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ABSTRACT

Effect of Black-Pepper Extracts on the Larvae of Culex (Culex) quinquefasciatus Say
(Diptera: Culicidae)

The toxic effect of black-pepper extracts on 4th instar of Culex (Culex) quinquefasciatus
Say was evaluated. Testing was performed with methanolic and acetonic soxhlet, and
methanolic and acetonic macerate extracts. Results indicated that toxic effects to mosquitoes
larvae were observed in all tested concentrations. In average, the extracts obtained by the
soxhlet method of extration produced higher mortality and letal time than those obtained by
maceration.
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RESUMO

Avaliou-se o efeito toxico de extratos de pimenta-preta sobre larvas de quarto instar de
Culex(Culex) quinquefasciatus Say. Ostestes foram efetuados com extratos soxhlet metanclico
e acetdnico, e macerado metandlico e acetdnico. Os resultados demonstraram que o efeito
téxico para larvas de mosquito foram verificados em todas as concentragdes utilizadas. Os
extratos obtidos pelo método de extragdo soxhlet tiveram, em média, mortalidade e tempo letal
superiores aos extratos resultantes da maceragao.
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INTRODUCAO

A elevada densidade e antropofilia de Culex (Culex) quinquefasciatus Say, sdo razdes que
tornam este mosquito o principal vetor de filariose bancroftiana, em certas areas do Brasil (Rey
1991). Levantamentos de densidade populacional, feitos por Micks ef al. (1980), indicaram
que estaespécie é, essencialmente, domiciliadae sua populagéo tem-se mostradoalta, nas areas
urbanizadas. A aplicagdo de inseticidas sintéticos tem sido o principal agente no combate e
controle de insetos vetores. Consoli ef al. (1986) afirmaram que em 1980 foram constatadas
142 espécies de culicideos apresentando resisténcia miltipla aos inseticidas sintéticos
tradicionalmente utilizados. Micks et al. (1980) observaram que C. quinquefasciatus, além de
ter sido a espécie de maior frequéncia, foi assinalada como resistente a inseticidas. Além de
causar o desenvolvimento de ragas resistentes, os inseticidas tradicionais causam o
envenenamento de trabalhadores, de animais domésticos, contaminagdo das aguas, disturbios
genéticos e outros (Sighamoni et al. 1986). Devido ao alto custo sécio-econdmico dos
inseticidas tradicionais estdo sendo buscadas alternativas econdmicas, eficientes e
ecologicamente compativeis, como as substdncias de origem vegetal; Hartzell (1944) relatou
que plantas que contém substincias toxicas para larvas e adultos de mosquitos estdo
distribuidas por todo o mundo. Amonkar & Reeves (1970), observaram que oextrato macerado
metandélico e éleo purificado de alho (4/lium sativum) apresentaram efeito toxico sobre larvas
do 3° instar dos mosquitos Culex spp. e Aedes spp. Angerilli (1980) testou extratos de oito
espécies de vegetais de agua doce e observou que todos os extratos tiveram efeito toxico sobre
larvas de Aedes aegypti (Linnaeus) e seis dos extratos repeliram as fémeas na ocasido da
postura. Attri & Prasad (1980) observaram que oleo de Azadiracta indica (Meliaceae) foi
altamente toxico para larvas de C. quinquefasciatus. Dhillon et al. (1982) verificaram que
extratos metandlicos e benzénicos de Myriophyllum spicatum (Halorrhagaceae) foram toxicos
para larvas de C. quinquefasciatus, provocando morte de 60 a 100% das larvas. Banerji ef al.
(1990), isolaram, a partir de extrato de Artemisia nilagirica (Compositae) a substincia
"capillin" com poder toxico sobre larvas de C. quinquefasciatus.

Frutos de Piper nigrum (Piperaceae) possuem em sua constitui¢do, alcaloides e amidas
insaturadas, com efeitos toxicos sobre insetos (Chapman 1974). Hartzell & Wilcoxon (1941)
verificaram efeito toxico de extratos de P. nigrum sobre larvas de C. quinquefasciatus. Hartzell
(1944) trabalhou com extrato acetonico e aquoso de P. nigrum e observou que o extrato
acetdnico, na dosagem de 29 ppm, causou morte de 50% das larvas de C. quinquefasciatus,
a0 passo que o extrato aquoso ndo mostrou nenhum efeito. Neste trabalho, verificou-se o efeito
de extratos brutos de P. nigrum sobre larvas de 4° instar de C. quinquefasciatus..

MATERIAL E METODOS

A pimenta, em grio, utilizada para a obtengao dos extratos foi adquirida no comércio, com
as seguintes caracteristicas: preta, ndo moida, aparéncia sadia e com casca. Os extratos foram
obtidos através de dois métodos: maceragdo e soxlet. Os solventes organicos utilizados para
a extragdo foram acetona (PA) e metanol (PA). No método macerado, os graos da pimenta
foram moidos até a condigdo de po fino. Este po foi separado em duas partes iguais, cada uma
delas foi submetida & maceragio durante 10 dias, com os solventes acetona e metanol,
misturando-se volumes em partes iguais de solvente em po de pimenta. Apos 10 dias de
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maceragdo, cada mistura foi filtrada e a solugdo obtida foi armazenada em frascos de cor escura
e observados a temperatura 0°C. Para o método soxhet, amostras de 100 gramas de pimenta
moida foram colocadas no extrator de soxhlet, junto com os solventes acetona (PA) e metanol
(PA). Estes materiais permaneceram em refluxo durante 48 horas. Apos, as solugBes obtidas
foram reduzidas ao volume de 100 ml através da retirada dos solventes no aparelho rota vapor.
As solugdes foram colocadas em frascos escuros e conservados a 0°C.

Os ensaios, para determinar o efeito toxico sobre as larvas, foram conduzidos em sala
climatizada a temperatura de 25,7 + 2.0°C. Foram utilizados os extratos soxhlet metandlicos
e acetonico, e macerado metanolico e aceténico, cada um em cinco concentragdes diferentes,
em quatro repeti¢des com duas testemunhas, uma com solvente e outra com agua. Na ordem
acima citada dos extratos, as concentragdes foram agrupadas respectivamenteem C1=2,6,2.2,
1,3e1,1ppm,C2=52,4,4,2,6e2,2ppm,C3=10,4,8,8,52¢4,4 ppm, C4=20,8,17,6,10,4
e88 ppme C5=41,6, 35,2, 20,8 e 17,6 ppm. Em cada tratamento usou-se um pote com 200
ml de 4gua, com a devida concentragdo do extrato onde foram colocadas 25 larvas de 4° instar
de C. quinquefasciatus que haviam sido coletadas em agua de floreiras do Cemitério Municipal
Agua Verde de Curitiba, Parana. Avaliou-se o nimero de larvas mortas em intervalos de 12
horas por um periodo de 48 horas, apos a instalagdo dos ensaios. Calculou-se a percentagem
de larvas mortas, sendo a mortalidade corrigida pela formula de Abbott. Foi aplicada a analise
de variancia para detectar diferengas das medias das mortalidades entre os tipos de extratos,
suas concentragdes e o tempo de exposigdo das larvas aos extratos. Para contrastar estas
médias, utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de significincia de 5% (P>0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No geral, através das analises efetuadas verificou-se que as médias de mortalidade larval
foram significativamente mais expressivas nos extratos soxhlet acetonico e metandlico, e as
menores com o macerado metandlicos (Tabela 1). Com relagdo ao tempo de exposi¢do aos
extratos, constatou-se as maiores médias de mortalidade de C. quinguefasciatus 36 horas apos
o tratamento, enquanto que por 12 horas nio foi significativamente eficiente (Tabela 2).

Tabela 1. Médias de mortalidade das larvas de Culex quinquefasciatus quanto aos
diferentes tipos de extratos.

Extratos Num. repet. Meédias originais'
Soxhlet metanélico 28 479a
Soxhlet aceténico 28 382a
Macerado aceténico 28 34,0 ab
Macerado metanolico 28 18,7 b

'Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem entre si pelo teste de Tukey, P= 0,05.
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Quanto as diferengas entre as medias nas cinco concentragdes dos extratos, as mais eficientes
foram observadas em C4 e C5. As C1 nio foram significativamente tdo eficientes quanto as
supra citadas e as C3 e C2 ndo obtiveram diferengas. Para as médias de mortalidade larval
destas cinco concentragdes, evidenciou-se também efeitotoxico significativoquando comparadas
com as médias das testemunhas (Tabela 3).

Os extratos soxhlet metanolico, a 5,2 ppm e soxhlet acetonico, a 4,4 ppm causaram
mortalidade superior a 50% das larvas, apos 12 horas do tratamento, enquanto que nas
concentragdes de 2,6 e 2,2 ppm, respectivamente, a mortalidade de 50% das larvas so foi
atingida nas 36 horas apo0s o tratamento (Tabela 4). A mortalidade maxima no extrato soxhlet
metanolico, foi atingida a partir das 12 horas e com a maior concentragao testada, 41,6 ppm;

Tabela 2. Médias de mortalidade das larvas de Culex quinquefasciatus quanto ao tempo
de exposigdo aos extratos.

Tempo Num. repet. Meédias originais'
36 horas 28 434a

48 horas 28 36,3 ab

24 horas 28 31,6 ab

12 horas 28 252b

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P= 0,05.

para o extrato soxhlet acetonico a mortalidade maxima foi atingida a partir das 24 horas na
concentragdo de 17,6 ppm. Nos extratos macerado metandlico e acetonico, verifica-se, que as
menores concentragdes nao foram eficientes para o controle, e que as maiores concentragoes
testadas proporcionaram mortalidade maxima das larvas. No extrato macerado metandlico,
a mortalidade de 50% ou superior foi atingida na concentragdo 5,2 ppm, 36 horas apds o
tratamento e no extrato macerado acet6nico mortalidade acima de 50% das larvas foi atingida
a partir de 36 horas a partir do tratamento na concentragdo 2,2 ppm. Dhillon et al. (1982)

Tabela 3. Médias de mortalidade das larvas de Culex quinguefasciatus quanto as
concentragoes dos extratos.

Concentragoes Num, repet. Meédias originais’
C5 16 98,4 a
C4 16 94.0a
C3 16 69,0 ab
Cc2 16 437 be
Cl 16 305 ¢
Sem/solvente 16 00 d
Com/solvente 16 00 d

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P=0,05.
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verificaram que extrato de Myriophyllum spicatum nas concentragdes de 255, 637 e 1275 ppm
causaram mortalidade de 90 a 100% em larvas de 1° e 4° instar de C. quinquefasciatus e que
otempo letal (TL50) paraamaior concentragdo (1275 ppm) foi de dois dias, e que paraa menor
concentrago testada (64 ppm) foi de cinco a seis dias. Neste trabalho o tempo letal para os
extratos soxhlet metandlico e acetdnico, nas menores concentragdes de 2,6 e 2,2 ppm,
respectivamente, foi de 36 horas, enquanto que para as demais concentragdes foi de 12 horas.
Para o extrato macerado metandlico, o tempo letal foi verificado 36 horas apds a exposi¢do a
concentragdo de 5,2 ppm. No extrato macerado acet6nico, o tempo letal para as concentragoes
1,1 e 2,2 ppm ocorreu as 48 e 36 horas, respectivamente, e nas duas mais altas concentragdes
dos extratos macerados matendlico e aceténico o TL50 ocorreu a partir das 12 horas de
exposi¢ao.

Tabela 4. Mortalidade acumulada (%) quando larvas de Culex (Culex) quinquefasciatus
foram expostas a agua contendo diferentes concentragdes dos extratos de Piper nigrum'’

Tempo apos o tratamento (horas)

Extratos Concentragdo
(ppm) 12 24 36 48
sem/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
com/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
Soxhlet 2,6 21,0 41,0 51,0 54,0
metandlico 52 67,0 79,0 91,0 92,0
10,4 91,0 97,0 98,0 98,0
20,8 97,0 97,0 97,0 97.0
41,6 100,0 100,0 100,0 100,0
sem/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
com/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
Soxhlet 22 31,0 43,0 60,0 70,0
acetonico 4.4 53,0 60,0 68,0 71,0
8,8 72,0 78,0 86,0 93,0
17,6 99,0 100,0 100,0 100,0
35,2 98,0 100,0 100,0 100,0
sem/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
com/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
Macerado 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0
metanélico 2,6 3,0 11,0 20,0 34,0
52 13,0 29,0 52,0 59,0
10,4 81,0 93,0 100,0 100,0
20,8 90,0 96,0 100,0 100,0
sem/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
com/solvente 0,0 0,0 0,0 0,0
Macerado 1,1 19,0 21,0 33,0 60,0
acetonico 22 31,0 40,0 61,0 69,0
44 56,0 69,0 78,0 80,0
838 79,0 84,0 91,0 91,0
17,6 96,0 98,0 98,0 98,0

'Mortalidade corrigida pela formula de Abbott.
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Dos ensaios efetuados, conclui-se que os extratos soxhlet metanélico e acetdnico, e
macerado metandlico e acetdnico de P. nigrum apresentaram efeito toxico para as larvas de
4° instar de C. quinquefasciatus, em todas as concentragdes testadas. Os extratos obtidos pelo
método de extragdo soxhlet, tiveram em média mortalidade e tempo letal superiores aos
extratos obtidos pelo método maceragio. Nas menores concentragoes testadas (1,3 e 2,6 ppm),
o extrato macerado metandlico foi menos eficiente para o controle de larvas de C.
quinquefasciatus, que os demais extratos.
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