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APRESENTAÇÃO

O livro “O conhecimento científico na Química 2” apresenta artigos na área de ensino 
de química, tecnologia química, química verde, química ambiental e processos químicos. 

O e-book contem 29 capítulos, que abordam temas sobre desenvolvimento e 
aplicação de jogos didáticos, aprendizagem significativa; análise de livros didáticos; 
história da química; reaproveitamento de resíduos agroindustriais; desenvolvimento de 
novos materiais de interesse ambiental; adsorventes sustentáveis; fotocatálise, tratamento 
de água e efluentes; síntese de líquidos iônicos; hidrólise enzimática e quantificação de 
enzimas; estudos de toxicidade; análise química de óleos essenciais; aplicação de extratos 
de frutos da região amazônica na atividade enzimática; desenvolvimento de eletrodo; 
desenvolvimento de compósitos a partir de resíduos; produção de fertilizantes de liberação 
controlada; tecnologias e técnicas para aplicação de plasma em química; síntese e 
aplicação de nanotubos de carbono.

Os objetivos principais do presente livro são apresentar aos leitores diferentes 
aspectos do conhecimento científico no Brasil e suas relações esta ciência. Nos tempos 
atuais é perceptível a importância da pesquisa acadêmica no Brasil para o desenvolvimento 
de novas tecnologias, fármacos e vacinas que auxiliem no combate às doenças e na 
qualidade de vida. Dessa forma, mais uma vez a Atena Editora reúne o conhecimento 
científico em forma de ebook, destacando os principais campos de atuação da química no 
país.

Os artigos constituintes da coleção podem ser utilizados para o desenvolvimento de 
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualização 
do estado da arte nas áreas de química, tecnologia química, química ambiental e ensino 
de química.

Após esta apresentação, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre 
que necessário, a obra “O conhecimento científico na Química 2”. Desejo uma excelente 
leitura!

Érica de Melo Azevedo
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RESUMO: Aloysia gratissima (Verbenaceae) 
conhecida na medicina popular como “Mimo do 
Brasil”, é amplamente empregada e pesquisada 
por atividades antivirais, antioxidante, 
antisséptica, em tratamentos de doenças 
respiratórias e digestivas, entre outras. Estudos 
apontam alto rendimento de óleo essencial, 
com grande diversidade de compostos e a 
existência de quimiotipos diferentes em suas 
espécies devido influências externas, tais como 
geográficas e climáticas. O presente trabalho 
visa determinar a composição do óleo essencial 
das partes aéreas de A. gratissima, observando 
a influência da sazonalidade em seu rendimento 
e composição, além de avaliar seu potencial em 
inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE). 
Os espécimes foram coletados no Poço Dantas, 
região do município de Jequié, na Bahia, num 
período entre outubro de 2015 e agosto de 2017 
e tiveram identificação pelo HUESB. A extração 
dos óleos essenciais se deu por destilação de 
arraste à vapor com auxílio de aparelho tipo 
Clevenger. Os compostos foram identificados 
por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a 
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Espectrômetro de Massa (CG-EM) por comparação dos índices de retenção com padrões 
de hidrocarbonetos e avaliação dos espectros de massas. O maior rendimento de óleo 
essencial ocorreu em agosto/2016 com 6,65% m/m. Foram identificados um total de 26 
compostos, sendo em maior proporção monoterpenos. O constituinte majoritário β-pineno 
(33,86%). O óleo de outubro/2016 foi utilizado para avaliação de atividade inibidora da AChE, 
com composto majoritário acetato de pinocarvil (18,98%), apresentou atividade de 83,19% 
frente a 96,03% do padrão Eserina, apontando uma promissora fonte de óleo essencial, com 
perspectiva a futuro fármaco. 
PALAVRAS-CHAVE: Monoterpeno, óleo essencial, Aloysia gratissima, acetilcolinesterase.

SEASONAL EVALUATION OF THE CHEMICAL COMPOSITION AND INHIBITION 
OF ACETYLCHOLINESTERASE OF ALOYSIA GRATISSIMA ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: Aloysia gratissima (Verbenaceae) known in popular medicine as “Mimo do 
Brasil”, is widely used and researched for antiviral, antioxidant and antiseptic activities in the 
treatment of respiratory and digestive diseases, among others. Studies indicate high yield of 
essential oil, with great diversity of compounds and the existence of different chemotypes in 
their species due to external influences, such as geographic and climatic. The present work 
aims to determine the composition of the essential oil of the aerial parts of A. gratissima, 
observing the influence of seasonality on its yield and composition, in addition to evaluating its 
potential in inhibiting the enzyme acetylcholinesterase (AChE). The specimens were collected 
at Poço Dantas, a region in the municipality of Jequié, Bahia, between October 2015 and 
August 2017 and were identified by HUESB. The extraction of essential oils was carried out 
by steam distillation with the aid of a Clevenger type device. The compounds were identified 
by means of Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometer (CG-MS) by comparing the 
retention indices with hydrocarbon standards and evaluating the mass spectra. The highest 
yield of essential oil occurred in August / 2016 with 6.65% w / w. A total of 26 compounds 
were identified, with a greater proportion being monoterpene. The major constituent β-pinene 
(33.86%). The oil from October 2016 was used to evaluate AChE inhibitory activity, with a 
major compound of pinocarvil acetate (18.98%), presented an activity of 83.19% compared 
to 96.03% of the Eserina standard, indicating a promising source of essential oil, with a view 
to a future drug.
KEYWORDS: Monoterpene, essential oil, Aloysia gratissima, acetylcholinesterase.

1 | 	INTRODUÇÃO
A utilização de produtos naturais é paralela a existência humana e segue em 

contínua expansão, estimulando a identificação e introdução de seus diversos componentes 

(MONTES et al., 2017). O aproveitamento de forma direta ou dos derivados dos produtos 
naturais promoveram e seguem apontando grandes descobertas, influênciando diversas 
áreas científicas da sociedade, como a química, farmácia e a medicina (CUNHA et al., 
2016).

Estudos sobre os óleos essenciais de plantas do gênero Aloysia (família 
Verbenaceae) relatam a obtenção de alto percentual de rendimento do óleo, em relação a 
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massa vegetal. Um interessante aspecto químico desses óleos é a grande diversidade de 
compostos encontrados. Contudo, diferenças podem existir, mesmo em plantas que são 
morfologicamente idênticas, caracterizando a existência de quimiotipos, em decorrência 
da influência de condições climáticas ou geográficas. Estudos sobre as variações da 
composição química do óleo essencial, em virtude de fatores externos, pode determinar a 
época adequada para a extração, com maior rendimento do óleo e com maior percentual 
de um componente de interesse farmacológico (SOLER et al., 1986). 

Aloysia gratissima é uma espécie aromática nativa do território brasileiro, conhecida 
na medicina popular, estudos quanto a seu potencial farmacológico apontam, atividades: 
antiedematogênica, antidepressiva, antioxidante, neuroprotetiva, entre outras (SOUZA et 
al., 2020). Estudos anteriores mostram que a composição química do óleo essencial de 
A. gratissima destaca-se pelo predomínio de terpenos, porém apresenta pelo menos, dois 
quimiotipos distintos. No Brasil é comum a variedade rica em isopinocanfona, limoneno e 
guaiol; no Uruguai tem-se sabineno, ɑ-pineno, β-bisaboleno e copaenol (SANTOS et al., 
2009; SOLER et al., 1986; TROVATI et al., 2009; DE MORAES et al., 2012).

A atividade inibitória sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE) é considerada como 
uma das estratégias farmacológicas, atualmente disponíveis, para retardar a progressão 
dos danos cognitivos associados à doença de Alzheimer (DA). Assim, estudos vêm sendo 
realizados visando a descoberta de novos compostos potencialmente úteis, capazes de 
amenizar o déficit colinérgico neural e proporcionar um aumento da disponibilidade de 
acetilcolina nas sinapses colinérgicas. (KONRATH, et al., 2013). Estudos sobre o potencial 
anticolinesterásico de produtos naturais vem sendo realizado, segundo o método de 
Ellman. Tal metodologia se baseia na avaliação espectrofotométrica da taxa de hidrólise 
da acetiltiocolina pela AChE, dando origem à tiocolina. Essa, posteriormente, reage com 
o ânion DTNB, dando origem ao 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e o ânion 5-tio-
2nitrobenzoato, de coloração amarela, cuja formação é acompanhada pelo aumento da 
absorbância a 412 nm (ARAÚJO et. al., 2016) apresentado na Figura 1.



 
O Conhecimento Científico na Química 2 Capítulo 16 183

Figura 1: Formação do ânion amarelo do 5-tio-2-nitrobenzoato resultado da reação entre a 
tiocolina e o íon 5,5,’-ditiobis-2-nitrobenzoato. (adaptado de Araújo et. al. 2016). 

Fonte: Própria

Estudos realizados com o óleo essencial de A. gratissima, demonstrou efeito 
anestésico para a espécie de peixe Paralichthys orbignyanus e sobre o sistema nervoso 
central, sendo verificado a inibição da AChE no músculo, aumentando os níveis de 
acetilcolina. O fracionamento bio-guiado do óleo essencial, permitiu o isolamento de: E-(-)-
pinocamona, (-)-óxido de cariofileno, (-)-guaiol e (+)-espatulenol. Tem-se assim, que óleos 
essenciais cujos constituintes majoritários, pertencem às classes mono e sesquiterpenos, 
apresentam atividade inibidora elevada para a enzima AchE. (BENOVIT et al., 2012; 
BENOVIT et al., 2015; SOUZA et al., 2010)

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou o estudo da composição química do 
óleo essencial das partes aéreas de A. gratissima (Verbenaceae), cultivada no município de 
Jequié-BA, em função da sazonalidade, bem como avaliar seu potencial anticolinesterásico. 
Buscando informações sobre plantas de ocorrência na região do sudoeste da Bahia, como 
fontes de óleos essenciais bioativos. 
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2 | 	METODOLOGIA
As partes aéreas de Aloysia gratissima (Mill.), (Verbanacea) foram provenientes 

de cultivo no Poço Dantas, povoado pertencente ao município de Jequié, localizado no 
sudoeste da Bahia, no nordeste brasileiro. A espécie foi identificada junto ao Herbário 
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia – HUESB, com exsicata depositada de 
registro nº 11677. Foram realizadas oito (8) coletas em períodos compreendidos entre 
Outubro de 2015 à Agosto do ano de 2017.

A extração do óleo essencial se deu a partir de hidrodestilação com auxílio do 
aparelho tipo Clevenger, por 2 horas após a fervura, seguindo metodologia descrita na 
Farmacopéia Brasileira. O rendimento total da extração foi expresso em porcentagem na 
relação massa/massa (m/m) do óleo essencial e a massa seca do espécime utilizado para 
extração.

A caracterização dos compostos presentes nos óleos essenciais se deu através de 
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa, CG-EM, de marca Shimadzu, 
modelo QP2010, com as seguintes configurações experimentais: coluna capilar DB-5 
de 30 m x 0,25 mm diâmetro interno, com 0,25 μm de espessura de filme composto de 
dimetilpolisiloxano (95%) e fenila (5%), tem hélio como gás de arraste, com um fluxo de 
1,8 mL.min-1; temperatura do injetor de 220 °C; programa de aquecimento da coluna 
entre 40 °C a 240 °C, com razão de 3 °C.min-1. A temperatura da interface foi de 240 
°C, fonte de íons, 220 °C (70 eV) e a faixa de varredura de massas de 40 a 400 u.m.a. A 
identificação foi realizada de acordo com a similaridade dos dados constantes a biblioteca 
NIST14, encontrada no equipamento utilizado. Além da comparação dos índices retenção 
dos constituintes presentes nos óleos essenciais, ao de uma série homologa de n-alcanos 
(C8-C24), analisada nas mesmas condições cromatográficas das amostras e nos modelos 
de fragmentação dos espectros de massas (ADAMS, 2007).

A avaliação da atividade anticolinesterásica foi realizada para a amostra de óleo 
essencial coletado no mês de outubro de 2016. Inicialmente foram adicionados 140 μL de 
tampão fosfato pH 7,5, 20 μL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL), 20 μL das amostras 
a serem testadas (1 mg/mL para o óleo essencial e 500 μmol para o padrão eserina – 
solução etanólica) nas cavidades de microplacas. Após esse processo, a placa passou pelo 
processo de incubação, em temperatura de 37±1°C por 10 minutos. Em seguida adicionou-
se 10 μL de ácido 5-5’-ditiobis-[2-nitrobenzóico] (10 mM) e 10 μL de iodeto de acetiltiocolina 
(15 mM).

A absorbância foi monitorada a cada 10 minutos, até atingir o tempo de 60 minutos, 
em λ = 405 nm em leitor de microplacas MultiskanTM GO 3.2. Dessa forma, a porcentagem 
de inibição foi calculada seguindo a equação:
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Na qual %IAChE se trata da porcentagem de inibição da AChE, ΔAb é a diferença de 
absorbância do branco no tempo final e o no tempo inicial, enquanto que ΔAi é a diferença 
de absorbância do inibidor (padrão ou amostra) no tempo de final e no tempo inicial. Todo 
o teste foi realizado em triplicata.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
O rendimento percentual de óleo essencial variou de acordo com o mês de coleta 

do espécime, como é apresentado na Figura 2. Observando os meses de coleta: outubro, 
novembro e abril são os meses mais quentes na região, com máximas de temperatura acima 
de 30ºC e menor rendimento do OE, tendo o menor rendimento no mês de novembro de 
2016, com 0,42% m/m. Maio, junho e agosto são os meses de temperaturas mais amenas, 
máximas abaixo de 30ºC, propiciando uma maior extração de óleo essencial, com maior 
rendimento encontrado no mês de Agosto de 2016, em razão de 6,65%.

Figura 2: Rendimento dos OE’s de Aloysia gratissima em porcentagem m/m.

De um modo geral a produção ou síntese de óleos voláteis, tende a aumentar em 
temperaturas mais elevadas, apesar do risco de grandes perdas por evaporação em dias 
muito quentes. Na região sudoeste da Bahia, nos dias mais quentes são perceptíveis as 
baixas umidades do ar, o que favorece a evaporação dos OE e baixos rendimentos nos 
meses de abril, outubro e novembro. Além do fato de que os meses de junho, agosto e 
setembro serem os meses de floração da planta e consequente aumento da produção OE 
para a atração de polinizadores.

Dos óleos essenciais estudados, foram identificados exclusivamente terpenos, 
representados por 26 compostos, agrupados em quatro classes: MH, MO, SH e SO. As 
percentagens em área dos cromatogramas TIC foram calculadas para cada constituinte dos 
OE’s, em geral, os monoterpenos foram os predominantes, sendo para os MH de 25,25% a 
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99,14% e para os MO 14,42% a 55,94%, enquanto para os sesquiterpenos, tem-se para os 
SH e SO, desde não observados a 19,23% e  20,11%, respectivamente, figura 3.

Figura 3: Percentuais das classes de terpenos obtidos do OE de A. gratissima.

Legenda: MH- Monoterpeno hidrocarbônico, MO – Monoterpeno oxigenado, SH – 
Sesquiterpeno hidrocarbônico, SO – Sesquiterpeno oxigenado.

Apesar do rendimento ser influenciado por fatores climáticos, não se observa variação 
na identidade dos constituintes dos OE’s, mantendo a relação de maiores proporções em 
área. Dentre os majoritários, os percentuais mais elevados apresentaram-se em: β-pineno: 
abr/16 (33,86%); trans-pinocanfona: out/16 (19,48%), nov/16 (25,69%), jun/17(23,25%) e 
ago/17(25,03%); acetato de pinocarvil: out/16(18,98%) e nov/16 (21,94%); guaiol: ago/16 
(10,68%) e out/16 (10,59%).

Componentes
majoritários

Out/15 Abr/16 Ago/16 Out/16 Nov/16 Mai/17 Jun/17 Ago/17

ɑ-pineno 1,10 3,19 2,15 - - 11,75 3,62 0,96
β-pineno 10,23 33,86 12,76 - - - 7,05 13,08
β-mirceno 3,14 5,19 4,70 0,14 - - 6,09 4,32
D-Limoneno 4,08 5,79 5,08 - - 4,79 6,23 6,96
Trans-pinocanfona 19,48 7,88 5,50 8,41 25,69 - 23,25 25,03
Acetato de
pinocarvil

12,16 - 9,55 18,98 21,94 - 11,31 6,76

Guaiol 9,49 4,38 10,68 10,59 7,72 - 2,61 -
Percentuais de terpenos

MH 19,88 50,98 26,47 1,12 0,91 99,14 25,50 27,03
MO 37,66 14,42 16,90 32,12 55,94 NI 43,74 41,65
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Total 
monoterpenos

57,54 65,40 43,37 33,24 56,85 99,14 39,24 68,68

SH 19,23 0,75 7,78 8,52 15,40 NI 3,84 NI
SO 20,11 5,53 18,60 16,81 14,10 NI 4,04 NI
Total 
sesquiterpenos

39,34 6,28 26,38 25,33 29,50 NI 7,88 NI

Out/15 Abr/16 Ago/16 Out/16 Nov/16 Mai/17 Jun/17 Ago/17
Rend. % (m/m) 2,08 1,36 6,65 0,46 0,42 5,80 3,52 5,05
ΔT (0C) 19,59 -

32,66
20,32 -
32,11

17,35 -
28,19

19,93 -
31,67

20,30 -
31,64

19,29-
29,52

18,19 -
28,05

16,39-
27,88

IP (mm) 1,41 16,24 10,96 31,20 20,16 26,24 17,02 2,63

Tabela 1: Dados estatísticos de constituintes marjoritários de A. Gratissima

Legenda: MH- Monoterpeno hidrocarbônico, MO – Monoterpeno oxigenado, SH – 
Sesquiterpeno hidrocarbônico, SO – Sesquiterpeno oxigenado. Rend. % - massa/massa; ΔT 

(0C) – Temperatura (graus celsius), IP (mm) – índice pluviométrico (milímetros)

A distribuição de chuvas na região é muito irregular, podendo apresentar meses 
oficialmente considerados secos ou chuvosos com índices pluviométricos diferentes de um 
ano para outro. Quanto a composição química dos OE’s tem-se que, em todas as coletas 
o percentual de monoterpenos se mantém predominante sobre a de sesquiterpenos. 
Observando os meses de outubro e novembro de 2016 tem-se a associação de máximas de 
temperatura elevadas com Média de Índice Pluviométrico (MIP) alto, resultando na redução 
dos percentuais de MH em relação ao MO. Ao longo do ano as temperaturas na região 
figuram entre 17ºC e 32ºC, raramente inferiores a 15ºC. Quanto a MIP oscila em valores 
inferiores a 100mm/mensais. Devido a essas oscilações, outubro de 2016 apresentou alta 
temperatura, baixo MIP e baixo rendimento de sesquiterpenos.

Os compostos encontrados no OEAg apresentam uma biossíntese com intermediários 
interligados, justificando uma variação entre esses compostos ao longo do período de estudo. 
O GPP, por subsequentes, rotação da ligação C2-C3 e ionização resulta no cátion LPP, 
que apresenta características espaciais (configuração Z) favoráveis a ciclização molecular. 
Como consequente, além de formar o b-mirceno, pela perda de próton no C10, tem-se a 
ciclização do cátion a- terpinílico, intermediário na biossíntese dos monoterpenos cíclicos. 
Sendo assim, a desproponação do cátion a-terpinilíco leva a formação do limoneno. O 
cátion a-tepinílico sofre ciclização eletrofílica gerando o cátion pinílico, cuja desprotonações 
em C4 ou em C10 geram a-pineno e b-pineno, respectivamente. O b-pineno, sob ação 
enzimática do citocromo P-450, forma o pinocarveol, que por sua vez, ou sofre acilação 
enzimática levando ao acetato de pinocarvil ou disidrogenação oxidativa resultando na 
pinocarvona, seguido de hidrogenação para a conversão em pinocanfona (BARROS et al., 
2009). Esse processo é exibido na Figura 4.
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Figura 4: Possíveis rotas biossintéticas de monoterpenos e sesquiterpenos presentes em 
OEAg.

Dos óleos essenciais de A. gratissima estudados, o selecionado para avaliação 
da atividade anticolinesterásia foi do mês de Outubro de 2016. De acordo com a análise 
do CG-EM, os constituintes majoritário são constituintes majoritários, os monoterpenos 
oxigenados acetato de pinocarvil (18,98%) e trans-pinocanfona (8,41%) e os sesquiterpenos 
oxigenados óxido de cariofileno (6,22%) e guaiol (10,68%). O percentual de inibição da 
enzima AChE, observado nesse estudo, foi de 83,19%, considerado significativo em 
comparação ao padrão (eserina) com 96,03% (Figura 5). O que se justifica por dados na 
literatura, onde tem-se a informação sobre a correlação entre a composição química do 
óleo essencial, rico em mono e sesquiterpenos, a elevação ação inibidora frente a enzima 
AChE (SAVELEV et al., 2003).
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Figura 5: Gráfico de atividade anticolinesterásica para Eserina e óleo essencial de Aloysia 
gratissima expresso em porcentagem.

Para a OEAg out/16, a presença de vários outros sesquiterpenos: ɑ-borboneno 
(0,35%), β-elemeno (0,22%), humuleno (1,17%), β-copaeno (1,92%) e γ-elemeno (4,86%) e 
do sesquiterpeno oxigenado: guaiol (10,59%) contribuíram para o efeito inibitório observado. 
Fato corroborado em Savelev et. al. (2003), onde aborda o aumento da atividade inibidora, 
como reflexo da ação do sinergismo entre os constituintes do óleo essencial.

O efeito inibitório significativo observado para OEAg out/16 pode também ser 
justificado, pela presença dos monoterpenos hidrocarbonados como: β-pineno (0,91%), 
β-mirceno (0,14%) e D-limoneno (0,07%), observados em sua constituição e com 
observada ação inibidora. Tem-se o registro de trabalhos sobre a ação inibidora da AChE, 
por meio do método clássico colorimétrico que, amostras ricas em moléculas com ligações 
duplas conjugadas e monoterpenos hidrocarbonados têm-se um aumento o efeito inibitório 
(MIYAZAWA et al.,1997; YUNES & FILHO, 2014).

4 | 	CONCLUSÃO
A avaliação dos óleos essenciais de Aloysia gratissima propiciou a analisar as 

variações de seus teores de rendimento, em decorrência dos meses de coleta. Agosto 
de 2016 foi o mês de maior rendimento alcançado (6,65%), sendo esse o período de 
temperaturas mais amenas na região sudoeste da Bahia.

Os compostos identificados por CG-EM tiveram sua variação de acordo com o 
período de coleta, indicando a influência da sazonalidade sobre a composição química 
do OE. Sendo os monoterpenos, os compotos de predominantes. O composto de maior 
concentração, observado no período de analises, foi B-pineno (33,86% de área) no mês de 
abril, ano de 2016.
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O óleo essencial do mês de outubro de 2016, rico em mono e sesquiterpenos, 
apresenta resultado muito significativo de inibição da enzima acetilcolinesterase (AChE), 
com 83,19% contra 96,03% do padrão Eserina. Tal fator, agrega uma informação importante 
na busca por OE promissores a fármacos com potencial anticolinesterásico.
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