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APRESENTAÇÃO

O ensino é o processo de construção do saber com a apropriação do 
conhecimento historicamente produzido pela humanidade. A Química representa 
uma parte importante de todas as ciências naturais, básicas e aplicadas. O Ensino de 
Química contribui para formação de cidadãos conscientes, ou seja, ensinar Química 
com um intuito primordial de desenvolver a capacidade de participar criticamente 
nas questões da sociedade. A abordagem aplicada em sala de aula deve conter 
informações químicas fundamentais que forneçam uma base para participação nas 
decisões da sociedade, cônscios dos efeitos de suas decisões.

Assim, este e-book possui vários trabalhos selecionados que abordam o 
Ensino de Química, utilizando metodologias e ferramentas facilitadoras do processo 
de ensino-aprendizagem. Além destes trabalhos, são apresentados neste volume 
Pesquisas em Química.

A pesquisa é o processo de materialização do saber a partir da produção de 
novos conhecimentos baseando-se em problemas emergentes da prática social. As 
pesquisas em Química abrangem diversas outras áreas do conhecimento, podendo 
estar relacionadas ao avanço tecnológico, otimização de técnicas e processos, 
melhoria de produtos, entre outros. 

Este e-book traz para você leitor uma oportunidade de aperfeiçoar seus 
conhecimentos em relação ao Ensino de Química e às Pesquisas em Química, 
fortalecendo ações de ensino-aprendizagem para aplicação em sala de aula, 
assim como abrindo novos horizontes sobre sínteses, processos e propriedades de 
produtos para aplicação em benefício da sociedade e meio ambiente.

Bons estudos.

Carmen Lúcia Voigt
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ÓLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Eugenia astringens 
CAMBESS. ANÁLISE QUANTITATIVA (CG-EM) E 

POTENCIAL BIOLÓGICO

CAPÍTULO 17
doi

Alaide de Sá Barreto
Laboratório de Análises Química - Biológica 
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RESUMO: O óleo essencial das folhas de 
Eugenia astringens Cambess (OE-2) foi obtido 
por hidrodestilação em aparelho de clevenger 
modificado. O principal componente do óleo foi 
o α - pineno. A curva de calibração foi efetuada 
através da construção de três curvas com 
cinco níveis, em quadruplicata, com injeção em 
três dias distintos. As concentrações foram de 
100 a 500µg/mL de α-pineno. A porcentagem 
de α-pineno no óleo essencial foi de 2,5% ± 
3,9. Na avaliação estatística da curva global 
de calibração para α-pineno em três dias 
distintos, observou-se que houve uma violação 
das premissas para ajuste dos dados pelo 
Método dos Mínimos Quadrados Ordinários. 
A linearidade foi comprovada na faixa de 
concentração avaliada, porém através do 
modelo linear obtido pelo método dos mínimos 
quadrados ponderados. Verificou-se que para 
cada dia de avaliação do óleo deve-se preparar 
uma curva de calibração para quantificação, 
devido à significância estatística do intercepto 
em um dos três dias de avaliação. O potencial 
citotóxico do OE-2 foi avaliado por difusão 
indireta em gel de agarose em uma cepa de 
Staphylococcus aureus. O OE-2 teve atividade 

http://lattes.cnpq.br/4809250397093241
http://lattes.cnpq.br/7007199583077652
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antibacteriana in vitro relevante no volume de 25 µl. Verificou-se, também que o uso de 
OE-2 (12,5 ml), juntamente com o antibiótico amoxicilina (12,5 µl), não potencializou a 
ação do medicamento, permanecendo invariável. 
PALAVRAS-CHAVE: Eugenia astringens Cambess, essential oil, GC-MS, avaliação da 
linearidade e Homocedasticidade, teste citotóxico, Staphylococcus aureus, ATCC8096.

ESSENTIAL OIL FROM LEAVES OF THE Eugenia astringens. QUANTITATIVE 
ANALYSIS (GC-MS), AND BIOLOGICAL POTENTIAL

ABSTRACT: The essential oil of Eugenia astringens Cambess (OE-2) leaves was 
obtained by hydrodistillation in a modified clevenger apparatus. The main component 
of the oil was α - pinene. The calibration curve was performed by constructing three 
five-level quadruplicate curves with injection on three separate days. Concentrations 
ranged from 100 to 500µg / ml α-pinene. The percentage of α-pinene in the essential oil 
was 2.5% ± 3.9. in the statistical evaluation of the global calibration curve for α-pinene 
on three different days, it was observed that there was a violation of the assumptions for 
data adjustment by the ordinary least squares method. The linearity was verified in the 
concentration range evaluated, but through the linear model obtained by the weighted 
least squares method. It was found that for each oil evaluation day a calibration curve 
should be prepared for quantification, due to the statistical significance of the intercept 
on one of the three evaluation days. The cytotoxic potential of OE-2 was evaluated 
by indirect diffusion on agarose gel in a strain of staphylococcus aureus. OE-2 had 
relevant in vitro antibacterial activity at 25 µl. it was also verified that the use of OE-2 
(12.5 ml), together with the amoxicillin antibiotic (12.5 µl), did not potentiate the action 
of the drug, remaining invariable.
KEYWORDS: Eugenia astringens Cambess, essential oil, GC-MS, linearity, evaluation 
of homocedasticity, cytotoxicity test, Staphylococcus aureus, ATCC8096.

1 | 	INTRODUÇÃO

Eugenia astringens (Sinonímia: E. rotundifolia, E. umbellilora, O. Berg, E. 
cassinoides O. Berg) possui distribuição geográfica pela Bahia, Espírito Santo, São 
Paulo e Rio de Janeiro (STIEVEN et al., 2009). Tem floração de fevereiro a junho. 
Já a frutificação ocorre de abril a dezembro. (SOUZA et al., 2008). Os principais 
componentes encontrados nesta espécie são: α e β-pineno, α-copaeno, β-elemeno, 
aloaromadendreno, δ-cadineno, espatulenol, globulol, epiglobulol, β-cariofileno e 
α-humuleno (DEFAVERI et al, 2011; DE RAMOS et al, 2010). De acordo com estudos 
realizados por Celedonio e colaboradores (2008), o α-pineno possui atividade 
antimicrobiana e neuroprotetora no neuroblastoma humano. Ele age também sobre o 
metabolismo energético das mitocôndrias isoladas por desacoplamento da fosforilação 
oxidativa ou inibição da cadeia de transporte de elétrons. Ramos e colaboradores 
(2010) identificou como componente principal do óleo essência de E. rotundifolia o 
a-pineno (18,8%). A escolha de Eugenia astringens Cambess (Myrtaceae) foi baseada 
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no alto rendimento do óleo essencial nas folhas e a fácil coleta da planta. De acordo 
com os dados da literatura, ainda não haviam sido realizados, com o óleo essencial, 
testes de citotoxicidade, genotoxicidade, sensibilidade e irritação da pele. Além disso, 
ainda não haviam sido realizados ensaios de precisão intermediária (interdia) para 
verificar se as curvas de calibração do alfa pineno estavam dentro dos parâmetros de 
linearidade exigidos (BRASIL, 2012ª,b). As ausências dessas informações, também 
corroboraram com a escolha e o interesse científico por esta espécie. Portanto, o 
presente tem como objetivo de: avaliar a ação antimicrobiana, citotóxica e genotóxica 
in vitro do óleo essencial (OE-2) na cultura bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 
8096 e avaliar o uso OE-2 com antibiótico descrito na Lista Nacional de Medicamentos 
Essenciais. Além disso, identificar e quantificar os constituintes químicos presentes 
no óleo essencial (GC/ DIC e CG/ EM) e avaliar da linearidade e homocedasticidade 
do metodo, através da preparação de ensaios de precisão intermediária através da 
construção de três curvas de calibração em três dias diferentes (BRASIL, 2012b).

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Material vegetal
As folhas de E. astringens Cambess foram coletadas em julho no período da manhã 

(07:00) na Ilha de Guaratiba, Rio de Janeiro, Brasil. A amostra do material vegetal foi 
depositada no herbário do Museu Nacional da UFRJ identificado pelo Dr. Marcelo da 
Costa Souza.

2.2	Extração de óleo essencial e análise CG- DIC e CG-EM
Folhas frescas de Eugenia astringens Cambess (~ 704,46g) foram submetidas à 

hidrodestilação por 4 horas em aparelho de destilação do tipo Clevenger modificado 
(Famcopéia Brasileira, 1988). O óleo essencial foi obtido em triplicata. Em seguida 
o óleo foi seco, com Na2SO4 anidro, colocados em frascos de vidro ambares e 
armazenados em freezer a -20oC. O rendimento obtido para o OE-2 foi calculado com 
base no peso da biomassa utilizada (EMBRAPA, 2004; CASTRO et al., 2006). As 
análises em cromatografia gasosa com detector de ionização de chama (CG-DIC) e 
espectrômetria de Massas (CG-EM) foram realizadas em triplicata na Plataforma de 
Métodos Analíticos (PMA) da Fundação Oswaldo Cruz - Farmaguinhos. Uma coluna 
capilar DB-5 de sílica fundida [30cm x 0,25mm diâmetro interno (di), espessura do filme 
de 0,25μm) foi utilizada no CG-DIC Schimadzu da marca e modelo GC-6890. O hélio 
foi usado como gás de arraste com uma taxa de fluxo de 1,0 ml/ min. A temperatura do 
forno foi programada de 40 °C (10 min) a 260 °C a 3 °C/ min. As temperaturas do injetor 
e detector foram, respectivamente, 270 °C e 280 °C. Utilizou-se uma coluna capilar 
de sílica fundida DB-5 (30 mm x 0,25 mm di, espessura de filme de 0,25 μM) no CG-
EM da marca Schimadzu, modelo QP-5000 Quadrupole e MS operando com energia 
de ionização de 70 eV. O hélio foi usado como gás de arraste a uma taxa de fluxo de 
1mL/ min. A temperatura do forno, injetor e detector foram os mesmos usados no CG-
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DIC. Os componentes foram identificados com base no índice de retenção (IR) através 
de uma curva de calibração de uma série homóloga de n-alcanos (C7-C30) injetados 
nas mesmas condições cromatográficas com os espectros de massa dos modelos 
de fragmentação, ambos comparados com dados da literatura. A concentração dos 
componentes foi calculada através da área total dos respectivos picos relacionados à 
área total de todos os constituintes da amostra, obtidos por análise cromatográfica do 
sistema de fase gasosa (VIEGAS & BASSOLI, 2007).

2.3	Curva de calibração avaliação da Linearidade e a homocedasticidade
Para avaliar a linearidade do método, foi realizada a análise de cinco concentrações 

diferentes de α-pineno, em quadriplicata (100, 200, 300, 400 e 500μg / ml). Três 
curvas de calibração foram preparadas em três dias diferentes para verificar possíveis 
diferenças de comportamento linear com variação do dia da análise (ICH, 1995; LEITE, 
2002; RIBANI et al., 2004). Os dados estatísticos foram realizados pelo software 
Statistica. As soluções padrão foram preparadas utilizando uma solução contendo o 
α-pineno (Sigma Aldrich, lote 80796DJV) na concentração 5000,00 mg / mL. O padrão 
α-pineno e OE-2 foram pesados na balança analítica Sartorius modelo CP225D. 
Foram preparadas soluções padrão em frascos volumétricos (5 a 100mL) e pipetas 
volumétricas (1 a 5 mL), ambos calibrados. O solvente da diluição foi diclorometano 
(Tedia, lote 912167R). As concentrações de soluções padrão para injeção foram 100, 
200, 300, 400 e 500μg / ml de α-pineno. A preparação das amostras para medição foi 
realizada com a diluição do OE-2 em diclorometano A concentração da amostra para 
injeção foi de aproximadamente 10 mg/ mL.

2.4	Determinação da atividade microbiana
A atividade antimicrobiana foi observada in vitro, pelo método de difusão em disco 

de papel, de acordo com a portaria 1480/ 90 do protocolo do Ministério da Saúde. 
A metodologia utilizada neste projeto realizou uma adaptação desta metodologia 
(portaria 1480/ 90) com Staphylococcus aureus. A adaptação da metodologia envolveu 
o uso de meio de cultura em agar de manitol para isolar colônias e submetê-las a 
incubação em caseína de soja (TSB) para atingir a escala MC Farlland (0, 5) com 
NaCl a 0,9%. O microrganismo usado neste estudo foi o Staphylococcus aureus ATCC 
8096. Inicialmente, configure uma quantidade de TSB no tubo de ensaio e depois as 
cepas incubadas S. aureus ATCC 8096 permaneceram por 24 horas a 35 ° C em um 
forno. Após a verificação do crescimento das colônias, foram plantadas com auxílio de 
uma alça bacteriológica a bordo com ágar manitol e incubadas por 24 horas a 35 ° C. A 
formação de colônias isoladas foi observada. As colônias isoladas foram ressuspensas 
em NaCl (0,9%). Foi verificado se a turbidez da suspensão em solução salina, de 
acordo com a escala de coma de McFarland (0,5), corresponde a uma concentração 
de aproximadamente 108 unidades formadoras de colônias - (UFC / mL).
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2.5	Teste de citotoxicidade
A atividade citotóxica foi feita in vitro pelo método de difusão em gel de agarose 

utilizando discos de papel bacteriológicos (ANVISA, 2003). A aplicações desses 
produtos, na superfície do ágar nutriente em contato com as células bacterianas, 
formam um halo. O diâmetro do halo corresponde à citotoxicidade do produto testado 
e sua capacidade de se espalhar no ágar de nutrientes. O meio de cultura utilizado foi 
Muller-Hinton (MH). Neste teste de citotoxicidade, a aplicação de OE-2 foi realizada 
na superfície do disco em contato com células da bactéria Staphylococcus aureus. Foi 
empregada amoxicilina antibiótica (Neo química) na quantidade de 0.500g, dissolvida 
em 10 mL de água destilada, de acordo com a dose clínica recomendada pelo fabricante 
(Neo química). As placas com MH foram semeadas com a bactéria S. aureus com um 
cotonete. Foram utilizados discos de papel bacteriano para o ensaio de citotoxicidade. 
Os discos foram utilizados em diferentes volumes das seguintes amostras: 25µL de 
NaCl na concentração de 0,9% (controle) e 25μL de 12,5μL de amoxicilina 12,5μL e 
OE-2 e a mistura 25μL OE-2 de amoxicilina e com volume de 12,5μL. Em seguida, 
as placas foram identificadas numericamente e colocadas em uma incubadora por 24 
horas. O teste citotóxico foi realizado em duplicata.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Componentes presentes no óleo essencial
O OE-2 teve um rendimento real de 0,17%. Esse rendimento corresponde à base 

livre de volume / umidade (BLU) ou matéria seca (EMBRAPA, 2004). A literatura sugere 
que cálculo (BLU) descreva a concentração correta de óleo contida na biomassa seca 
e padronizada. Além disso, ela pode ser repetida a qualquer momento, sem desvios 
significativos (EMBRAPA, 2004). Defaveri e colaboradores (2011) obtiveram um 
rendimento de 0,4% de óleo essencial das folhas secas de E. astringens em novembro. 
(DEFAVERI et al., 2007). Resultados diferentes em relação ao rendimento de OE com 
folhas frescas e secas foram encontrados em outros estudos. Pereira e colaboradores 
(2008) estudaram o rendimento de óleo essencial de folhas secas de Cymbopogon 
citratus. Eles obtiveram o valor de 2,16%, em base seca (bs), maior rendimento em 
relação às folhas frescas. Carvalho Filho e colaboradores (2006) descobriram que 
durante a secagem das plantas de manjericão há um aumento no teor de linalol do 
óleo essencial. Silva e colaboradores (2004) descobriram que nem a umidade nem o 
tamanho das partículas influenciavam o teor de óleo essencial extraído das folhas de 
Aloysia triphylla. A concentração de α-pineno (77,57%) foi superior à observada por 
Defaveri e colaboradores (2007). Foram detectados 8 compostos (Tabela 1). Com 
exceção do α-cubebeno, todos os outros componentes foram identificados no trabalho 
de Defaveri e colaboradores (2007).
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Componentes KIc KIL (%)
a-pineno 930 939 77.57
b-pineno 978 980 12.49
mirceno 993 991 0.56

Terpineno 1062 1062 1.67
terpinen-7-al 1288 1287 0.83

Hidrato (cis) sesquisabineno 1544 1545 2.07
Farnesol (Z,Z) 1708 1713 1.60
Farnesol (E,E) 1716 1722 2.78

Total 99.57

Tabela 1. Composição do óleo essencial de Eugenia astringens. KIC = valor do índice Kovats 
calculado (KIC) e da literatura (KIL). (%) Corresponde aos valores normalizados das áreas.

3.2	Linearidade e avaliação da curva de calibração da homocedasticidade
A avaliação da função de calibração foi efetuada através da construção de três 

curvas de calibração com cinco níveis, em quadruplicate com a de injeção em três dias 
distintos. As concentrações foram 100, 200, 300, 400 e 500µg/mL de α-pineno. Toda a 
avaliação estatística encontra-se nas Tabelas 2-6. As análises estatísticas dos dados 
iniciaram-se pela avaliação da presença de valores aberrantes em cada conjunto de 
repetições em cada nível de concentração empregando-se a verificação de outliers 
através do teste de Grubbs a α=0.05, supondo-se que os dados são provenientes de 
uma distribuição normal. Foram observados outliers em dois dias de preparação das 
curvas de calibração e estas observações foram retiradas do grupo de resultados. Os 
testes utilizados para a avaliação da homogeneidade das variâncias foram os testes de 
Levene (teste paramétrico menos sensível à premissa de normalidade), aplicados aos 
dados brutos sem exclusão de observações (LEVENE, 1960) e o de Brown & Forsythe 
(teste não paramétrico aplicado quando o número de observações diferiu entre os 
grupos; corresponde a uma modificação do teste de Levene) nos casos de exclusão 
de resultados pela avaliação de outliers (ALMEIDA et al., 2008). O teste de Levene 
indicou homogeneidade duvidosa dos dados do segundo dia e variâncias constantes 
no primeiro e terceiro dia. Entretanto, nos dois últimos dias, foram observados 
outliers que foram retirados e reavaliados pelo teste de Brown & Forsythe (ALMEIDA 
et al., 2008), apresentando a mesma avaliação. A distribuição de probabilidade dos 
resíduos da regressão foi avaliada nos três dias e apresentaram uma distribuição de 
probabilidade normal somente para o primeiro dia de avaliação, utilizando como critério 
o teste para verificação da normalidade de Shapiro-Wilk’s. Os desvios consideráveis da 
normalidade podem ser devidos à presença de dados aberrantes e à falta de ajuste do 
modelo. As opções para uma distribuição não normal é efetuar uma transformação de 
variáveis (√, log, inverso, etc) ou usar o método dos mínimos quadrados generalizados. 
A autocorrelação dos resíduos foi avaliada pela estimativa d de Durbin-Watson e os 
resíduos não apresentaram autocorrelação positiva ou negativa. Quando os resíduos 
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estão autocorrelacionados a regressão linear ordinária não é adequada e pode-se 
tanto efetuar uma transformação de variáveis (√, log, inverso, etc) quanto empregar-
se o método dos mínimos quadrados generalizados. A avaliação da significância do 
intercepto foi adequada, pois se mostrou não significativo nos três dias. Se o intercepto 
é estatisticamente significativo, a hipótese de que ele seja igual a zero é rejeitada e a 
reta não passa pela origem. Isso equivale a dizer que existem evidências estatísticas 
a um nível de significância de 0,05 de que o verdadeiro intercepto não caia dentro dos 
limites do intervalo de confiança e que o sistema apresenta vício ou viés. Entretanto, 
a regressão se mostrou significativa para os três dias de avaliação. Se o coeficiente 
angular é significativo, a hipótese de que ele seja igual a zero é rejeitada, ou seja, a 
regressão é significativa. Caso contrário, a não rejeição da hipótese nula decorre de 
duas possibilidades: a variável x não explica a variação de y ou a relação entre y e x 
não é linear. 

Tabela 2. Avaliação estatística das curvas de calibração para α-pineno (MMQO)
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Tabela 3. Avaliação estatística das curvas de calibração para α-pineno com exclusão de outliers 
(MMQO).

Tabela 4. Avaliação estatística das curvas de calibração para α-pineno (MMQP).
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Tabela 5. Avaliação estatística da curva global de calibração para α-pineno (MMQO).

Tabela 6. Avaliação estatística da curva global de calibração para α-pineno (MMQP).

3.3	Ensaio de citotoxicidade
O resultado obtido no ensaio de citotoxicidade OE-2 foi analisado a partir dos 

dados da Portaria 1480/90 de 31 de dezembro de 1990 do Ministério da Saúde (MS, 
1480/90), que trata de um de seus anexos (Anexo 3) sobre ensaios pré-clínicos para 
produtos absorventes descartáveis para uso externo e determinação da porcentagem 
de células degeneradas citotóxicas in vitro. No teste citotóxico realizado com o 
antibiótico amoxicilina (Neo química) e OE-2 para a maior dose (25μL) foram obtidos, 
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respectivamente, halos de 60 mm e 28 mm. Observou-se que o óleo essencial e a dose 
de antibiótico em 12,5μL apresentaram halos de 12mm e 52mm, respectivamente. A 
mistura de óleo essencial de ambos os antibióticos com volume de 12,5 μL formou um 
halo de 50 mm. A tabela 2 mostra o cálculo da taxa de lise celular no teste citotóxico. 
A zona de índice (ZI) define o diâmetro do halo e o índice de lise (IL), a porcentagem 
de células degeneradas no ensaio de citotoxicidade (MS, 1480/90).

Amostra Índice de Zona (IZ) Índice de Lise (IL)*
Amoxicilina 12,5µL 52mm Maior que 80%
Amoxicilina 25µL 60mm Maior que 80%

Óleo essencial 12,5µL 12mm Menos que 80%
Óleo essencial 25µL 28mm Mais que 80%
Amoxicilina 12,5µL +

Óleo essencial 12,5µL
50mm Mais de 80%

Tabela 7. Índices resposta (IR) que determinam a porcentagem de células degeneradas.

4 | 	CONCLUSÃO

Com base no decreto 1480/90 (MS, 1480/90), descobrimos que o óleo essencial 
de Eugenia astringens Cambes tem atividade antibacteriana in vitro relevante 
na concentração de 25µL. Verificou-se que o uso de óleo essencial a 12,5 µL, 
juntamente com o antibiótico amoxicilina, volume de 12,5 µL, não potencializou a 
ação do medicamento, permanecendo invariável. Como resultado da quantificação 
da amostra de OE-2, a curva de calibração mostrou que a porcentagem de α-pineno 
no óleo essencial é de 2,5% ± 3,9. Houve uma violação das premissas para ajuste 
dos dados pelo Método dos Mínimos Quadrados Ordinários (MMQO), indicando que 
um ajuste mais adequado deve ser obtido pelo Método dos Mínimos Quadrados 
Ponderados (MMQP), o que de fato pôde ser constatado pelos menores erros padrão 
das estimativas, obtidos pelas equações ajustadas com ponderação. Portanto, a 
linearidade foi comprovada na faixa de concentração avaliada, porém através do 
modelo linear obtido pelo MMQP. Entretanto, para cada dia de avaliação do extrato 
devese preparar uma curva de calibração para quantificação, devido à significância 
estatística do intercepto em um dos três dias de avaliação. 
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