercial planting in the state of São Paulo (Mahalwal & Ali 2003, Kandimalla et al. 

2016, Nakahara 2013, Oliveira et al. 2011, Barbas et al. 2017).  

Other chemical profiles are also reported for the species, which have presented 

different compounds from those described above. Commercial citronella essential oils 

(Florien®, Piracicaba, SP, Brazil), for example, do not have the citronellal constituent (Barbas 

et al. 2017).  In the same way that citronelol was not detected in populations of the species 

occurring in Nilgiri Hills, Ooty, India (Barbas et al. 2017, Kpoviessi et al. 2014, Mahalwal & 

Ali 2003). As well as in the present study, the geranial, known as citral-A, the trans-isomeric 

form of cis-neral (n ° 14), was also not detected in the essential oil of the collection of the 

Botanical Garden from Abomey-Calavi University.   

Another observation made is regarding the constituent Limonene (n°8), which was 

obtained in 2.33%. According to the literature, this compound is not common in citronella 

essential oils and, when it occurs, it is a trace element (Mahalwal & Ali 2003). Therefore, the 

detection of this compound in the oil of the present study suggests that it has a biological 

activity different from the others.  

The results discussed here emphasize that the chemical composition of Croton 

argyrophyllus and Cymbopogon nardus oil, due to the genetic character of the species and 

according to the environmental conditions in which the plants are exposed, present phenotypic 

plasticity. These factors distinguish accessions as to their chemical characteristics, which 

justifies the same species having more than one chemotype. For this reason, the correct 

identification of plants, as well as knowledge about their chemical and environmental 

attributes are important to promote research on natural products based on the presence of 
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secondary metabolites in plants. (Araújo et al. 2014,  Fontenelle 2008, Souza et al. 2017, Cruz 

et al. 2017, Borsato et al. 2008, Machado et al. 2013). 

For the spatial repellency activity, Cymbopogon nardus oil showed a higher movement 

response than Croton argyrophyllus oil in all concentrations, however, for this parameter, 

there was no significant difference between the essential oils of the two species. Although this 

variable did not present a significant difference, it was observed that the DEET control at 1%, 

Croton oil at 4% and 5%, as well as pure cream at 5%, were the treatments that demonstrated 

the least movement response, with similar response percentages (Table II). However, in the 

case of the control group, the DEET standard maintained the SAI indexes between 0.365 to 

0.535 and the RI index greater than 69% in the four concentrations evaluated. 

He also noted that for both the SAI and the RI the repellency activity was reduced as the 

sample concentration increased. In samples with essential oils of citronella, the spatial activity 

index (SAI) was above 0.69 and the repellency index (RI) above 89% for concentrations of 

1% and 2%. While at concentrations of 4 and 5% these values dropped to SAI 0.50 and 0.55 

and RI 77 and 79%, respectively. The same behavior was observed for Croton argyrophyllus 

oil, where SAI and RI were more efficient at 2% with 0.57 and 86%, reducing to 0.23 and 

44.95% for the highest concentration (5%) (Table II and Figure II).  

In relation to blank tests, performed only with glass coverslips, without the presence of 

samples, the spatial activity indexes (SAI) were significantly lower or almost null when 

compared to tests performed with all samples and with variation in all the tests for (p <0.05). 

It was observed that the SAI of the pharmaceutical form used, non-ionic emulsion, without 

the active ingredient showed activity and average attractiveness for the 40 samples close to 

zero, with values ≤0.175. That indicates the reliability in the use of this base in 

pharmaceutical formulations (Figure II). 



51 

It is believed that in concentrations of 4 and 5% of essential oil, as these products are 

volatile, saturation of all the device's cameras may have occurred, confusing the orientation of 

mosquitoes and thus interfering with their escape instinct, affecting the repellent potential of 

the oils. Even so, citronella essential oil showed superior results to DEET in all concentrations 

for SAI. This result is corroborated by the literature when reporting that citronella oil in 

concentrations of 0.5 and 1%, had a spatial activity index of 0.22 and 0.35, and in 

concentrations of 2 and 3% an average repellency rate of 80% was also observed 

(Sathantriphop 2015).  

According to the literature, citronella essential oils have a high percentage of E-

karyophylene, that being the component responsible for the repellent activity against Aedes 

aegypti (Gillij et al. 2008, Mahalwal & Ali 2003, De Toledo et al. 2016, Ahmad & Viljoen 

2015, Kpoviessi et al. 2014, Wei & Wee 2013; Silou et al. 2017, Nakahara 2013). Other 

constituents such as the monoterpenes limonene, citronelal and citronelol were identified in 

the present study (compounds no. 8, 11, 15), among which citronelal was the major 

constituent found with 42.93% (Table I). The repellent activity of this compound against A. 

aegypti has also been described in the literature (Ibrahim & Zaki 1998, Jaenson et al. 2006, 

Park et al. 2005, Yang et al. 2004).  

As Cymbopogon nardus, different chemotypes of Croton argyrophyllus have a toxic 

effect for larvae and for adult individuals of the dengue vector (Aedes aegypti) (Cruz et al. 

2017). Although the studied species did not present the best results in the present study; 

Croton's essential oils are recommended by the authors as potential botanical insecticides, as 

they present low danger to human health and the environment, since it did not present toxicity 

in mice. For this species, one of the chemical constituents reported in the literature, which 

may be responsible for the repellent action, is bicyclogermacrene (Campos et al. 2014). This 

compound, represented by number 33, was detected as the second most abundant component 
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present in the oil, with 16.24% of the 20 compounds identified in the sample (Table I). 

Germacrene D and E-karyophylene were considered as the bioactive constituents present in 

citronella oil responsible for the repellent activity (Dória et al. 2010). Nonetheless, 

Germacrene D was found in a small amount in the sample analyzed (n ° 29 = 1.40%). The 

isomeric forms, E-karyophylene and 9-epi-E-karyophylene (n ° 24 = 18.23% and n ° 28 = 

0.82%) and the oxidized form, karyophylene oxide (n ° 41 = 6, 09%) were identified in higher 

concentrations in Croton oil (Table I). Other authors have also reported E-karyophylene as the 

constituent responsible for the citronella oil repellent action (Silou et al. 2017, Ahmad & 

Viljoen 2015, Kpoviessi et al. 2014).  

However, the weak repellent activity of the isolated molecule of E-karyophylene, 

extracted from Croton heliotropiifolius Kunth and Croton pulegiodorus Baill oils (Dória et al. 

2010), showed that the essential oil repellent activity is linked to the synergism between the 

chemical constituents present in them, capable of potentiating their biological effect 

(Hummelbrunner & Isman 2001, Gillij et al. 2008). 

Nevertheless, both species have pharmaceutical potential for the production of a low 

toxicity repellent. This fact corroborates the data reported in the scientific literature on the 

repellent activity of bicyclogermacrene and E-karyophylene, molecules present in the 

essential oil of Croton argyrophyllus, as well as for citronellar and citronellol, found in the 

essential oil of Cymbopogon nardus. Regardless of that, in addition to these compounds, α-

pinene and spatulenol were also found in croton essential oil, as well as geraniol was 

identified in the citronella essential oil, which together ensured the results obtained. Finally, 

to certify the repellent action of these two species, it is suggested to carry out tests involving 

other concentrations of essential oils, as well as to carry out toxicity tests in order to achieve a 

better effectiveness and accuracy in research. 
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8 CONCLUSION 

 

 The constituents E-karyophylene (18.23%), bicyclogermacrene (16.24%), α-Pinene 

(12.58%) and spatulenol (10.33%) represent 57.38% of the chemical composition of 

the essential oil of croton. While citronelal (42.93%), citronelol (11.18%) and geraniol 

(19.89%), represented 74% of the chemical composition of citronella essential oil. 

  The best dose of repellency response against Aedes aegypti with 85% effectiveness 

was obtained with the formulations of essential oils at 2%. The non-ionic emulsion of 

the essential oil of croton at a concentration of 2% showed a repellency rate of 57% 

and the non-ionic emulsion of the essential oil of Citronella at concentrations of 1 and 

2% showed repellency rates above 70%. 
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12 SUBTITLE 

 

Table I: Chemical composition of the essential oil of Croton argyrophyllus Kunth and 

Cymbopogon nardus (L.) Rendle 

No.: peak number by Capillary column elution order; Ik calc.: calculated retention index; RI 

Lit.: DB-5 capillary column Kovats indixes (ADAMS, 2007); AR: Relative abundance 

regarding the peak chromatogram area of each essential oil component; NI: Not identified. 

 

Table II: Spatial repellency activity of the essential oils of Croton argyrophyllus and 

Cymbopogon nardus against Aedes aegypti. 
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SAI: spatial activity index; IA: Active Ingredient used in all tests; RI: Repellency index; *: 

Numbers of mosquitoes in the camera with greater treatment than in the control camera, 

showing no repellency. 

 

Figure I. System for testing spatial repellency developed by LAPIN – UESB. 

1. Central cylinder; 2. Side cylinders; 3. Final cover; 4. Black fabric with velcro at the ends; 5. 

Acrylic plate; 6. Acrylic cover with holes; 7. Assembled system 

 

Figure II: Spatial Activity Index (SAI) of samples at 1%, 2%, 4%, and 5% tested against 

Ae. aegypti females 

White: without sample, horizontal stripe: pure cream, black dots: DEET, vertical stripe: 

citronela and black: croton 


