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Título: Estudo químico, avaliação eletroquímica e atividade larvicida do 

óleo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl frente Aedes aegypti

(Linnaeus, 1762)

Autor: Silvio Carvalho Marinho

Orientadores: Prof. Dr. Victor Elias Mouchrek Filho

Prof. Dr. Antônio Gouveia de Souza

RESUMO

Na procura pelo controle químico alternativo contra o mosquito Aedes 
aegypti, diversas pesquisas são desenvolvidas e estimuladas no intuito de 
se descobrirem novas substâncias inseticidas de origem vegetal. Neste 
trabalho a partir da extração e do estudo analítico do óleo essencial das 
folhas da Pimenta dioica Lindl, foi analisado o efeito larvicida do óleo 
contra larvas em terceiro estágio do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 
1762). Extraiu-se quantitavamente o óleo essencial das folhas por arraste 
à vapor. Determinaram-se as propriedades físico-químicas do óleo 
essencial (densidade, índice de refração, solubilidade, cor e aparência).
Caracterizou-se analiticamente o óleo por espectroscopia de ultravioleta-
visível, infravermelho, ressonância magnética nuclear de carbono 13, além 
de se determinar alguns de seus componentes por cromatografia gasosa 
acoplada a espectrômetro de massas. Quantificou-se o componente 
majoritário do óleo essencial por cromatografia gasosa, ultravioleta-visível
e voltametria cíclica, comparando os métodos de quantificação.
Determinou-se a perda de massa do óleo essencial através de análise 
termogravimétrica e análise térmica diferencial (TG-DTA). Calculou-se a 
CL50 do óleo e do padrão de eugenol, além do limite de confiança a 95% 
de probabilidade, a partir dos métodos de Reed-Muench (1938) e Pizzi
(1950), respectivamente. O rendimento do óleo foi de 2,9% m/v. Foram 
identificados dezesseis componentes no óleo, e a presença majoritária do 
eugenol foi confirmada pelas técnicas espectroscópicas. Na comparação 
entre a quantificação de eugenol sua concentração variou entre 74 a 79% 
no óleo essencial. O estudo térmico mostrou que a perda de massa foi de 
97% em uma única etapa de decomposição entre 142 e 192°C. A 
atividade larvicida do óleo apresentou mortalidade de 60% na primeira 
hora a uma concentração de 120 µg mL-1. O óleo essencial obteve CL50 de 
38,86 (±2,25) µg mL-1 e o padrão de eugenol 79,75 (±2,10) µg mL-1. Os 
resultados promissores indicam que o óleo essencial avaliado é composto 
por substâncias que juntamente com o componente majoritário eugenol
propiciam maior efeito larvicida contra Aedes aegypti.

Palavras-Chave: Óleo essencial. Folhas. Pimenta dioica. Eugenol. 
Atividade larvicida. Aedes aegypti.
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Title: Chemical study, electrochemical evaluation and larvicidal activity of 

essential oil from leaves of Pimenta dioica Lindl front of Aedes aegypti

(Linnaeus, 1762)

Author: Silvio Carvalho Marinho
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ABSTRACT

In the finding for alternative chemical control against the mosquito Aedes 
aegypti, several studies are developed and encouraged in order to find 
new insecticidal substances of plant origin. In this work from the 
extraction and analytical study of the essential oil of leaves of Pimenta 
dioica Lindl study, the larvicidal effect of oil against larvae in third stage of 
the mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Quantitatively was 
extracted essential oil from leaves by steam steam. Determined the 
physicochemical properties of oil essential (density, refractive index, 
solubility, color and appearance). Characterized analytically by the oil by 
ultraviolet spectroscopy visible, infrared, nuclear magnetic resonance of 
carbon 13, and to determine some of its components by gas 
chromatography coupled with mass spectrometer. The main component of 
the essential oil was quantified by gas chromatography, ultraviolet –visible
and cyclic voltammetry, comparing the methods of quantification. It was 
determined the mass loss of essential oil by means of thermal analysis 
and thermal analysis differential. We calculated the LC50 of the standard 
oil and eugenol, beyond the limit of the 95% probability, using the 
methods Reed-Muench (1938) and Pizzi (1950), respectively. The yield oil 
was 2.9% m/v. Sixteen components were identified in the oil, and the 
predominant presence of eugenol was confirmed by the techniques 
spectroscopy. Comparing the quantification of eugenol its concentration 
ranged between 74 to 79% in the essential oil. The thermal study showed 
that the weight loss was 97% in a single step decomposition between 142 
and 192�C. The larvicidal activity of the oil showed mortality of 60% in the 
first hour at a concentration of 120 mg mL-1. The essential oil obtained 
LC50 of 38.86 (� 2.25) g mL-1 and the pattern of eugenol 79.75 (� 2.10) g 
mL-1. The promising results indicate that the oil essential evaluated 
consists of substances that together with the major component eugenol 
provide greater larvicidal effect against Aedes aegypti.

Key-words: Essential oil. Leaves. Pimenta dioica. Eugenol. Larvicidal 
activity. Aedes aegypti.
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1 - INTRODUÇÃO

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é atualmente o mosquito que 

apresenta maior dispersão em áreas urbanas do planeta. Ele é um dos 

agentes (juntamente com Aedes albopictus) transmissores da dengue, 

doença considerada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como um 

dos principais problemas de saúde pública no mundo, com grande 

incidência nas regiões tropicais do globo (WHO, 2010).

Trata-se de uma espécie de grande importância para a medicina, 

pois é o vetor de quatro sorotipos do flavivírus causador da dengue 

clássico e da febre hemorrágica da dengue. Portanto, é urgente que o 

controle da densidade populacional do Aedes aegypti ocorra para que a

dengue não assuma proporções de uma epidemia, pois não existe vacina 

para a doença, e a melhor forma de combatê-la é atacar o vetor, 

principalmente, eliminando os locais onde ocorre a oviposição e o 

desenvolvimento das larvas do mosquito (BRASIL, 2009).

Atualmente, o controle é feito por meio de aplicações de 

inseticidas organofosforados e piretróides (BRASIL, 2009). Porém, o uso 

frequente e em doses cada vez maiores desses produtos tem evidenciado 

os principais problemas devido ao uso destes inseticidas: o aparecimento 

de populações resistentes de mosquitos a esses produtos e os danos 

ambientais provocados por seu uso intensivo (LUNA et al., 2004; 

CARVALHO e SILVA, 2000; POLANCZYK et al., 2003)

Por mais de 30 anos o organofosforado temephos foi o larvicida 

exclusivo usado no Brasil para o controle do Aedes aegypti (BARRETO, 

2005). Contudo, está sendo paulatinamente substituído, e a razão é o 

desenvolvimento de grande resistência das larvas, que não mais estavam 

sendo adequadamente controladas por aquele produto químico.

Dessa maneira, tem crescido a busca por extratos vegetais e 

substâncias naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto 

e/ou à larva de Aedes aegypti, e que sejam isentas de toxicidade para o
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meio ambiente. A resist�ncia resulta no aumento da frequ�ncia de 

aplica��o de inseticida, dosagens crescentes, rendimentos diminu�dos, 

danos ambientais e surgimento de doen�as, quando os vetores n�o podem 

ser controlados (SIMAS et al., 2004).

Produtos de origem vegetal s�o amplamente reconhecidos por 

sua diversidade qu�mica, como por sua consider�vel aplica��o em diversas 

�reas, incluindo a farmac�utica (PENIDO et al. 2005). Logo, as plantas 

oferecem uma fonte alternativa de controle porque cont�m uma s�rie de 

bioativos qu�micos.

Consider�vel n�mero de pesquisas tem ressaltado a busca e o 

desenvolvimento de subst�ncias derivadas de plantas para controle de 

mosquitos (LEYVA et al., 2009; CHENG et al. 2009; GERIS et al. 2008; 

MULLAI et al. 2008; PAVELA, 2008; PUSHPANATHAN et al. 2008; 

RAHUMAN et al. 2008; SILVA et al. 2008; CHAMPAKAEW et al. 2007; 

GLEISER e ZYGADLO 2007; MENDON�A et al. 2005; AMER e MEHLHORN, 

2006a e 2006b; SILVA et al. 2006). Portanto, a procura por compostos 

larvicidas advindos de esp�cies vegetais, como os �leos essenciais 

extra�dos de certas plantas, tem se intensificado na �ltima d�cada.

Esses extratos de plantas, chamados “�leos essenciais”, s�o 

misturas qu�micas complexas formadas, �s vezes, por mais de cem 

componentes respons�veis, por exemplo, pelo seu aroma. Diferentes 

partes das plantas t�m sido usadas para obten��o do �leo essencial: 

flores, folhas, sementes, ra�zes, frutos, cascas, rizomas e tub�rculos 

(ARIDOGAN et al., 2002).

A esp�cie vegetal utilizada neste trabalho � conhecida da 

comunidade cient�fica e alguns estudos realizados com os �leos essenciais 

extra�dos, tanto das folhas quanto dos frutos, t�m mostrado resultados 

interessantes: o eugenol, constituinte majorit�rio da Pimenta dioica Lindl

possui efeito comprovadamente analg�sico e antipir�tico (LOPEZ et al., 

1998). Contudo, n�o h� relatos na literatura cient�fica quanto ao uso do 

�leo essencial dessa esp�cie como agente larvicida, apesar de alguns 

trabalhos similares indicarem compostos de origem bot�nica com esse 
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tipo de atividade e potencial para uso no controle de vetores (GONZAGA 

et al., 2008; SILVA et al., 2004; POHLIT et al., 2004; PARK et al., 2002; 

PIZARRO et al., 1999).

Para o Brasil, pesquisas nesta área têm grande significado. No 

país a dengue causa morte de muitas pessoas todos os anos ou a 

incapacidade de trabalho por um período de aproximadamente 10 dias 

devido aos sintomas, geralmente, severos. Isto representa uma perda de 

milhões de reais tanto no investimento para erradicação da doença no 

Brasil, como na contagem dos dias de trabalho parado (SILVA, 2006).

Tendo em vista o crescimento da doença e os prejuízos causados 

pela dengue no país, torna-se de suma importância a descoberta de novos 

materiais e desenvolvimento de métodos de combate ao seu vetor. Dessa 

forma, pelo fato de muitas plantas, por natureza, serem tóxicas para os 

mosquitos, os óleos essenciais podem representar uma saída eficiente 

para esse problema.

Nesse contexto, na busca por produtos naturais que possam ser 

usados como larvicidas contra Aedes aegypti no controle da dengue, foi 

testado o óleo essencial extraído das folhas de uma planta da flora 

brasileira, a Pimenta dioica Lindl, contra as larvas desse mosquito.



5

CAPÍTULO 2

REVISÃO DA LITERATURA



6

2 - REVISÃO DA LITERATURA

2.1 - CONSIDERAÇÕES SOBRE ÓLEOS ESSENCIAIS

De acordo com MOUCHREK FILHO (2000), o termo “�leo 

essencial”1 � empregado para designar l�quidos oleosos vol�teis, dotados 

de aroma forte – quase sempre agrad�vel – extra�dos de plantas por 

algum processo espec�fico, sendo o mais freq�ente a destila��o por 

arraste de vapor d’�gua2.

A International Organization for Standardization - ISO define 

�leos essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas atrav�s de 

destila��o por arraste de vapor d’�gua, bem como os produtos obtidos por 

espress�o dos pericarpos de frutos c�tricos (Rutaceae). De forma geral, 

s�o misturas complexas de subst�ncias vol�teis, lipof�licas, geralmente 

odor�feras e l�quidas. Tamb�m podem ser chamados de �leos vol�teis3, 

�leos et�reos ou ess�ncias. Tais denomina��es derivam de algumas de 

suas caracter�sticas f�sico-qu�micas como, por exemplo, a de possu�rem 

apar�ncia oleosa e aroma agrad�vel, serem l�quidos vol�teis e sol�veis em 

solventes apolares (como o �ter). Em �gua, eles apresentam solubilidade 

limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solu��es aquosas, que,

nesse caso, s�o denominadas hidrolatos (TELES, 2003).

� interessante destacar que os �leos essenciais diferem-se 

quimicamente dos �leos vegetais e dos minerais. Os primeiros s�o 

misturas de terpenos e oxigenados, juntos com outros tipos de compostos 

1 Segundo BURT (2004) esse termo � derivado do nome inventado no s�culo XVI pelo 
su��o Paracelsus von Hohenheim; foi esse cientista quem nomeou o componente efetivo 
da droga Quinta essentia.
2 Para extra��o industrial, segundo SIM�ES et al. (2007), o m�todo utilizado � a 
extra��o por CO2 supercr�tico, no qual nenhum tra�o de solvente permanece no produto 
obtido, tornando o �leo mais puro que aqueles obtidos por outros m�todos.
3 Sua principal caracter�stica, de acordo com SIM�ES et al. (2007), � a volatilidade, 
diferenciando-se assim, dos �leos fixos, mistura de subst�ncias lip�dicas, obtidos 
geralmente de sementes.
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orgânicos. Os óleos vegetais são ésteres da glicerina com ácidos graxos 

de longas cadeias. Os últimos óleos citados são parafinas líquidas 

misturadas a outros hidrocarbonetos de peso molecular elevado.

SIMÕES et al. (2007) afirmam que além dos óleos obtidos de 

plantas (fitogênicos), produtos sintéticos são encontrados no mercado. 

Esses óleos sintéticos podem ser imitações dos óleos naturais ou 

composições de fantasia. A identificação dessa natureza se torna 

importante na indústria farmacêutica pelo fato de somente os óleos de 

origem natural serem permitidos pelas farmacopéias (exceções são 

aqueles óleos que contêm somente uma substância como é o caso do óleo 

essencial de baunilha, que possui a vanilina).

A constituição química dos óleos essenciais é muito complexa 

chegando alguns a centenas de compostos com funções orgânicas 

diferentes. A esse respeito SIMÕES et al. (2007) esclarecem que os 

constituintes dos óleos variam desde hidrocarbonetos terpênicos, alcoóis

simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, éteres, fenóis, óxidos, peróxidos, 

furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas, até compostos contendo 

enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes 

concentrações; normalmente um deles é o composto majoritário, 

existindo outros em menores teores e alguns em baixíssimas 

concentrações (traços).

Os referidos autores explanam que embora todos os órgãos de 

uma planta possam acumular óleo essencial, sua composição pode variar 

segundo a localização na planta. Dessa maneira, óleos essenciais obtidos 

de diferentes órgãos de uma mesma planta podem apresentar composição 

química, características físico-químicas e odores bem distintos. Cabe 

ressaltar que a composição química de um óleo essencial extraído de uma 

mesma espécie vegetal pode variar significativamente, de acordo com, 

por exemplo, a época de coleta, condições climáticas, tipo de solo, 

quimiotipos4 e ciclo vegetativo.

4 Vegetais botanicamente idênticos, mas que diferem quimicamente.
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Quanto aos m�todos de extra��o dos �leos essenciais eles 

variam de acordo com a parte da planta em que ele se encontra, bem 

como com a proposta de utiliza��o dos mesmos. Os mais comuns s�o5: 

enflora��o (enfleurage), arraste por vapor d’�gua, extra��o com solventes 

org�nicos, prensagem (ou espress�o) e extra��o por CO2 supercr�tico

(MOUCHREK FILHO, 2000).

Em rela��o � import�ncia econ�mica dessas subst�ncias, 

segundo TELES (2003) os �leos essenciais s�o largamente utilizados em 

muitas ind�strias para conferir aromas especiais em in�meros produtos, 

tais como perfumes, cosm�ticos, sabonetes, condimentos etc. Eles s�o 

empregados tamb�m para mascarar odores desagrad�veis em ambientes 

de trabalho e instala��es sanit�rias, al�m de serem usados como insumos 

em diversos produtos em ind�strias de pl�sticos, tintas, borrachas, 

inseticidas, entre outras.

TELES (2003) ainda relata sobre os problemas relativos � 

qualidade de �leos essenciais e esclarece que eles podem ter origem na 

variabilidade da sua composi��o qu�mica, na adultera��o ou falsifica��o 

ou, ainda, na identifica��o incorreta do produto e sua origem. Geralmente, 

os produtores de grande parte dos �leos essenciais comercializados n�o 

apresentam nem a identifica��o correta da planta da qual o produto foi 

obtido (incluindo o nome cientifico) e, tampouco, a proced�ncia da 

amostra vegetal.

Dessa forma, a adultera��o de �leos essenciais que j� � 

conhecida desde a Antiguidade, torna-se evidente at� o presente s�culo, 

devido, principalmente, � grande variedade de estrat�gias sofisticadas de 

falsifica��es, sendo cada vez mais dif�cil detect�-las.

Sendo assim, de acordo com CHAAR (2000), foram 

desenvolvidos diversos m�todos no intuito de avaliar a qualidade, n�o 

somente de mat�rias-primas que cont�m �leos essenciais, como tamb�m 

dos pr�prios �leos. Dentre os m�todos est�o os organol�pticos, o controle 

5 BURT (2004) relata que o primeiro aut�ntico escrito acerca da obten��o de �leo 
essencial foi por destila��o e atribu�do ao f�sico catal�o Villanova (que viveu cerca de 
1235-1311).
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de pureza, a an�lise qualitativa dos componentes, a an�lise do teor de 

�leo vol�til em drogas vegetais e os m�todos cromatogr�ficos.

A an�lise qu�mica de separa��o e identifica��o dos constituintes 

dos �leos � feita por meio de t�cnicas cromatogr�ficas – Cromatografia 

Gasosa (CG) e Cromatografia L�quida de Alta Efici�ncia (CLAE), e por 

t�cnicas espectrom�tricas – dentre as quais as mais freq�entes s�o a 

Espectroscopia de Ultravioleta (UV), Infravermelho (IV), Resson�ncia 

Magn�tica Nuclear de Hidrog�nio e de Carbono (RMN 1H e 13C) e 

Espectrometria de Massas (EM). O uso de bibliotecas e bancos de dados 

informatizados contendo informa��es existentes na literatura a respeito de 

um grande n�mero de subst�ncias j� conhecidas � amplamente utilizado 

(TELES, 2003; MOUCHREK FILHO, 2001).

Sobre a utiliza��o dos �leos essenciais como agentes medicinais, 

ela vem ganhando destaque desde o final do s�culo XX, estando em

destaque em termos cient�ficos. Entretanto, SIANI et al. (2000) ponderam 

que essa import�ncia � fato conhecido desde a Antiguidade, quando 

diversos povos, incluindo gregos, eg�pcios e romanos, praticavam cultos 

religiosos associados � cura de males e � busca de bem estar f�sico, 

atrav�s dos aromas obtidos de partes espec�ficas de certos vegetais.

De acordo com MONTEIRO (2008) a maior parte dos trabalhos 

sobre atividades biol�gicas atribu�das aos �leos essenciais descritos na 

literatura especializada, versam sobre sua a��o antimicrobiana 

(bactericida e antif�ngica, sobretudo). SIANI et al. (2000) relatam que 

essa capacidade, de certa maneira, representa uma extens�o do pr�prio 

papel que os �leos exercem nas plantas, defendendo-as de bact�rias e 

fungos fitopatog�nicos.

Por outro lado, alguns estudos apontam compostos de origem 

bot�nica com atividade larvicida e potencial uso no controle de vetores 

(GONZAGA et al., 2008; SILVA et al., 2004; POHLIT et al., 2004; PARK et 

al., 2002; PIZARRO et al., 1999).

Como o Aedes aegypti � um mosquito com caracter�sticas 

domiciliar e peridomiciliar, o uso de agentes t�xicos a�reos para o controle 
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do mosquito nem sempre é eficiente, uma vez que a maioria dos 

mosquitos adultos esconde-se no interior das casas. A única maneira de 

se reduzir a densidade dos mosquitos a um nível onde as epidemias da

dengue não ocorram é atacando os locais de reprodução (GLUBER, 1989).

O controle ideal é feito com o uso de larvicidas nos locais de 

reprodução. Normalmente são usados inseticidas e larvicidas 

organofosforados e piretróides sendo a utilização de produtos naturais 

uma alternativa para o controle químico convencional. Em termos, várias 

plantas têm mostrado atividade pesticida, como um mecanismo de defesa 

contra predação ou infecção (GONZAGA et al., 2008; SILVA, 2006).

2.2 - Pimenta dioica Lindl

A espécie vegetal Pimenta dioica Lindl, conhecida popularmente 

como pimenta da Jamaica6 (ou allspice), pertence à família Myrtaceae que 

compreende cerca de 140 gêneros e 3.000 espécies, distribuídas nas 

regiões tropicais, subtropicais e Austrália temperada (SOUSA, 2003).

CORRÊA (1984) diz que a planta (Figura 2.1) é originária da 

Índia e América Central e que se trata de uma árvore que pode atingir 10 

metros de altura, fortemente aromática em todas as suas partes, com 

numerosas folhas pecioladas, elíptico alongadas, flores numerosas, fruto 

baga, globoso, piriforme, contendo duas sementes, raras vezes uma.

DUKE (1985) relata que esta espécie vegetal tem larga aplicação 

medicinal em vários países, sobretudo da América Central. Na Jamaica os 

frutos são utilizados no tratamento de resfriados, hemorragias e 

estomatites. Na Costa Rica, as folhas são usadas como carminativas e 

6 GUENTHER (1950) explana que na Jamaica, a árvore não é plantada, ela é cultivada de 
forma espontânea por pássaros e morcegos que apreciam seu fruto e por isso, em vôo, 
deixam cair as sementes que vão formar a vegetação. Estas novas plantas desenvolvem-
se sobre extensas áreas, formando florestas inteiras com, inclusive, árvores de pimenta 
em algumas regiões montanhosas.
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estom�quicas, al�m de serem excelentes para diabetes. Na Guatemala 

aplica-se externamente em escoria��es e dores reum�ticas. Em Cuba � 

utilizada como bebida refrescante, ch� depurativo e estimulante t�nico. 

Nesse pa�s o �leo essencial do fruto � usado ainda no tratamento de 

diarr�ia, dispepsia e flatul�ncia.

De acordo com GUENTHER (1950) existem dois tipos de �leo de 

Pimenta dioica Lindl no mercado: o �leo destilado dos frutos, com fino 

odor e sabor, caracter�stico de pimenta e o �leo obtido das folhas.

Fonte: UCLA (2010); Marinho (2005).

Figura 2.1. Pimenta dioica Lindl: �rvore, frutos e folhas.

De acordo com CHAAR (2000) o fruto seco cont�m 2 a 5% de 

�leo essencial e a quantidade do �leo no fruto depende do per�odo de 

colheita. O p� cont�m eugenol (65 a 85%, componente majorit�rio –

Figura 2.2), �ter metil eugenol, cariofileno, felandreno, cineol, �cido 

palm�tico, �leos fixos, resinas, a��cares, amido, �cido m�lico, oxalato de 

c�lcio e taninos.
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Figura 2.2. F�rmula estrutural do eugenol.

Estudos fitoqu�micos de suas folhas n�o detectaram a presen�a 

de alcal�ides e sim de compostos tan�nicos e grande quantidade de �leo 

essencial (MOUCHREK FILHO, 2000).

O eugenol apresenta f�rmula molecular C10H12O2 e massa 

molecular 164 (sua nomenclatura IUPAC � 4-alil-2-metoxifenol).

A respeito do eugenol � importante frisar que por ser o 

componente majorit�rio do �leo da Pimenta dioica Lindl (tanto de folhas 

como de frutos) � o respons�vel principal por muitas de suas atividades –

sobretudo antimicrobianas e antioxidantes (COSTA SOBRINHO, 2008).

A literatura descreve que esse constituinte da Pimenta dioica

Lindl � muito utilizado como agente antimicrobiano (COSTA SOBRINHO, 

2008; MARINHO, 2005; NASCIMENTO, 2004; MONTEIRO, 2004; V�ZQUEZ 

et al., 2001), atrativo de insetos (MONTEIRO, 2008; SOUSA, 2003; 

REB�LO, 2001), preparo de comp�sitos dentais e de cimentos ortop�dicos 

de ossos (ROJO et al., 2006), anti-s�ptico, antiinflamat�rio (KOBAYSAHI, 

1997), antiespasm�dico (MYINTE et al., 1996), antial�rgico (KIM, 1996), 

na composi��o de cosm�ticos (TOURIYA et al., 1995), antioxidante 

(COSTA, 1994), no tratamento da AIDS (KAEMPGEN, 1990) e como 

flavorizante (CRAVEIRO et al., 1981).
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Alguns produtos obtidos por sínteses químicas, a partir do 

eugenol, tais como metil eugenol e acetato de eugenila adquiriram um 

elevado valor comercial, devido às utilizações desses produtos como 

princípios ativos nas indústrias agroquímicas, substituindo os atuais 

defensivos agrícolas por atrativos de insetos (feromônios) e nas indústrias 

farmacêuticas e de cosméticos (MOUCHREK FILHO, 2000).

Existem outros trabalhos versando sobre a importante atividade 

biológica do eugenol, que isoladamente já se descobriu ser bastante 

efetiva. Contudo ainda são poucos os trabalhos publicados a respeito do 

óleo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl. A maioria, contudo 

converge para algumas conclusões comuns, a mais importante é de que é 

o eugenol o componente majoritário e principal responsável por muitas de 

suas propriedades anti-sépticas sobre vários microrganismos, 

corroborando esta afirmação seguem algumas pesquisas com esse 

enfoque.

RODRÍGUEZ et al. (1997) avaliaram a atividade biológica de um 

creme do óleo essencial da Pimenta dioica Lindl como repelente de insetos 

em tropas do exército cubano. Encontraram significativa diferença entre o 

grupo testado com o creme e outro com um creme placebo. Para o creme 

com o óleo essencial eles encontraram 100% de repelência por um tempo 

maior, quando comparado com outros repelentes não naturais 

encontrados no mercado. Devido aos excelentes resultados os autores 

sugeriram que o creme da Pimenta dioica Lindl pode ser empregado 

profilaticamente para evitar enfermidades transmitidas por mosquito, 

como a dengue hemorrágica, por exemplo. Neste mesmo trabalho eles 

comentam que outros investigadores encontraram atividade do óleo da 

pimenta sobre fungos e leveduras.

LOPEZ et al. (1998) estudaram o extrato da Pimenta dioica Lindl

e comprovaram seus efeitos analgésico e antipirético em ratos e coelhos 

de laboratório. A toxicidade aguda oral também foi testada usando os 

mesmos seres vivos. Para os autores o eugenol encontrado em grandes 

quantidades nas folhas da planta, que atua inibindo a liberação de 
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prostaglandinas, pode ser o maior responsável por estas atividades, além 

disso, o ensaio toxicológico permitiu classificar o extrato como não tóxico.

É importante ressaltar que na Universidade Federal do Maranhão 

(UFMA) existe um dos grupos mais ativos na pesquisa com a Pimenta 

dioica Lindl no Brasil. Monografias e dissertações de mestrado já foram 

elaboradas, e ainda estão sendo realizadas, pesquisando a composição do 

óleo essencial e de sua atividade sobre microrganismos (MARINHO, 2005; 

NASCIMENTO, 2004; MONTEIRO, 2004; SOUSA, 20037). Atualmente até a 

ação como aditivo em combustíveis está sendo pesquisada por 

mestrandos e graduandos dessa Instituição, reafirmando o interesse 

desse grupo pelas muitas propriedades úteis já descobertas e ainda as 

que estão por serem descobertas.

2.3 TÉCNICAS ANALÍTICAS

As técnicas analíticas permitem a avaliação das qualidades do 

óleo essencial, garantindo, assim, a identificação, constância de seus 

constituintes químicos e a segurança de sua utilização.

A avaliação quantitativa e qualitativa envolve a utilização de 

diversas técnicas básicas que sofreram algumas alterações nos últimos 

anos, devido essencialmente à revolução da informática (programa de 

computadores, níveis de automação, forma de integração dos dados 

obtidos) e da sofisticação dos experimentos que podem ser realizados 

resultando na dedução de uma estrutura coerente. Entre as técnicas 

citamos a seguir, basicamente, aquelas utilizadas neste trabalho.

7 Em todos esses trabalhos utilizaram-se os frutos da Pimenta dioica Lindl.
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2.3.1 - Cromatografia Gasosa (CG)

A análise de misturas complexas de multicomponentes como os 

óleos essenciais requer a aplicação de métodos analíticos modernos e 

instrumentação adequada. Diferentes técnicas cromatográficas são 

predominantes na análise de voláteis; em particular, métodos de 

cromatografia gasosa que resultam na separação da mistura em 

componentes individuais (BRAITHWAITE e SMITH, 1996; SCHREIER, 

1984). Assim, a cromatografia permite determinar, qualitativamente e 

quantitativamente, as frações individuais obtidas nos cromatogramas.

2.3.2 - Espectroscopia na Região do Ultravioleta (UV)

O uso da espectrofotometria no ultravioleta fica mais evidente 

relacionando-se o infravermelho, a RMN e o ultravioleta. A fim de 

caracterizar um composto orgânico, o químico usa, nos casos normais o 

IV para detectar e identificar os grupos funcionais e a RMN para 

determinar a disposição estrutural de prótons e carbonos. Depois de ter 

estabelecido pelo menos uma idéia preliminar sobre a estrutura do 

composto, o químico está habilitado a decidir se o UV será útil para 

caracterizar o composto (RALPH, 1983).

A absorção molecular na região do UV e do visível depende da 

estrutura eletrônica da molécula. A absorção de energia é quantizada e 

conduz à passagem dos elétrons de orbitais do estado fundamental para 

orbitais de maior energia em estado excitado. Para muitas estruturas 

eletrônicas esta absorção ocorre em uma porção acessível do UV. Na 

prática, a espectrofotometria no UV é limitada, na maior parte, aos 

sistemas conjugados (SILVERSTEIN et al., 2007).
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2.3.3 - Espectroscopia Vibracional na Região do Infravermelho (IV)

Como alternativa para avaliações cromatográficas de compostos 

voláteis, podem ser usados técnicas que proporcionam informação direta 

acerca da composição de uma amostra particular sem prévia separação 

dos componentes, isto é, os métodos espectroscópicos.

A espectroscopia na região do infravermelho pode ser usada para 

obter informações acerca dos grupos funcionais da composição dos óleos 

essenciais, principalmente, grupos contendo oxigênio, uma vez que as 

vibrações moleculares são perceptíveis nessa região do espectro. Apesar 

de ser uma técnica altamente sensível, é pouco seletiva no caso de 

misturas de multicomponentes, e difícil para fazer medidas quantitativas 

de concentrações de componentes individuais (RALPH, 1983).

A espectroscopia na região do infravermelho (IV) é uma das 

ferramentas mais comuns para a identificação de compostos orgânicos e 

inorgânicos puros, pois, com exceção de poucas moléculas homonucleares

(como O2, N2 e Cl2), todas as espécies moleculares absorvem radiação no 

IV. A intensidade de absorção é uma função da variação do momento de 

dipolo envolvido na vibração (CRACKER e SIMON, 1987).

Duas categorias básicas de vibrações moleculares são 

conhecidas: as vibrações de deformações axiais e as de deformações 

angulares. Uma vibração de deformação axial (estiramento) envolve uma 

mudança contínua na distância interatômica ao longo do eixo da ligação 

entre dois átomos. Vibrações de deformação angular são caracterizadas 

pela mudança no ângulo entre duas ligações. O espectro IV é obtido 

depois que uma transformação de Fourier converte o interferograma do 

domínio do tempo à forma mais familiar do domínio de frequências. O 

interferograma é uma série oscilatória de combinações destrutivas ou 

construtivas, resultando de uma variação completa de comprimentos de 

onda (SILVERSTEIN et al., 2007).
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2.3.4 - Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG-EM)

Existem no mercado várias empresas que oferecem o conjunto 

cromatográfico a gás-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por 

meio de uma interface que aumenta a concentração da amostra no gás de 

arraste, aproveitando a maior difusibilidade do gás. A velocidade de 

varredura é grande o suficiente para permitir a obtenção de diversos 

espectros de massas por pico eluído no cromatógrafo. A conexão direta de 

colunas capilares de cromatografia gasosa ao espectrômetro de massas 

sem a interface de enriquecimento permite várias varreduras de massas 

rápidas em pontos diferentes de um pico cromatográfico, de modo a 

testar sua homogeneidade. Desse modo, é possível resolver picos 

cromatográficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de 

massas acoplada à cromatografia gasosa fornece as fragmentações dos 

componentes individuais separados (ADAMS, 2007).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada 

em espectrometria de massas, um espectrômetro de massas bombardeia 

moléculas na fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e 

registra o resultado do impacto dos elétrons como um espectro de íons 

separados na base da razão massa/carga (m/z). A maior parte dos íons 

formados tem carga unitária. Os espectros de massas são obtidos

rotineiramente com o uso de um feixe eletrônico de energia de 70 eV. O 

evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa é a remoção de um 

único elétron pelo feixe, com formação do íon molecular, um cátion-radical 

(M.) (o ponto simples representa o elétron desemparelhado). A maior 

parte dos íons desintegra-se em 10-10 - 10-3s, dando, no caso mais 

simples, um fragmento carregado positivamente e um radical. Assim, 

forma-se um número de fragmentos iônicos que podem ser 

posteriormente decompostos em fragmentos menores (SILVERSTEIN et 

al., 2007).
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Pode-se apresentar o espectro na forma de um gráfico ou uma 

tabela. O gráfico tem a vantagem de mostrar seqüências de fragmentação 

que com a prática podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de 

massas por impacto de elétrons, gerado por um computador na forma de 

um gráfico de barras, a abundância relativa dos picos apresentada como 

percentagem do pico base (100%), é lançada contra a razão massa/carga 

(m/z).

2.3.5 - Espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 13 

(RMN 13C)

A espectrometria de RMN é uma das ferramentas mais valiosas 

para a determinação estrutural de compostos orgânicos, contribuindo para 

o estabelecimento do esqueleto da molécula.

Para a obtenção dos espectros de ressonância, submete-se a 

amostra a um campo magnético externo, de forma que determinados 

núcleos que apresentam um momento magnético nuclear (núcleos com 

número de massa ímpar como 1H, 13C, 31P, por exemplo) podem entrar 

em ressonância com a radiofrequência aplicada, absorvendo a energia 

eletromagnética em freqüências características para cada núcleo, 

conforme sua vizinhança química.

Os dados obtidos com esse método espectrométrico são muito 

importantes para a elucidação estrutural de praticamente todas as classes 

de produtos naturais, incluindo os metabólitos secundários vegetais. Os 

espectros de RMN de hidrogênio e de carbono 13 são os mais utilizados e 

a sua interpretação permite caracterizar o número e o tipo de átomos de 

H e C, em função da localização e do desdobramento dos sinais 

correspondentes à absorção da energia eletromagnética.

A grande variedade de técnicas disponíveis de RMN (COSY, 

NOESY, HETCOR, HMBC, INEPT, INADEQUATE, COLOC, entre outras) 
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permite identificar a proximidade espacial ou mesmo a conectividade de

alguns átomos em particular, auxiliando dessa maneira, na montagem do 

composto constituído pelas diferentes partes da molécula (SIMÕES et al., 

2007).

2.3.6 - Voltametria Cíclica (VC)

A voltametria cíclica consiste na aplicação de potencial por onda 

triangular do potencial do eletrodo, o qual é imerso em uma solução 

estacionária, medindo-se a corrente resultante. O potencial do eletrodo de 

trabalho é controlado versus o eletrodo de referência, tal como, eletrodo 

saturado de calomelano (ESC) ou eletrodo prata/cloreto de prata 

(Ag/AgCl). O potencial controlado, o qual é aplicado entre esses dois 

eletrodos pode ser considerado um sinal de analítico (WANG, 2006).

A voltametria cíclica é talvez a mais versátil técnica 

eletroanalítica para estudos de espécies eletroativas, isso fez com que nos 

últimos anos ela se tornasse uma ferramenta popular no estudo de 

reações eletroquímicas. Essa versatilidade combinada com facilidade das 

medidas foi resultado do extensivo uso da voltametria cíclica nos campos 

da eletroquímica, química inorgânica, química orgânica e bioquímica. No 

caso da química orgânica, muitos químicos orgânicos têm aplicado esta 

técnica para o estudo de caminhos (rotas) de reações biossintéticas, 

estudos de radicais livres gerados eletroquimicamente e estudos de 

modelos de catálises enzimáticas (MOUCHREK FILHO, 1997).

Com respeito ao amplo uso que a voltametria cíclica oferece, 

essa técnica não é geralmente bem entendida em comparação com outros 

métodos instrumentais, como a espectroscopia e a cromatografia.

Embora a polarografia seja a mais conhecida das técnicas 

voltamétricas, com a voltametria de redissolução é possível determinar 
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vários elementos, em concentrações em nível de parte por bilhão, usando 

uma instrumentação relativamente barata.

2.4 - ANÁLISE TÉRMICA

A análise térmica compreende um conjunto de técnicas que 

possuem um princípio comum: quando uma substância é aquecida (ou 

resfriada) de acordo com uma programação de temperatura, alguma 

propriedade química ou física pode ser observada e medida (IONASHIRO e 

GIOLITO, 1980).

A definição habitualmente aceita foi originalmente proposta pelo 

Comitê de Nomenclatura da Confederação Internacional de Análises 

Térmicas (ICTA) sendo, subsequentemente, adotada tanto pela União 

Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) quanto pela Sociedade 

Americana de Testes de Materiais (ASTM).

Nesse contexto, análise térmica é um termo que abrange um 

grupo de técnicas nas quais uma propriedade física ou química de uma 

substância, ou de seus produtos de reação, é monitorada em função do 

tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra, sob uma 

atmosfera específica, é submetida a uma programação controlada (TURI, 

1997).

As técnicas termoanalíticas têm se tornado um instrumento 

quase que essencial nos estudos da cinética e mecanismos de 

substâncias, principalmente, pelo fato de fornecerem informações 

ausentes em métodos convencionais, porém, são de uso pouco frequente

na análise de óleos essenciais. No entanto, são possíveis estudos da perda 

de massas da amostra pela ação térmica. Além disso, os pontos de 

congelamento, fusão e ebulição são propriedades físicas que têm todas as 

condições para serem determinadas por análise térmica (WENDLANDT, 

1986).
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Ocasionalmente o uso de mais de uma técnica termoanalítica é 

aconselhável a fim de responder completamente e inequivocamente a um 

problema específico.

2.4.1 - Termogravimetria (TG)

Termogravimetria (TG) é a técnica na qual a mudança da massa 

de uma substância é medida em função da temperatura enquanto esta é 

submetida a uma programação controlada.

O termo análise termogravimétrica (TGA) é comumente 

empregado, particularmente em polímeros, no lugar de TG por ser seu 

precedente histórico e para minimizar a confusão verbal com Tg, a 

abreviação da temperatura de transição vítrea. Problemas adicionais 

podem ocorrer em pesquisas computadorizadas, já que ambas as

abreviaturas são aceitas pela IUPAC (SU, 2010).

O registro é a curva TG; o equipamento utilizado para esta 

técnica é a termobalança. As curvas TG permitem obter conclusões quanto 

à estequiometria, estabilidade térmica da amostra, composição e 

estabilidade dos compostos intermediários, bem como composição do 

produto final (KEATTCH e DOLLIMORE, 1975).

No gráfico da TG a ordenada é apresentada usualmente em 

percentual de massa wt%, em vez da massa total, proporcionando assim 

uma fácil comparação entre várias curvas em uma base normalizada. 

Existem mudanças significativas, particularmente na temperatura da 

amostra, que podem refletir na curva TGA quando a massa inicial é 

significativamente variada entre experimentos (SU, 2010).

Ocasionalmente, o peso e a temperatura serão exibidos em 

função do tempo. Isto permite a verificação aproximada da taxa de 

aquecimento, mas é menos conveniente para propósitos de comparação 

com outras curvas (WENDHAUSEN, 2010).
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A termogravimetria derivada (DTG) é um recurso matemático, 

que fornece a derivada primeira da curva TG em função do tempo ou da 

temperatura. O registro é a curva termogravimétrica derivada ou curva 

DTG (IONASHIRO e GIOLITO, 1980).

A termogravimetria é uma técnica útil para estudar a capacidade 

da substância de manter sua massa inalterada sob várias condições.

Como em toda técnica de análise, existem fatores que influenciam os 

resultados. No caso da termogravimetria, esses fatores são provenientes 

das características instrumentais e da amostra (MARCONCINI e OLIVEIRA, 

2007).

2.4.2 - Análise Térmica Diferencial (DTA)

A Análise Térmica Diferencial (DTA) é uma técnica na qual a 

temperatura da amostra, comparada com a temperatura de um material 

de referência, termicamente inerte, é registrada quando a amostra é 

aquecida ou resfriada a uma razão uniforme, permitindo o reconhecimento 

de efeitos térmicos (WENDLANDT, 1986).

As variações de temperatura da amostra são causadas por 

transições entálpicas endotérmicas ou exotérmicas, registrando-se a 

diferença de temperatura entre a amostra e a referência em função da 

variação de temperatura; por isso o termo diferencial.

Ao longo do programa de aquecimento as temperaturas da 

amostra e da referência se mantêm iguais até que ocorra alguma 

alteração física ou química na amostra. Se a reação for exotérmica, a 

amostra irá liberar calor, ficando por um curto período de tempo, com 

uma temperatura maior que a referência. Do mesmo modo, se a reação 

for endotérmica a temperatura da amostra será temporariamente menor 

que a referência (TURI, 1997).
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Mudan�as na amostra tais como fus�o, solidifica��o e 

cristaliza��o s�o ent�o registradas sob a forma de picos, sendo a varia��o 

na capacidade calor�fica da amostra registrada como um deslocamento da 

linha base (WENDHAUSEN, 2010).

A curva DTA � ent�o registrada tendo a temperatura ou o tempo 

na abscissa, e μV na ordenada. A diferen�a de temperatura � dada em μV 

devido ao uso de termopares em sua medi��o (SU, 2010).

2.5 - ASPECTOS SOBRE O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus 1762) (Diptera: Culicidae) 

(Figura 2.3) � o principal respons�vel pela transmiss�o da febre amarela 

urbana e da dengue em todo o mundo (TAUIL, 2001). � dom�stico e 

antropof�lico, com atividade hematof�gica diurna e utiliza-se,

preferencialmente, de dep�sitos artificiais de �gua limpa para colocar seus 

ovos (CDC, 2010).

Fonte: INFO-E (2010)

Figura 2.3. Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
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Embora oriundo do Velho Mundo, esse mosquito acompanhou o 

homem em sua longa e ininterrupta migração pelo globo, e permaneceu 

onde as alterações antrópicas propiciaram a sua proliferação (CONSOLI e 

OLIVEIRA, 1994). Hoje, o Aedes aegypti é considerado um mosquito 

cosmopolita, com ocorrência em regiões tropicais e subtropicais do 

planeta (CDC, 2010).

A ocorrência do Aedes aegypti se dá, principalmente, nas regiões 

tropicais. Dados do ano de 2009 indicaram as áreas de maior risco (mapa 

da Figura 2.4): América Central, América do Sul (exceto Chile, Uruguai e 

sul da Argentina), América do Norte (México), África, Austrália (norte), 

Caribe (exceto Ilhas Caymam), China (sul), Ilhas do Pacífico, Índia, 

Sudeste Asiático e Taiwan8 (CDC, 2010).

Fonte: WHO (2010).

Figura 2.4. Distribuição do Aedes aegypti no mundo em 2009: países ou áreas de risco.

8 O contorno das linhas das isotermas de janeiro e julho indicam os limites geográficos 
potenciais dos Hemisférios Norte e Sul do planeta para sobrevivência do Aedes aegypt ao 
longo do ano (WHO, 2010).
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Nos Estados Unidos a ocorr�ncia do mosquito � incomum, mas 

em 1995 foram registrados casos de transmiss�o no Texas. No Brasil o 

Aedes aegypti est� distribu�do na maior parte do pa�s e a regi�o Nordeste 

est� mais suscet�vel � ocorr�ncia de epidemias da dengue, onde o 

mosquito est� restrito �s vilas e cidades, sempre ligado ao peridomic�lio e 

ao domic�lio humano (NEVES, 2000).

Percebe-se que o mosquito Aedes aegypti, encontrou no mundo 

moderno condi��es muito favor�veis para uma r�pida expans�o, pela 

urbaniza��o acelerada que criou cidades com defici�ncias de 

abastecimento de �gua e de limpeza urbana; pela intensa utiliza��o de 

materiais n�o-biodegrad�veis, como recipientes descart�veis de pl�stico e 

vidro; e pelas mudan�as clim�ticas. Com essas condi��es, espalhou-se por 

uma �rea onde vivem cerca de 3,5 bilh�es de pessoas tornando-se o 

causador de uma doen�a que � um grande problema de sa�de p�blica 

(FUNASA, 2002).

2.5.1 - Ciclo de vida do Aedes aegypti

O conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para 

melhoria das formas de combate a esse vetor. O Aedes aegypti � uma 

esp�cie dom�stica, que se reproduz, preferencialmente, em �gua parada e 

limpa, acumulada em recipientes fabricados pelo homem, como latas, 

pneus e vasos, dentro ou perto das habita��es. Seu ciclo de vida 

compreende quatro est�gios: ovo – larva – pupa – adulto (SILVA, 2006).

a) Ovo: o ovo (Figura 2.5), mede aproximadamente 1mm de 

comprimento, com contorno alongado e fusiforme. O ovo � depositado 

individualmente nas paredes dos dep�sitos que servem como criadouros, 

pr�ximos � l�mina da �gua; no momento da postura os ovos s�o brancos, 

mas nas primeiras 24 horas adquirem a cor negra; a forma��o do embri�o 

se completa em 48 horas (SILVA, 2006).
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Fonte: FIOCRUZ (2010)

Figura 2.5. Ovos do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

De acordo com dados da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA,

2002) são capazes de resistir a longos períodos de dessecação: ovos com 

até 450 dias, sofrem eclosão, quando colocados em contato com a água. A 

capacidade de resistência dos ovos é um sério obstáculo para sua 

erradicação. Esta condição permite que os ovos sejam transportados a 

grandes distâncias, em recipientes secos, tornando-se assim, o principal 

meio de dispersão do inseto.

b) Larva: nesta fase o Aedes aegypti (Figura 2.6) possui 

aspecto vermiforme, sifão curto, grosso e mais escuro que o corpo e 

possui quatro estágios evolutivos. A duração desta fase depende da 

temperatura e da alimentação, em média dura sete dias. As larvas são 

sensíveis a movimentos bruscos na água.

Fonte: WIKIMEDIA (2010)

Figura 2.6. Larvas do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
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c) Pupa: é o último estágio da fase aquática (Figura 2.7) e 

possui o aspecto de vírgula, sendo bastante móvel quando perturbada; 

seu corpo escurece à medida que se aproxima o momento da emergência 

do adulto. Esta fase dura de dois a três dias e durante este período a pupa 

não se alimenta (SILVA, 2006).

Fonte: ARBOVIRUS (2010).

Figura 2.7. Pupa do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

d) Adulto: os mosquitos adultos estão na fase de reprodução e 

dispersão da espécie. Seu corpo é escuro, com faixas brancas nas bases 

dos segmentos tarsais e possui um desenho em forma de lira no 

mesonoto (Figura 2.3). Podem acasalar 24h após emergirem e o

acasalamento pode ser durante o vôo ou pousados sobre uma superfície.

O repasto sanguíneo das fêmeas fornece proteínas para o 

desenvolvimento dos ovos e ocorre nas primeiras horas do dia e ao 

anoitecer (o macho alimenta-se de carboidratos extraídos dos vegetais). A 

fêmea faz uma postura (geralmente no fim da tarde) após cada repasto 

sanguíneo e o intervalo entre a alimentação e a postura é de três dias. A 

fêmea é atraída por recipientes sombreados ou escuros e prefere água 

limpa e distribui cada postura em vários recipientes (SILVA, 2006).
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CAPÍTULO 3

OBJETIVOS
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3 - OBJETIVOS

3.1 - GERAL

Caracterizar analiticamente e avaliar a atividade larvicida do óleo 

essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl frente o Aedes aegypti.

3.2 - ESPECÍFICOS

a) Extrair quantitavamente o óleo essencial das folhas da 

Pimenta dioica Lindl.

b) Determinar as propriedades físico-químicas do óleo essencial: 

densidade, índice de refração, solubilidade, cor e aparência.

c) Caracterizar analiticamente o óleo por espectroscopia de 

ultravioleta-visível, infravermelho, ressonância magnética nuclear de 

carbono 13, além de determinar os seus componentes por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrômetro de massas.

d) Quantificar o componente majoritário do óleo essencial por 

cromatografia gasosa, ultravioleta-visível e voltametria cíclica,

comparando os métodos de quantificação.

e) Determinar a perda de massa do óleo essencial através de 

análise termogravimétrica e análise térmica diferencial (TG-DTA).

f) Calcular a concentração letal CL50 do óleo a partir do teste de 

toxicidade (atividade contra larvas do mosquito Aedes aegypti).
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CAPÍTULO 4

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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4 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido no Laborat�rio de F�sico-

Qu�mica do Pavilh�o Tecnol�gico, Central Anal�tica da Universidade 

Federal do Maranh�o (UFMA) e Central Anal�tica da Unicamp em parceria 

com o Laborat�rio de Combust�veis e Materiais (LACOM) da Universidade 

Federal da Para�ba (UFPB).

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um 

tratamento anal�tico de plantas arom�ticas. Realizou-se o teste de 

atividade larvicida calculando-se a CL50 segundo o m�todo REED-MUENCH 

(1938 apud COLEGATE e MOLYNEUX, 1993).

4.1 - OBTENÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL

4.1.1 - Origem, Coleta e Preparo da Amostra Bot�nica

As folhas de Pimenta dioica Lindl foram coletadas da base da 

copa de uma �rvore de aproximadamente 20 anos de idade, localizada na 

fazenda experimental Santa Elisa, do Instituto Agron�mico de Campinas 

(IAC) no Estado de S�o Paulo. A esp�cie foi identificada pelo Dr. Romeu 

Benatti J�nior com base nos arquivos bot�nicos do Herb�rio da 

Universidade Federal de S�o Carlos-HUFSCar e sua exsicata est� 

depositada no mesmo herb�rio, sob o n�mero 3.652.

As amostras foram enviadas via a�rea para S�o Lu�s onde ent�o 

foram separadas em folhas e galhos e colocadas para secar em sala seca, 

por um per�odo de sete dias. Ap�s o per�odo de secagem utilizou-se um 

moinho el�trico Tecnal, modelo TE–340 para a tritura��o das folhas. O

material triturado foi armazenado em frascos de polietileno para posterior 
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extração do óleo essencial. Para as pesagens utilizou-se balança digital 

Marte, modelo AL 500, com precisão de 0,1mg.

4.1.2 - Extração do óleo essencial

Para a extração do óleo essencial da Pimenta dioica Lindl

utilizou-se um extrator de Clevenger de vidro acoplado a um balão de 

fundo redondo de 1000 mL e a uma manta elétrica como fonte geradora 

de calor. A cada rotina de extração do óleo essencial, foram pesadas 30g 

das folhas moídas e colocadas com 300 mL de água destilada em balão de 

fundo redondo acoplado ao sistema extrator. Em seguida ligava-se a 

manta elétrica e mantinha-se a temperatura em 100ºC. Após 3,5 horas 

encerrava-se a destilação recolhendo-se o óleo essencial. O óleo foi seco 

por meio de percolação em Na2SO4 anidro. Essas operações foram

realizadas em triplicatas e as amostras armazenadas em frascos de vidro 

sob refrigeração para evitar possíveis perdas de constituintes voláteis. 

Posteriormente esses óleos foram submetidos às análises.

O rendimento da extração foi calculado pela relação 

massa/volume, observando o volume obtido no próprio sistema de 

extração.

4.1.3 - Avaliação da Cinética de Extração do Óleo Essencial

Para a determinação da cinética de extração fez-se a 

hidrodestilação em sistema de Clevenger variando-se os tempos de 

extração em 1,0; 2,0; 3,0; 3,5; 4,0 e 5,0 horas, à temperatura de 100ºC. 

Em cada extração usou-se uma massa de 30g de amostras para 300mL de 

água (1:10). A seguir mediu-se o volume do óleo, coletou-se, filtrou-se 



33

em Na2SO4 anidro e armazenou-se sob refrigeração para evitar perda por 

volatilização.

4.2 - CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA

As propriedades físico-químicas do óleo essencial determinadas 

foram: densidade, solubilidade em etanol a 70% v/v, índice de refração, 

cor e aparência.

4.2.1 - Densidade

Para o cálculo da densidade, utilizou-se um picnômetro de 

1,0mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram e 

pesaram as amostras do óleo essencial (25ºC).

4.2.2 - Solubilidade em etanol (70%)

Na determinação da solubilidade, utilizou-se uma solução de 

etanol/água à 70% (v/v), mantendo-se constante o volume de óleo e 

adicionando-se, proporcionalmente, volumes diferentes e crescentes da 

solução alcoólica até se atingir a completa solubilização.
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4.2.3 - Índice de refração

Para a determinação do índice de refração, utilizaram-se pipetas 

de Pasteur em vidro para adicionar as amostras dos óleos diretamente 

sobre o prisma de Flint do refratômetro, à temperatura de 25ºC; fazendo-

se então as leituras. Para as medidas de índice de refração utilizou-se um 

refratômetro ABBE 2 WAJ.

4.2.4 - Cor e Aparência

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se 

comparou a cor do óleo essencial com cores conhecidas e para a 

aparência se fez uma inspeção do óleo no que diz respeito a sua 

transparência ou limpidez.

4.3 - ANÁLISES QUÍMICAS

Utilizaram-se as técnicas de Cromatografia a Gás, Cromatografia 

a Gás Acoplada a Espectrometria de Massas, Espectrofotometria na Região 

do Ultravioleta-Visível, Análise Espectrométrica Vibracional na Região do 

Infravermelho, Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 13 e

Voltametria Cíclica.
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4.3.1 - An�lise por Cromatografia Gasosa acoplada � Espectrometria de 

Massas (CG-EM)

As an�lises por cromatografia em fase gasosa acoplada ao 

espectr�metro de massas por impacto de el�trons e analisador �on trap 

(CG-EM-IE-Ion trap), foram realizadas em equipamento Varian 2100, 

utilizando h�lio como g�s de arraste com fluxo na coluna de 1mL min-1; 

temperatura do injetor: 270�C, split 1:50; coluna capilar (15mx0,25 mm) 

com fase estacion�ria VF-1ms (100% metilsiloxano 0,25μm) e 

programa��o de temperatura do forno de 60 a 200�C com taxa de 

aquecimento de 8�C min-1, e de 200 a 290�C com taxa de aquecimento de 

15�C min-1. No Espectr�metro de Massas as temperaturas do mainfold, 

ion trap e da linha de transfer�ncia foram de 50�C, 190�C e 200�C,

respectivamente. Foram injetadas al�quotas de 1,0 μL (injetor autom�tico 

CP-8410) das amostras dilu�das na propor��o de 20μL em 1,5mL de 

hexano.

4.3.2 - Quantifica��o por Espectrofotometria no UV-Vis

Utilizou-se um espectrofot�metro UV–Vis modelo Cary 50 da 

Hewlett Packard. Fixou-se o comprimento de onda em 280nm, onde foram 

observados os picos mais definidos para as concentra��es testadas do 

�leo. As amostras foram adicionadas em uma solu��o a 60% v/v de 

etanol/�gua para viabilizar a completa dilui��o do �leo, j� que esta 

rela��o foi a que apresentou a menor propor��o de etanol sem que a 

solu��o turvasse.

Para a quantifica��o do eugenol utilizou-se o m�todo de adi��o 

padr�o nas seguintes condi��es anal�ticas: adicionou-se volumes 

crescentes de 0, 20, 40, 60 e 80L de uma solu��o padr�o de eugenol de 
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concentração 6,4x10-2 mol L-1 em cinco balões volumétricos de 10mL 

contendo cada um deles um mesmo volume de 20L da solução mãe. Essa 

solução foi preparada por diluição de 100L do óleo essencial em 10mL de 

uma solução de etanol/água a 60%. A mistura também foi usada para 

completar os cinco balões. Em seguida mediu-se a absorbância em 

comprimento de onda 280nm, medido em relação ao branco.

4.3.3 - Análise Espectrométrica Vibracional na Região do Infravermelho

Analisou-se o óleo essencial por infravermelho no espectrômetro 

Nicolet - 5SXC FTIR, equipado com detector TGS na faixa de 4.000-400 

cm-1. As amostras foram analisadas diretamente em janelas de KBr.

4.3.4 - Análise Espectroscópica de Ressonância Magnética Nuclear de 13C

Utilizou-se um espectrômetro de RMN Brüker avance DRX 400, 

com freqüência de 400 MHz, com 1000 varreduras e usando-se como 

solvente clorofórmio deuterado.

4.3.5 - Determinações Voltamétricas

Os experimentos foram realizados em um sistema eletroquímico 

composto por um potenciostato, modelo CV50W, da Bioanalytical 

Systems, acoplado aos eletrodos e a um computador para captura dos 

dados, além de uma célula eletroquímica de vidro de 10 mL contendo 

tampa com entradas para os eletrodos (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Diagrama esquemático da célula eletroquímica.

O eletrodo de trabalho utilizado (área = 0,06 cm2), o de 

referência e o eletrodo auxiliar foram, respectivamente, de carbono vítreo, 

prata em solução de cloreto de prata (Ag/AgCl) e platina. O eletrólito 

suporte usado foi uma solução etanol/tampão BR pH 3,3 a 55%.

4.3.5.1 - Quantificação por Voltametria Cíclica

Os experimentos voltamétricos realizados sem pré-concentração 

referem-se à voltametria cíclica com eletrodo de carbono vítreo. As 

condições das análises foram fixadas em: tempo de deaeração de 10 

min.; tempo de equilíbrio de 15 s; potencial inicial de +1,20 V; potencial 

final de -0,20 V e velocidade de varredura de 50 mV s-1, em mistura de 

60% etanol/tampão (Britton-Robinson-BR) e pH = 3,3.

As determinações voltamétricas foram realizadas em 

quintuplicata.



38

4.3.6 - Padr�o

Utilizou-se um padr�o concentrado de eugenol (98% de pureza)

nas an�lises qu�micas, procedente da Ind�stria Dierberger de �leos 

Essenciais.

As solu��es padr�o foram preparadas por dilui��o a diferentes 

concentra��es em etanol e clorof�rmio para cada t�cnica anal�tica.

Para a espectroscopia no UV a solu��o estoque apresentava 

concentra��o de 6,4x10-2 mol L-1 e foi preparada acrescentando-se 100 μL 

do padr�o de eugenol em um bal�o de 10 mL, aferido com solu��o 

etanol/�gua destilada a 60% (v/v). Na voltametria utilizou-se uma solu��o 

estoque de concentra��o 6,4x10-3 mol L-1, a qual foi preparada 

misturando-se 10μL do padr�o em bal�o de 10 mL e aferindo-se com uma 

solu��o etanol/tamp�o BR pH 3,3 a 55% (v/v). As solu��es estoque do 

�leo essencial foram preparadas, semelhantemente, �s do padr�o de 

eugenol para cada m�todo anal�tico, ou seja, 10μL e 100μL, 

respectivamente.

4.4 - ANÁLISE TÉRMICA

As an�lises t�rmicas foram realizadas em uma termobalan�a 

modelo DTG-60H/Simultaneous TG/DTA – marca Shimadzu. As condi��es 

fixadas foram: fluxo de nitrog�nio a 50 mL/min. com taxa de aquecimento 

de 10�C/min.; massa aproximada de 10mg e cadinho de platina.
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4.5 - OBTENÇÃO E CULTIVO DAS LARVAS

Como os ovos do Aedes aegypti n�o s�o postos diretamente na 

�gua, mas mil�metros acima de sua superf�cie, principalmente, em 

recipientes artificiais, foi preparada uma armadilha simples para coleta 

desses ovos. Para tanto, foram utilizados jarros de pl�stico para planta, de 

500mL, semi-preenchidos com �gua e um peda�o de madeira de 

dimens�es 20cmx5cm com uma parte imersa e outra n�o (Figura 4.9). A 

f�mea do Aedes aegypti, deposita seus ovos na parte imediatamente 

superior � l�mina d’�gua, na parte da madeira ainda �mida, mas fora da 

�gua do jarro.

Figura 4.9. Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia pl�stica, de 

formato retangular, com cerca de 3 litros de �gua mineral para a eclos�o. 

Ap�s a imers�o dos ovos, 0,5g de ra��o para ratos foi adicionado � �gua 

para auxiliar no crescimento das larvas. Todo o material foi mantido no 

interior de uma gaiola de madeira e coberta com uma tela de tecido, 

apropriada para insetos, a fim de evitar a contamina��o por ovos de 

outras esp�cies de mosquito. Ap�s a eclos�o, as larvas foram 
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acompanhadas até que atingissem o 3º estágio do desenvolvimento, 

quando então foram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida. Foram

necessários de quatro a cinco dias para que as larvas atingissem o 

tamanho ideal para os ensaios.

As larvas foram identificadas como Aedes aegypti por técnicos do 

Laboratório do Núcleo de Patologia Tropical e Medicina Social do

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranhão.

4.6 - TESTE DE TOXICIDADE

Para realização do teste de toxicidade, as larvas selecionadas no 

terceiro estágio (Figura 4.10) foram transferidas para um béquer 

contendo 20mL de água mineral (26-28ºC). As larvas foram capturadas 

utilizando-se uma pipeta de Pasteur (Figura 4.10). Cada teste foi feito em 

quintuplicata para cada concentração testada. Os controles positivos 

foram realizados com o organofosforado temephos em larvas do Aedes 

aegypti, na concentração utilizada pela Vigilância Sanitária que é de 

100mg L-1. Os controles negativos foram realizados com 20mL de água 

mineral (26-28ºC) contendo 0,04% de Tween. As larvas foram expostas 

às soluções por 24 horas, sendo monitoradas de hora em hora. Ao fim dos

períodos registrou-se a mortalidade.

Para o preparo da solução teste, pesou-se 20mg do óleo 

essencial em um recipiente (do tipo eppendorf), para cada mililitro da 

solução teste e, em seguida, foi adicionada uma gota de solvente do tipo 

Tween 80 sobre o óleo, fazendo-se então a homogeneização. A seguir, 

utilizando-se uma pipeta automática, foi adicionado um mililitro de água 

destilada fazendo-se nova homogeneização.

Esta solução foi então transferida para o béquer contendo as 

larvas separadas para o teste, de acordo com as concentrações pré-

estabelecidas após testes iniciais.
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Figura 4.10. Larvas do Aedes aegypti em terceiro estágio.

4.6.1 - Análise Estatística

Após os testes, montou-se uma tabela com os valores das seis

concentrações, log das mesmas, o número de larvas mortas após 24 

horas (média dos cinco pontos), número de larvas vivas após 24 horas 

(média dos cinco pontos), o acumulado de mortos (soma das células de 

mortos abaixo) e o acumulado de vivos (soma das células de vivos 

acima).

A análise estatística dos dados foi realizada de acordo com o 

método de REED-MUENCH (1938), o qual parte do princípio de que um 

animal que sobreviva a certa dose, também irá sobreviver em qualquer 

outra dose menor que aquela, consequentemente, o animal que morrer 

com certa dose, também irá morrer em doses maiores que aquela. A 

partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada 

concentração testada, é construído um gráfico onde se observa uma curva 

para o acúmulo de animais mortos em cada concentração e outra curva 

para o acúmulo de sobreviventes. O ponto de intercessão entre as curvas 

é a Concentração Letal 50% (CL50), pois nesse ponto o número de animais 

sobreviventes é igual ao número de animais mortos (COLEGATE e

MOLYNEUX, 1993).
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O intervalo de confian�a foi calculado segundo o m�todo de 

PIZZI (1950) no qual se constr�i um gr�fico do percentual de mortos 

versus logaritmo (log) da dose. A seguir determinou-se o valor de “R”, 

que � a diferen�a entre o log da dose que mata 75% das larvas e o log da 

dose que mata 25% das larvas. Calcula-se tamb�m a vari�vel “h” que 

consiste na m�dia das diferen�as dos valores de log das doses. Com esses 

dados determina-se o log do erro padr�o (SE), atrav�s da seguinte 

f�rmula: (SE)2 = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de 

confian�a � igual 2 x 10SE.
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CAPÍTULO 5

RESULTADOS E DISCUSSÃO
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 - EXTRAÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL

5.1.1 - Cinética

Na Figura 5.11 mostra-se a relação entre o rendimento 

percentual do óleo e o tempo de extração, para uma mesma massa de 30 

g de folhas secas.

Figura 5.11. Rendimento de extração do óleo essencial pela variação do tempo de 

extração, com massa de amostra de 30g e temperatura de 100ºC.
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No gráfico da Figura 5.11 pode-se observar que o rendimento 

máximo do óleo extraído nas condições do item 4.1.3 foi obtido quando o 

tempo de extração foi de 3,0 horas, obtendo-se um volume de óleo 

essencial igual a 0,9mL atribuindo-se a este valor o teor de 100%. Para 

tempos maiores, verificou-se uma constância nos rendimentos, 

provavelmente, devido à diminuição crescente do óleo essencial no 

extrator, em decorrência da destilação.

Na indústria de essências a cinética de extração do óleo essencial 

é um dos principais parâmetros físico-químicos pesquisados. Além de 

estar diretamente relacionado com a qualidade do óleo essencial, o tempo 

de extração reflete-se na natureza econômica do processo. Por isso, uma 

destilação rápida pode conduzir a um produto contendo 

predominantemente constituintes mais voláteis, porém destituído das 

melhores características; ao contrário, uma extração prolongada encarece 

o produto e também pode sobrecarregá-lo de compostos de aromas 

indesejáveis (CHAAR, 2000).

5.1.2 - Rendimento

O rendimento da extração foi calculado diante da quantidade de 

óleo que se obteve a partir de uma determinada massa vegetal. Como 

nesse experimento partiu-se de uma massa de 30g de folhas moídas da 

Pimenta dioica Lindl e obtiveram-se em média 0,9mL ± 0,05 de óleo 

essencial em cada extração o rendimento v/m foi de 3%. Como a 

densidade do óleo foi determinada em 0,980 g mL-1 (Tabela 5.1) o 

rendimento m/m foi calculado em 2,94%.
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5.2 - CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA

Os resultados obtidos na caracterização físico-química do óleo 

essencial extraído das folhas da Pimenta dioica Lindl estão na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Propriedades físicas do óleo essencial extraído das folhas da espécie 

Pimenta dioica Lindl.

Propriedades físico-químicas Resultados

Densidade (g mL-1) 0,980

Solubilidade em álcool a 70% (v/v) 1:2

Índice de refração (ND 
25°) 1,521

Cor Amarelo

Aparência Límpido

Rendimento (%) 2,94

A composição do óleo essencial de uma planta é determinada 

geneticamente, sendo, geralmente, específica para um determinado órgão 

e característica para o seu desenvolvimento, mas as condições ambientais 

são capazes de causar variações significativas. Alguns desses aspectos 

são: o ciclo vegetativo; o processo de obtenção; os fatores extrínsecos 

(ambiente no qual o vegetal se desenvolve, tipo de cultivo, temperatura, 

umidade relativa, grau de hidratação do terreno e a presença de 

micronutrientes como N, P e K) (SIMÕES et al., 2007).

Características como o índice de refração podem revelar se o 

óleo em questão sofreu alguma alteração9, devido, por exemplo, 

adulterações. Este parâmetro corresponde à relação entre a velocidade da 

luz no ar e a velocidade na substância em ensaio.

9 Por comparação com o índice de refração da água (1,3330).
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5.3 - CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA

5.3.1 - Análises espectrofotométricas do óleo essencial

As análises por métodos espectrofotométricos de óleos 

essenciais justificam-se pela necessidade de se conseguir informações 

sobre a provável composição química. Nesse tipo de análise é possível 

indicar a presença ou ausência de determinados grupos funcionais que 

caracterizam, ou não, um determinado óleo essencial.

5.3.1.1 - Análise Espectroeletrônica na Região do Ultravioleta

Os espectros de absorção na região do UV para o eugenol são 

apresentados na Figura 5.12 na presença do óleo essencial (A) e do 

padrão de eugenol (B).

A absorção máxima (máx) foi observada nos comprimentos de 

onda 230 e 280 nm, com absortividade molar () 2,76×103 L mol-1 cm-1,

em solução de etanol/água a 60%, para o padrão de eugenol (curva B da 

Figura 5.12).

O espectro do óleo essencial é mostrado na curva A da Figura 

5.12, com max em 230 e 280 nm. Pode-se constatar que esse espectro 

apresenta os mesmos máximos de absorbância que o padrão de eugenol 

mostrado na curva B da Figura 5.12.
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Figura 5.12. Espectros de absorção no UV: (A) Óleo essencial de Pimenta dioica Lindl

(20µL/10mL) e (B) padrão de eugenol a 2,56X10-4 mol L-1.

As duas bandas na Figura 5.12 podem ser atribuídas à presença 

de compostos alifáticos insaturados (230 nm) e a compostos aromáticos 

(280 nm) como o grupo hidroxila, sendo ambas apresentando transições 

eletrônicas *, embora unidades fenilpropílicas apresentem bandas 

com máximo de absorção no mesmo intervalo dos comprimentos de onda 

observados (SILVERSTEIN et al., 2007; UGAZ, 1994). Contudo, ao se 

comparar o espectro do óleo essencial com o espectro do padrão de 

eugenol verifica-se que os mesmos praticamente se sobrepõem indicando 

que o eugenol encontra-se presente no óleo como componente 

majoritário.
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5.3.1.2 - An�lise Espectrom�trica Vibracional na Regi�o do Infravermelho

A Figura 5.13 mostra os espectros do padr�o de eugenol (A) e do 

�leo essencial (B) das folhas da Pimenta dioica Lindl na regi�o do 

infravermelho. Comparando os espectros A e B observa-se que todas as 

bandas de absor��o coincidem nas mesmas frequ�ncias, indicando a 

presen�a de eugenol. Essa semelhan�a aponta ainda ser esse composto o 

componente majorit�rio no �leo essencial.

Os espectros da Figura 5.13 mostram uma forte banda de 

absor��o na regi�o de 3500, correspondente � deforma��o axial de OH. 

As bandas observadas em 2970 e 2837 cm-1 s�o atribu�das, 

respectivamente, � deforma��o axial assim�trica e sim�trica do grupo 

CH2, enquanto que a existente em 3073 cm-1 � atribu�da � deforma��o 

axial de C — H da estrutura benz�nica. O estiramento da liga��o C — O do 

grupo C — OH � devido � banda observada em 1270 cm-1, aquelas 

observadas em torno de 1234 e 1029 s�o atribu�das aos estiramentos da 

liga��o C — O do grupo metoxi (SILVERSTEIN et al., 2007).

O estiramento da liga��o dupla do carbono arom�tico encontra-

se em torno de 1595, 1499 e 690 cm-1 (SILVERSTEIN et al., 2007). Na 

Figura 5.13 tais estiramentos ocorreram em 1608, 1521 e 730 cm-1; a 

�ltima banda � atribu�da � deforma��o angular fora do plano, enquanto as 

outras s�o atribu�das � deforma��o axial. O composto alif�tico da 

mol�cula de eugenol apresentou bandas caracter�sticas em torno de 1610 

e 900 cm-1 tanto no �leo, como no padr�o, sendo a primeira banda 

atribu�da � deforma��o axial da liga��o C = C e a segunda � deforma��o 

angular fora do plano de =CH— (SILVERSTEIN et al., 2007; PEREIRA e 

MAIA, 2007).

A Tabela 5.2 apresenta o m�x dos principais estiramentos do 

padr�o de eugenol e do �leo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl.
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Figura 5.13. Espectros na região do infravermelho: (A) Padrão de eugenol. (B) óleo 

essencial de Pimenta dioica Lindl.
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Tabela 5.2. Bandas de absorção e modos vibracionais do padrão de eugenol e do óleo 

essencial na região do Infravermelho.

Eugenol Tipo de 
deformação

Grupo
Funcional

Tipo de 
ligação

Absorção 
eugenol 
(cm-1)

Absorção 
óleo 

(cm-1)

Axial Hidroxila O  H 3518,6 3518,5

Axial Aromático C  C 1608,5 1608,5

Angular

plana
Hidroxila O  H 1369,8 1372,9

Axial
Aromático  

hidroxila
CO  H 1270,6 1270,5

Axial 

assimétrica
Éter 1234,1 1234,7

Axial 

simétrica
Éter 1029,8 1034,9

Axial Aromático C  H 3073,1 3073,1

Axial Metila C  H 2970,7 2965,5

Axial Alifático C  C 1610,1 1615,0
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5.3.1.3 - Análise por Ressonância Magnética Nuclear de 13C

Na Figura 5.14 estão apresentados os espectros de RMN 13C em 

estado líquido do padrão de eugenol (A) e do óleo essencial das folhas da 

Pimenta dioica (B).

No espectro A da Figura 5.14 observam-se os 10 sinais relativos 

aos carbonos do eugenol. O sinal com deslocamento químico em torno de 

143,9 ppm é relativo ao (C1) do anel aromático, ligado ao grupo OH. O 

sinal em 146,5 ppm é devido ao (C2) ligado ao grupo OCH3. Os sinais em 

111,2; 121,2 e 115,5 ppm, são devidos aos (C3), (C5) e (C6) do grupo do 

anel aromático, com grande intensidade. O sinal em 131,9 ppm é devido 

ao (C4) ligado ao grupo CH2CHCH2. Os sinais em 39,9; 114,4 e 137,9 

ppm, são devidos aos (C7), (C9) e (C8) dos grupos CH2 e CH do grupo 

CH2CHCH2. O sinal mais intenso em 55,8 ppm é devido ao (C10) do grupo 

OCH3 ligado ao anel aromático, o qual tem a maior intensidade devido às

suas ligações aos três átomos de hidrogênios.

O espectro B é referente ao óleo essencial, no qual, assim como 

no caso do espectro A, predominam os sinais relativos aos átomos de 

carbonos do padrão de eugenol, apresentando praticamente os mesmos 

deslocamentos químicos dos átomos de carbonos, como se mostra na 

Tabela 5.3. Para o cálculo dos deslocamentos químicos teóricos, foram 

utilizados valores de grupos funcionais apresentados na literatura por 

SILVERSTEIN et al. (2007).



53

Figura 5.14. Espectros de RMN 13C: (A) Padrão de eugenol. (B) Óleo essencial das 

folhas da Pimenta dioica.

(B) Óleo essencial

(A) Padrão de eugenol
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Tabela 5.3. Deslocamentos químicos teóricos e experimentais de 13C do eugenol e do 

óleo essencial (a partir do TMS) com suas respectivas multiplicidades.

Eugenol Átomos
 (ppm)

Multiplicidade
Teórico Padrão de 

eugenol
Óleo 

essencial

C-1 140,7 143,9 143,5 Singlete (s)

C-2 147,2 146,5 146,4 Singlete (s)

C-3 113,3 111,2 111,1 Dublete (d)

C-4 131,3 131,9 131,7 Singlete (s)

C-5 122,4 121,1 120,9 Dublete (d)

C-6 116,8 115,5 115,2 Dublete (d)

C-7 34,4 39,9 39,6 Triplete (t)

C-8 137,1 137,9 137,6 Dublete (d)

C-9 113,2 114,4 114,9 Triplete (t)

C-10 54,1 55,8 55,4 Quartete (q)
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5.3.2 - Análise por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas

Por meio da cromatografia gasosa acoplada à espectroscopia de 

massa, foi possível identificar dezesseis picos constituintes do óleo 

essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl, os quais são apresentados na 

Figura 5.15 conforme a ordem de eluição.

Figura 5.15. Cromatograma do óleo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl.

O cromatograma da Figura 5.15 mostra um pico mais intenso, 

com tempo de retenção em 7,384 minutos (pico 10), correspondente ao 

eugenol, o qual foi identificado por meio da comparação do seu espectro 

de massa com o fornecido pela espectroteca NIST02 (Figura 5.16) e com 

o espectro de massa do padrão de eugenol reportado por David et al.

(2010). Os demais componentes também foram identificados utilizando-se 

a mesma metodologia adotada para o eugenol, além da comparação com

os espectros de massa encontrados na literatura (ADAMS, 2007; SMITH, 

2004).
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Figura 5.16. (A) Espectro de massas do pico cromatográfico de eugenol do óleo 

essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl. (B) Proposta de identificação pela 

espectroteca NIST02.

O espectro de massas do óleo essencial das folhas da Pimenta 

dioica (Figura 5.16-A) mostra os principais fragmentos apresentados em 

abundância (%): 164 (100); 149 (39); 131 (32); 121 (23); 103 (34); 91 

(34); 77 (46); 65 (20); 55 (39).

De acordo com SILVERSTEIN et al. (2007) fenóis apresentam um 

pico intenso correspondente ao íon molecular, o que facilita a sua 

identificação. Na Figura 5.16 o pico intenso com m/z=164 [M+], 

corresponde à fórmula C10H12O2, mostrando presença majoritária do 

eugenol no óleo.
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Os espectros mostram ainda picos t�picos da quebra de fen�is e 

�teres arom�ticos, sendo o pico m/z=149 [M - 15] caracter�stico da perda 

do radical metila (CH3) e os picos m/z=77 e m/z=65 s�o correspondentes 

aos �ons [C6H5
+] e [C5H5

+], respectivamente, originados por rearranjo –

com a sa�da do grupo CO; j� o fragmento com pico em m/z=133 [M - 31] 

� referente � perda do grupo OCH3 do �ter (SILVERSTEIN et al., 2007).

O mecanismo de fragmenta��o dos principais picos 

caracter�sticos formados pelo eugenol est� ilustrado na Figura 5.17

(CORTEZ et al., 1998).

Figura 5.17. Fragmenta��o do eugenol e forma��o dos picos caracter�sticos.

Na Tabela 5.4 mostram-se os compostos presentes no �leo 

essencial, cujos picos foram apresentados no cromatograma da Figura 

5.15. Verificam-se tamb�m os tempos de reten��o de cada subst�ncia na 

coluna e o seu respectivo teor no �leo essencial. A quantifica��o do 

eugenol e dos demais componentes foram determinadas pela integra��o 

da �rea do pico correspondente. O alto teor relacionado ao pico 10 do 

cromatograma (74,04%) confirma esse composto como o componente 

majorit�rio do �leo essencial.



58

Tabela 5.4. Composi��o qu�mica do �leo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl.

Pico Composto TRa (min) IRb Teor (%)

1 1-octen-3-ol 2,17 980 1,38

2 β-pineno 2,35 975 6,51

3 α-pineno 2,49 930 0,30

4 ο-cimeno 2,68 1025 1,97

5 Limoneno 2,76 1028 3,94

6 Linalol 3,58 1096 1,71

7 c.h.sabineno 4,65 969 0,21

8 α-terpineol 4,81 1192 0,17

9 5-indanol 5,83 1203 6,06

10 Eugenol 7,38 1362 74,06

11 α-cubebeno 8,20 1349 0,41

12 Cariofileno 8,62 1415 0,08

13 γ-muroleno 9,24 1478 0,27

14 α-cadineno 9,57 1515 0,17

15 α-muroleno 9,75 1499 0,24

16 -cadineno 9,87 1525 1,74
a Tempo de reten��o; b �ndice de Reten��o de Kovats

Relacionam-se a seguir os espectros de massas dos picos dos 

compostos mais abundantes apresentados na Figura 5.15 com as 

respectivas propostas de identifica��o por compara��o com os dados da

espectroteca NIST02 e com a literatura (ADAMS, 2007; SILVERSTEIN, 

2007).
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O espectro de massas referente � Figura 5.18(A) indica, com 

base na literatura (ADAMS, 2007) e na espectroteca NIST02, a presen�a 

no �leo essencial do composto β-pineno (pico 2, Figura 5.15).

O pico do �on molecular apresentou m/z=136, confirmando a 

f�rmula C10H16. O pico de m/z=93 para o β-pineno � provavelmente 

produzido por uma estrutura de f�rmula C7H9
+ formada por isomeriza��o,

seguida por clivagem al�lica (SILVERSTEIN, 2007).

Figura 5.18. Espectros de massas: (A) Composto do pico 2 do cromatograma da Figura 

5.15. (B) Propostas de identifica��o atrav�s da espectroteca NIST02.
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O espectro de massas da Figura 5.19(A), identificado como ο-

cimeno (pico 4, Figura 5.15), apresenta o pico do �on molecular com 

m/z=134, com f�rmula C10H14, de baixa intensidade, caracter�stico de 

compostos arom�ticos (SILVERSTEIN, 2007).

O pico de maior intensidade com m/z=119 [M-15] � proveniente 

da perda de um grupo metila. O pico com m/z=91 (44%) � caracter�stico 

do c�tion trop�lio (C7H7
+) e o pico de m/z=65 (9%) � resultante da 

elimina��o neutra de acetileno (C2H2) do �on trop�lio.

Figura 5.19. Espectros de massas: (A) Composto do pico 4 do cromatograma da Figura 

5.15. (B) Propostas de identifica��o atrav�s da espectroteca NIST02.
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O espectro da Figura 5.20(A) sugere a presença do composto

limoneno no óleo essencial (pico 5, Figura 5.15). O pico do íon molecular

apresenta m/z=136 (13%), o que evidencia a fórmula C10H16.

O pico com m/z=121 [M-15] (19%), confirma a presença de um 

grupo metila como ramificação. O pico m/z=93 (66%) é provavelmente 

produzido por uma estrutura de fórmula C7H9
+. Alquenos cíclicos, como o 

limoneno, apresentam um modo especial de quebra, semelhante a uma 

reação retro-Diels-Alder com m/z=68 (38%) (Figura 5.21) (SILVERSTEIN, 

2007).

Figura 5.20. Espectros de massas: (A) Composto do pico 5 do cromatograma da Figura 

5.15. (B) Propostas de identificação através da espectroteca NIST02.
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Figura 5.21. Fragmentação tipo reação retro-Diels-Alder do composto limoneno.

O espectro da Figura 5.22(A) foi relacionado ao linalol (pico 6, 

Figura 5.15), com pico do íon molecular m/z=154, confirmado como 

C10H18O a sua fórmula molecular, de baixa intensidade, característico da

alcoóis terciários. Os picos m/z=136 [M-18] (9%) e m/z=121 [M-18-15] 

(25%) são característicos da perda de água e do grupo metila, 

respectivamente.

Para alcoóis terciários, ocorre frequentemente a quebra de 

ligação C-C vizinha do átomo de oxigênio, com eliminação do maior grupo, 

o que fica evidenciado no pico de m/z=71 (H2C=CHCOH+-CH3) e pelo pico 

de m/z=83. O pico com m/z=93 (78%) é devido à eliminação de água [M-

18] e do grupo C3H8
+ [M-44] (SILVERSTEIN, 2007).
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Figura 5.22. Espectros de massas: (A) Composto do pico 6 do cromatograma da Figura 

5.15. (B) propostas de identificação através da espectroteca NIST02.
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A Figura 5.23(A) refere-se ao espectro de massas do pico 9 da 

Figura 5.15, o 5-indanol. O pico do íon molecular apresenta m/z=134 

(84%), com pico base de m/z=133 [M-1], característico de fenóis 

substituídos.

Um pico de C6H5
+ em m/z=77 (47%) é usualmente encontrado 

em fenóis (SILVERSTEIN, 2007).

Figura 5.23. Espectros de massas: (A) Composto do pico 9 do cromatograma da Figura 

5.15. (B) Propostas de identificação através da espectroteca NIST02.
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O espectro de massas da Figura 5.24(A) refere-se ao �ltimo pico 

da Figura 5.15: o componente δ-cadineno, identificado pela espectroteca 

NIST02 e confirmado por dados da literatura (ADAMS, 2007).

Figura 5.24. Espectros de massas: (A) Composto do pico 16 do cromatograma da Figura 

5.15. (B) propostas de identifica��o atrav�s da espectroteca NIST02.
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5.3.3 - An�lise por Voltametria C�clica

A voltametria c�clica do eletrodo de carbono v�treo antes e ap�s a 

difus�o do eugenol mostra que quando o eletrodo � apenas polido (Figura 

5.25.A), nenhuma resposta voltam�trica � obtida na regi�o entre +1,20 e 

-0,20 V, em mistura de etanol/tamp�o-BR a 60%, pH 3,3 e na aus�ncia 

de oxig�nio. As ondas I/I’, bem definidas em solu��o contendo o �leo 

essencial de Pimenta dioica e o eletr�lito suporte, s�o atribu�das � 

resposta voltam�trica do composto eugenol difundido para a superf�cie do 

eletrodo de carbono v�treo, conforme mostra a Figura 5.25.B.

Figura 5.25. (A) Voltamograma c�clico do eletrodo de carbono v�treo rec�m polido. (B) 
Voltamograma c�clico do �leo essencial registrado em eletr�lito suporte (etanol/tamp�o a 
60 %), pH 3,3; v = 50 mV s-1.

I

I´
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O comportamento eletroqu�mico de compostos fen�licos 

(eugenol), apresentado pelas ondas I/I’, s�o atribu�dos a um processo 

redox, o qual � devido ao grupo hidroxila da mol�cula de eugenol, 

originando compostos do tipo ρ-benzoquinonas (MOUCHREK FILHO et al., 

1998).

Pelo comportamento do sistema, as ondas I/I’ (Figura 5.25) s�o 

atribu�das a um processo difusional, o qual � confirmado pela rela��o 

linear entre a corrente de pico (Ipa e Ipc) e a raiz da velocidade de 

varredura do potencial (v1/2), apresentado na Figura 5.26.

Figura 5.26. Depend�ncia da corrente de pico da onda I/I’ com a raiz quadrada da 

velocidade de varredura do potencial.
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O estudo da depend�ncia do potencial formal pelo pH da solu��o, 

para o padr�o de eugenol, � apresentado na Figura 5.27. O potencial 

formal do composto � estimado pela m�dia dos potenciais de pico das 

ondas I e I’. Os resultados apresentaram um coeficiente angular de -0,26 

mV pH-1, o qual � muito pr�ximo da metade do valor de -0,59 mV pH-1, 

esperado teoricamente para uma meia rea��o eletroqu�mica, envolvendo 

uma raz�o unit�ria entre pr�tons e el�trons. No caso da rea��o do 

eugenol, o valor de -0,26 mV pH-1 � atribu�do a uma raz�o fracionada de 

um pr�ton para dois el�trons.

Figura 5.27. (A) Voltamograma c�clico do eugenol em fun��o do pH, alterado por adi��o 

de 1 mol L-1 de NaOH. A velocidade de varredura do potencial foi de 50 mV s-1. (B) 

Depend�ncia do potencial formal do eugenol em fun��o do pH na faixa de 3 a 8.

A B
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A diminuição da corrente de pico observado na Figura 5.28, é 

atribuída à reação do grupo fenólico do eugenol com o hidróxido de sódio 

adicionado para o aumento do pH, gerando o fenolato de sódio e 

reduzindo a concentração do eugenol na mistura de etanol/tampão.

Figura 5.28. Dependência da corrente de pico anódica em função do pH na faixa 3 a 8.

5.3.4 - Quantificação de eugenol

5.3.4.1 - Quantificação por Cromatografia Gasosa

Para avaliar a concentração cromatográfica construiu-se um 

gráfico registrando a concentração de eugenol pelo valor médio (n = 4) 

das respectivas áreas e interpolando-se o valor da amostra.
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Na Figura 5.29 mostra-se a determinação quantitativa do 

eugenol por CG, usando o método do padrão externo baseado no aumento 

da área do pico do cromatograma, em função do aumento da 

concentração de eugenol da solução padrão, na faixa de 6,1x10-3 a

2,5x10-2 mol L-1 (n = 4). A curva analítica apresentou um excelente 

coeficiente de correlação (r = 0,9998).

Figura 5.29. (A) Curva analítica e (B) Picos cromatográficos para as soluções contendo 
concentrações de padrão de eugenol: (1) 0,6x10-2; (2) 1,2x10-2; (3) 1,8x10-2 e (4) 
2,4x10-2 mol L-1.

Neste método o eugenol pôde ser determinado com segurança 

devido sua elevada concentração no óleo essencial, não sendo afetado 

pelo efeito de matriz das amostras.

Pela quantificação cromatográfica (Figura 5.29) determinou-se o 

teor de eugenol contido no óleo essencial extraído das folhas da Pimenta 

dioica Lindl em 74,0 ± 0,50%.

(B)

(A)
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5.3.4.2 - Quantifica��o por Espectrometria na Regi�o UV

A quantifica��o do eugenol no �leo essencial � mostrada na 

Figura 5.30, onde se observa a depend�ncia da absorb�ncia em fun��o da 

concentra��o de eugenol. Os espectros de absor��o foram obtidos por 

v�rias concentra��es desse composto e a curva de adi��o padr�o nos 

intervalos de 1,0x10-4 a 5,0x10-4 mol L-1. A determina��o quantitativa do 

eugenol por espectrometria de UV foi acompanhada pelo aumento da 

absor��o da banda do anel arom�tico (λm�x=280nm), em fun��o do 

aumento da concentra��o do eugenol no �leo. A curva anal�tica de adi��o 

padr�o foi caracterizada pelo coeficiente de correla��o (r = 0,9988).

Figura 5.30. (A) Curva de adi��o padr�o de solu��o contendo 20L de solu��o estoque 
preparada com 100L de amostra de �leo essencial, em 10mL de solu��o etanol/�gua a 
60%. (B) Espectros de absor��o da amostra e das concentra��es do padr�o de eugenol.
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Utilizando-se a t�cnica de adi��o padr�o determinou-se o teor de 

eugenol contido no �leo das folhas da Pimenta dioica Lindl em 76,2 � 

0,30%.

5.3.4.3 - Quantifica��o por Voltametria C�clica

A quantifica��o do eugenol pela t�cnica eletroanal�tica de 

voltametria c�clica � mostrada na Figura 5.31.

A Figura 5.31A apresenta os voltamogramas c�clicos obtidos para 

v�rias concentra��es de eugenol e na Figura 5.31B as curvas anal�ticas na 

faixa de 2,5 x 10-4 a 20,5 x 10-4 mol L-1. 

Figura 5.31. (A) Voltamogramas c�clicos. (B) Curvas anal�ticas do padr�o de eugenol na 
faixa de concentra��o: 2,5 x 10-4 a 20,5 x 10-4 mol L-1. Registrados em eletr�lito suporte 
(etanol/tamp�o a 60%), pH 3,3; v = 50 mV s-1.
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As curvas analíticas da Figura 5.31 são caracterizadas pelos 

coeficientes de correlação r = 0,9981 e r = 0,9923 e desvios padrões 

(0,464 e 0,298), para os picos anódicos e catódicos, respectivamente.

A concentração média de eugenol nas folhas da Pimenta dioica

Lindl foi calculada em 77,8 ± 0,36%.

5.3.5 - Comparação entre os Métodos e Técnicas Utilizados para a 

Quantificação do Eugenol

A partir dos resultados obtidos pelas técnicas cromatográfica, 

espectrofotométrica e voltamétrica, e dos métodos de curva de padrão 

externo e de adição padrão, foi possível comparar e avaliar a utilização 

dessas técnicas aplicadas às determinações qualitativas e quantitativas do 

eugenol no óleo essencial da Pimenta dioica, conforme se mostra na 

Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Comparação entre as técnicas analíticas de cromatografia, 
espectrofotometria e voltametria para determinação quantitativa de eugenol no óleo 
essencial da Pimenta dioica Lindl.

Técnicas Analíticas Métodos Quantitativos Concentração de 
eugenol (%)

Cromatografia Gasosa Curva de Padrão 
Externo 74,0 ± 0,50

Espectrofotometria UV Curva de Adição 
Padrão 76,2 ± 0,30

Voltametria Cíclica Curva de Padrão 
Externo 77,8 ± 0,36

Os resultados médios para a concentração de eugenol na Tabela 

5.5 apresentam proximidade, sem grandes variações (de 74,0 a 77,8%), 

para um intervalo de confiança a 95% de probabilidade (n = 5).
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5.4 - ANÁLISE TÉRMICA

Na Figura 5.32 mostram-se as curvas TG-DTA para 10mg do 

óleo essencial em atmosfera de nitrogênio.

Figura 5.32. Curvas TG-DTA para o óleo essencial das folhas de Pimenta dioica Lindl em 

atmosfera de nitrogênio à taxa de aquecimento de 10 ºC/min.

Em relação ao comportamento térmico do óleo essencial de 

pimenta, percebe-se na Figura 5.32 que este obteve uma única etapa de

decomposição entre 142 e 192°C (temperatura de pico: 164ºC) com 

perda de 97% da massa (9,7 mg), sendo a mesma devido ao processo de 

volatilização de alguns componentes do óleo.
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5.5 - ATIVIDADE LARVICIDA

A atividade larvicida do óleo essencial extraído das folhas da 

espécie Pimenta dioica Lindl foi testada em seis concentrações diferentes: 

20, 50, 70, 90, 100 e 120 µg mL-1, sendo n é o número de larvas do 

mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada 

concentração (totalizando 10 larvas por ensaio).

Para cada concentração os testes foram realizados em 

quintuplicata. Os dados sobre o número de larvas vivas e de larvas mortas 

foram encontrados através de uma média das cinco repetições para cada 

uma das seis concentrações testadas (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti após 24 horas de 
exposição em várias concentrações do óleo essencial extraído das folhas da espécie 
vegetal Pimenta dioica Lindl.

Dose, µg 
mL-1 Log dose Mortos Vivos Acumul. 

mortos
Acumul. 

vivos
Mortalidade

%

120 2,0791 10 0 48 0 100

100 2,0000 10 0 38 0 100

90 1,9542 10 0 28 0 100

70 1,8451 10 0 18 0 100

50 1,6989 6 4 8 4 60

20 1,3010 2 8 2 12 20
Número de larvas (n = 10).

De acordo com a Tabela 5.6, a concentração de 20 µg mL-1 do 

óleo essencial da Pimenta dioica Lindl apresentou a menor atividade 

larvicida, matando, em média, duas larvas, o que corresponde a 20% de 

mortalidade. A partir da concentração de 70µg mL-1 do óleo essencial a 

atividade larvicida foi constante, provocando a morte de 100% dos 

indivíduos testados, ou seja, 10 larvas.
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A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o �leo � 

mostrada na Figura 5.33, mostrando-se constante a partir do Log dose 

1,8451 (concentra��o 70 ¤g mL-1).

Figura 5.33. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti – expostas a 

seis concentra��es diferentes do �leo essencial de Pimenta dioica Lindl, ap�s 24 horas –

versus o logaritmo de cada dose aplicada.

A Figura 5.34 mostra que a Concentra��o Letal 50% (CL50),

concentra��o na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi 

encontrada pr�xima ao Log dose 1,69 (abaixo da concentra��o de 50¤g 

mL-1). De acordo com CHENG et al. (2003) valores de CL50<100 ¤g mL-1

s�o considerados ativos.
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Figura 5.34. Estimativa da CL50 do óleo essencial de Pimenta dioica Lindl pelo método 
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em função do logaritmo 
decimal da dose aplicada. A CL50 é o ponto de intersecção das duas curvas.

A dose letal 50% para o óleo essencial da Pimenta dioica Lindl foi 

calculada através da intersecção das curvas de indivíduos acumulados 

mortos e indivíduos acumulados vivos da Figura 5.34, tendo como 

resultado a concentração de 38,86µg mL-1 com um intervalo de confiança 

de 2,25µg mL-1.

Para o padrão de eugenol, componente majoritário do óleo 

essencial da espécie Pimenta dioica Lindl, a atividade larvicida foi testada 

nas mesmas seis concentrações do óleo essencial, sendo n o número de 

larvas do mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio para cada 

concentração, num total de 10 larvas por ensaio.
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De forma análoga ao óleo, para cada concentração os testes 

foram realizados em quintuplicata. Os dados sobre o número de larvas 

vivas e mortas foram encontrados através de uma média das cinco 

repetições para cada uma das seis concentrações testadas (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti após 24 horas de exposição em 
várias concentrações padrão de eugenol.

Dose, µg 
mL-1 Log dose Mortos Vivos Acumul. 

Mortos
Acumul. 

vivos
Mortalidade

%

120 2,0791 10 0 30 0 100

100 2,0000 9 1 20 1 90

90 1,9542 8 3 11 4 80

70 1,8451 2 7 3 11 20

50 1,6989 1 9 1 20 10

20 1,3010 0 10 0 30 0
Número de larvas (n = 10).

Analisando-se a Tabela 5.7 verifica-se que para o padrão de 

eugenol, a concentração de 20µg mL-1 não apresentou atividade larvicida. 

A concentração de 120µg mL-1 apresentou a maior atividade, provocando 

a morte de 100% dos indivíduos testados.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o 

padrão de eugenol é mostrada na Figura 5.35, apresentando 100% de 

mortalidade no Log dose 2,0791 (concentração 120µg mL-1).
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Figura 5.35. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti expostas a seis 

concentrações diferentes do padrão de eugenol, após 24 horas.
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Partindo-se dos valores da Tabela 5.7 calculou-se a 

Concentração Letal 50% para o padrão de eugenol (CL50). A Figura 5.36

mostra a estimativa da CL50 do eugenol pelo método REED-MUENCH 

(1938) a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em função do 

logaritmo decimal da dose aplicada, tendo sido a CL50 o ponto de 

interseção das curvas.

Figura 5.36. Estimativa da CL50 do padrão de eugenol pelo método Reed-Muench a 
partir do acumulado de larvas mortas e vivas em função do logaritmo decimal da dose 
aplicada. A CL50 é o ponto de interseção das duas curvas.
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Observando-se a Figura 5.36 verifica-se que o valor encontrado 

para a CL50 está próximo ao Log dose 1,90 (entre as concentrações 70 e 

90 µg mL-1). O resultado obtido foi o valor de concentração 79,75 µg mL-1, 

com intervalo de confiança de 2,10 µg mL-1.

Comparando-se as mortalidades apresentadas pelo óleo e padrão 

de eugenol na Figura 5.37, percebe-se que o óleo essencial das folhas da

Pimenta dioica Lindl demonstrou melhor atividade larvicida contra o Aedes 

aegypti, indicando que a mistura de componentes do óleo age de maneira 

mais eficaz que o padrão isolado.

Figura 5.37. Comparação entre as taxas de mortalidade das larvas do mosquito Aedes 

aegypti proporcionadas pelo óleo essencial da Pimenta dioica Lind e pelo padrão de 

eugenol.
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A esse respeito, a potencialidade dos �leos essenciais varia 

segundo a esp�cie vegetal, a origem, a composi��o e os mecanismos de 

a��o contra a praga em quest�o (LEYVA, 2009; TELES, 2009).

Os estudos de toxicidade mostraram ainda que na primeira hora 

de teste com a dose de 120 ¤g mL-1 a mortalidade das larvas foi de 60% 

� 0,3; ao final da segunda hora esse percentual subiu para 80% � 0,4 

(para o padr�o de eugenol esses valores foram, respectivamente, 20% � 

0,2 e 60% � 0,3).

Contra o Aedes aegypti alguns estudos mostram que os

componentes terp�nicos, alco�is e alde�dos dos �leos essenciais s�o os 

principais respons�veis pela atividade inseticida ou larvicida (LUCIA et al., 

2007; LEE, 2006; PANELLA et al., 2005; CARVALHO et al., 2003; ARA¥JO 

et al., 2003; KARR e COTAS, 1998).

� importante ressaltar, nesse contexto, que n�o se pode apenas 

atribuir a a��o larvicida descrita neste estudo, portanto, ao composto 

eugenol particularmente; apesar de estar presente na ordem de 74,0 a 

77,8% nas folhas da amostra de Pimenta dioica.

Outro fator importante a ser levado em considera��o s�o os 

fenilpropan�ides (como o eugenol) e, especialmente, os terpen�ides, 

descritos por ALVES (2001) como os principais constituintes que est�o 

envolvidos nas intera��es planta-inseto.

Essa premissa � fortuitamente alegada quando nos reportamos a 

diversos achados na literatura referentes a alguns dos compostos 

identificados pelas t�cnicas anal�ticas utilizadas neste trabalho e que, 

possivelmente, podem ter contribu�do na a��o larvicida do �leo essencial 

das folhas da Pimenta dioica.

SANTOS et al. (2006) reportaram a atividade larvicida de mono e 

sesquisterpenos extra�dos de �leos essenciais da fam�lia Boraginaceae

frente ao Aedes aegypti. Entre os compostos majorit�rios os 

monoterpenos α- e β-pineno foram destacados como respons�veis pela 

a��o larvicida (no presente estudo esse �ltimo composto apresentou um 

teor de 6,51%).
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SIMAS et al. (2004) pesquisando produtos naturais no controle 

da dengue identificaram diversas classes de terpenos, como os compostos 

α- pineno, β-pineno, linalol e eugenol. Os referidos autores indicam

tamb�m que algumas caracter�sticas estruturais qu�micas s�o importantes 

para a atividade biol�gica, como por exemplo, a indica��o de que a

liga��o dupla exoc�clica no β-pineno parece ser mais importante que a 

liga��o dupla endoc�clica do α-pineno.

Os �leos essenciais podem atuar tamb�m em enzimas digestivas 

e neurol�gicas bem como interagir com o tegumento do inseto (ISMAN, 

2006). KIM et al. (2003) demonstraram a import�ncia da rela��o entre a 

estrutura qu�mica e atividade biol�gica dos compostos; reportando que 

quanto maior a lipofilicidade, maior a penetra��o no tegumento do inseto.

Outra observa��o de SIMAS et al. (2004) � tamb�m quanto � 

import�ncia da lipofilicidade de terpenos para a atividade larvicida em 

Aedes aegypti, quando se compararam monoterpenos e sesquiterpenos de 

estruturas correlatas.

COATS et al. (1991) estudando biorreguladores de pragas 

identificaram terpenos e fenilpropan�ides, como o eugenol, e verificaram 

que o composto repeliu o mosquito Aedes aegypti, tendo a ressalva de 

que foi evidenciado nesse estudo a menor atividade de fenilpropan�ides 

contendo n�cleos benz�nicos que possu�am substituintes nucleof�licos, 

como hidroxila, metoxila e benzodioxola.

FURTADO et al. (2005) reportaram em seu estudo a a��o 

larvicida de �leos contendo limoneno, linalol e eugenol frente ao mosquito 

Aedes aegypti. Na ocasi�o esses compostos foram confirmados como 

majorit�rios e apresentaram menores atividades quando testados 

isoladamente (como ocorreu no presente trabalho). Os autores tamb�m 

sugerem a possibilidade de outros compostos serem respons�veis pela 

atividade larvicida do �leo essencial ou ainda a exist�ncia de um

sinergismo entre o composto majorit�rio e outro(s) componente(s) do 

�leo, existentes em menor fra��o.
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Como j� relatado neste estudo, pesticidas qu�micos 

organofosforados e piretr�ides s�o uma poderosa ferramenta contra 

vetores e continuar�o desempenhando papel importante no controle 

integrado. No entanto, eles t�m desvantagens, como o custo elevado, 

riscos a sa�de humana e a organismos n�o-alvo, bioacumula��o e 

desenvolvimento de resist�ncia dos organismos alvo (THATHEYUS 2007; 

PROPHIRO, 2008).

Em compara��o ao principal larvicida utilizado no combate �

dengue, o temephos, estudos recentes quanto � susceptibilicade deste 

composto referem que se trata de um produto que com o passar dos anos 

perdeu a sua for�a frente ao mosquito, sendo necess�rias doses cada vez 

maiores no seu combate (FURTADO et al., 2005).

PROPHIRO (2008) estudou os efeitos do temephos sobre larvas 

do Aedes aegypti no terceiro est�gio e verificou um processo de 

estabelecimento de resist�ncia ao organofosforado em algumas cidades da 

regi�o sul do Brasil.

Nesse contexto � v�lido relatar outra importante observa��o 

quanto � inefici�ncia crescente do pesticida temephos utilizado no Brasil 

pelo Programa de Erradica��o do Aedes aegypti (PEAa): ele tem aspectos 

diferenciados no consumo do produto – enquanto na regi�o Nordeste s�o 

consumidos 87,5g, no Sudeste o consumo � de 54,0g e no Sul 48,0g do 

produto (AUGUSTO e CAMARA NETO, 2007).

Diante desse panorama, os resultados alcan�ados com o �leo 

das folhas da Pimenta dioica Lindl mostram a import�ncia da necessidade 

de novas alternativas usando produtos de origem natural, especialmente 

se levarmos em conta que estes podem minimizar a depend�ncia aos 

inseticidas qu�micos sint�ticos.

Partindo dos resultados alcan�ados e do princ�pio de que o �leo 

essencial � um produto natural e, portanto, menos nocivo � sa�de das 

pessoas e dos animais dom�sticos (ISMAN, 2000), pode-se afirmar que o 

�leo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl � um promissor agente 

larvicida natural em locais de crescimento de larvas do Aedes aegypti.
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CAPÍTULO 6

CONCLUSÃO
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6 - CONCLUSÃO

Os resultados anal�ticos mostraram a efici�ncia da metodologia 

adotada tanto na extra��o do �leo essencial, quanto � identifica��o e 

quantifica��o do composto majorit�rio.

As folhas da Pimenta dioica Lindl forneceram um �leo essencial 

cujo rendimento foi pr�ximo de 3,0%, um valor consider�vel para 

extra��o por hidrodestila��o.

A caracteriza��o por CG-EM permitiu identificar dezesseis 

componentes presentes no �leo essencial. Al�m disso, as t�cnicas UV-Vis, 

IF e RMN 13C permitiram corroborar o composto eugenol como 

componente majorit�rio na amostra quando comparado ao seu padr�o, no 

que diz respeito �s suas absorb�ncias e seus deslocamentos qu�micos.

Quanto � quantifica��o posterior por CG-EM, UV-Vis e VC o

presente estudo tamb�m demonstrou a potencialidade da utiliza��o da 

t�cnica eletroanal�tica, com eletrodo de carbono v�treo, que apresentou

uma resposta voltam�trica satisfat�ria para a an�lise do eugenol no �leo 

essencial, tendo sido poss�vel a sua caracteriza��o e quantifica��o 

compat�vel aos mesmos valores obtidos pelas outras t�cnicas.

Em rela��o ao estudo t�rmico por TG-DTA a perda de massa do 

�leo essencial ocorreu em uma �nica etapa de decomposi��o com perda 

de 97% da massa (9,7 mg) entre 142 e 192�C. Na literatura n�o foram 

encontrados dados para o �leo extra�do das folhas da Pimenta dioica Lindl, 

possibilitando sugerir a determina��o quantitativa de eugenol por 

Calorimetria Explorat�ria Diferencial (DSC).

Por sua vez, a atividade larvicida do �leo essencial das folhas da

Pimenta dioica frente �s larvas do Aedes aegypti foi maior que o padr�o 

de eugenol mostrando-se, portanto, ser promissora a sua aplica��o para 

esse fim. A letalidade larval causada pelo �leo ocorreu na primeira hora de 

teste com a dose 120 μg mL-1, acusando uma mortalidade de 60% � 0,3 
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e uma CL50 de 38,86 µg mL-1; tornando-se crescente ao final de 24 horas 

de monitoramento.

Nesse contexto o óleo das folhas da Pimenta dioica Lindl pode 

oferecer uma alternativa larvicida natural no combate à dengue. Os 

resultados foram considerados promissores, no entanto, pesquisas 

adicionais são necessárias para que se proporcione o uso deste óleo 

essencial para essa finalidade contra o Aedes aegypti.

Finalmente, por se tratar de uma multimistura que apresenta 

características como volatilidade e baixa solubilidade em água, sugerem-

se outros estudos no intuito de se realizar, por exemplo, um processo de 

encapsulação, o qual pode ser uma saída para resolver essas limitações 

do óleo, favorecendo uma liberação mais prolongada do composto na 

água onde o mosquito deposita suas larvas.
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CAPÍTULO 7

PERSPECTIVAS FUTURAS
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7 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Relacionar quantitativamente por DSC o teor de eugenol no óleo 

essencial em função de sua temperatura de ebulição.

Estudar novas metodologias eletroquímicas para determinações

qualitativas e quantitativas dos outros componentes do óleo essencial.

Isolar e testar como agentes larvicidas outros componentes do 

óleo essencial da Pimenta dioica Lindl.

Investigar o efeito residual do óleo essencial das folhas no 

ambiente (persistência larvicida).

Testar o óleo em diferentes intervalos de temperatura para 

verificar se há resposta no monitoramento das larvas do mosquito Aedes 

aegypti.
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