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Quantification and Characterization of the Main Components of the
Ethanolic Extract of Indian Cloves, Syzygium aromaticum [l] Merr. et
Perry.

Abstract: The Indian clove, Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry, has been popularly used in
the treatment of several diseases. A more recent use of this spice in Brazil is a homemade
formulation, based on the ethanolic extraction of the dried flower buds of S. aromaticum,
which has shown to be efficient as mosquitoes repellent. Here we evaluated, through the
development of a GC analytical technique, the concentrations of the main components of the
ethanolic extract of Indian cloves (eugenol and eugenyl acetate), and possible responsible for
the repellent activity, in this homemade formulation. Our results corroborated the efficiency
of this protocol to extract eugenol and eugenyl acetate and established the ideal conditions for
extraction.

Keywords: Eugenol; quantification; eugenyl acetate; repellent; indian cloves.
Resumo

O cravo-da-india, Syzygium aromaticum [L] Merr. Perry et, é popularmente usado no
tratamento de vdrias doengas. Uma utilizagdo mais recente dessa especiaria no Brasil é uma
formulagdo caseira, com base na extracao de etanol dos botdes florais secos de S. aromaticum,
gue se mostrou eficiente como repelente contra mosquitos. Aqui nds avaliamos por meio do
desenvolvimento de uma técnica analitica utilizando CG, as concentra¢des dos principais
componentes do extrato etandlico do cravo (eugenol e acetato de eugenila), possiveis
responsaveis pela atividade repelente, nesta formulacdo caseira. Nossos resultados
corroboram a eficiéncia deste protocolo para extrair eugenol e acetato de eugenila, e
estabeleceu as condic¢des ideais para extracdo, além da caracterizagdo dos compostos.
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1. Introdugao

O craveiro da india pertence a familia das
mirtaceas (Myrtaceae) e é atualmente
conhecido cientificamente pelo nome de
Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry.' E
uma planta de porte arbéreo com copa
alongada caracteristica e que pode atingir em
média 8-10 metros de altura. Suas folhas
possuem caracteristicas ovais, aromaticas e
tem de 7-11 centimetros de comprimento."?

Por muitos anos o cravo tem sido usado
principalmente como um tempero culinario,
mas hd vdrios estudos cientificos que
demonstram outras atividades para esta
especiaria.”*>*® Ha relatos do uso do cravo
entre os egipcios como um toOnico para
fortalecer os trabalhadores das piramides e
entre os chineses, que o usavam para

mascarar o hdlito na presenca do
imperador.™? Varias atividades
farmacolégicas sdo relatadas para o S.

aromaticum, tais como antiviral,l’s"5 anti-

ulcera, "’ antidiabética,™*®

H 1,3,4,9,10 s . .
antitumoral, anestésica e  anti-
1,3,4,11-14,18 1,3,4,15-

antimicrobiana,
1,3,4,22,24-36

inflamatoria,

171923 inseticida e repelente.

Vo

O uso do extrato de S. aromaticum como
repelente para o mosquito Aedes aegypti,
estd se tornando popular no Brasil, como
medida preventiva de combate a Dengue.
Secretarias municipais de saude tém
incentivado, através da midia, a producdo de
um repelente caseiro a partir do extrato
etandlico de S. aromaticum.*?*3"*

Apds a malaria, a dengue é a doenga
transmitida por mosquitos de maior
relevancia no Brasil. De acordo com o
Ministério da Saude (MS), em 2011 os casos
de dengue no pais atingiram o numero de
764.032 individuos, com 291 &bitos
registrados, sendo, apenas o estado do Rio
de Janeiro, responsavel por 21% dos casos e
28% das mortes.>

Oliveira et al. (2009) relataram a
composi¢ao quimica dos compostos volateis
extraidos de S. aromaticum (folhas, caules e
botdes florais).>* Os resultados (Tabela 1)
mostram que o eugenol (4-alil-2-metéxifenol)
e o acetato de eugenila (Figura 1) sdo os
principais componentes do extrato, obtidos
por hidrodestilagdo, corroborando os
resultados de outros autores. 117343640

Tabela 1. Porcentagem dos componentes do dleo essencial do S. aromaticum™

Componentes % area
FF* FSS* FSE* Pen* BFS*
Eugenol 82,47 87,07 82,64 90,41 88,38
B-Cariofileno 10,78 8,29 10,45 3,61 0,64
a-Humuleno 1,44 1,08 1,63 0,60 -
Acetato de eugenila 1,89 - - 3,76 10,98
Oxido de cariofileno 0,47 - 0,51 - -

*FF: Folhas frescas; FSS: Folhas secas ao sol; FSE: Folhas secas em estufa, Pen: Pedunculos e

BFS: Botdes florais secos de S. aromaticum®
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Figura 1. Estruturas do Eugenol, Acetato de eugenila, Oxido de cariofileno, a-humuleno e B-
cariofileno

Affonso et al. (2013) em seus estudos de
modelagem molecular, mostraram que o
eugenol e o acetato eugenila tem uma forte
interacdo molecular com uma importante
proteina (Agam OBP1) presente nas fémeas
do género Anopheles e responsavel por
desencadear o processo de alimentacdao
desses artrépodes hematdfagos vetores da
maldria.*®

Os resultados de modelagem revelaram
que os derivados do S. aromaticum possuem
energia de interagdo com a Agam OBP1
superior a moléculas atrativas como &acido
lactico e 1-octen-3-ol e comparaveis ao
principal repelente sintético usado
comercialmente (N,N-dimetil-meta-
toluamida ou DEET). Esses resultados sdo
fortes indicativos para elucidacdo da
atividade repelente dos componentes do S.
aromaticum e mesmo do DEET.*

Incentivado pela eficacia do extrato
etandlico caseiro de S. aromaticum como
repelente e pelo trabalho de Affonso et al.
(2013)* otimizamos aqui um método
analitico por cromatografia gasosa (CG) para
quantificar o eugenol e o acetato de eugenila
das amostras de S. aromaticum adquiridas
em diferentes pontos da cidade do Rio de
Janeiro.

2. Materiais e Métodos

As amostras foram adquiridas
aleatoriamente em lojas nos trés principais
centros de comércio popular de especiarias
da cidade do Rio de Janeiro: Mercadao de
Madureira (localizada no bairro de
Madureira), Centro de Abastecimento do
Estado da Guanabara - CADEG (localizado no
bairro de Benfica) e o Centro de
Abastecimento do Estado do Rio de Janeiro
S/A - CEASA - RJ (localizado no bairro de
Iraja). Além destes locais de comércio
popular, foram adquiridas em uma rede de
supermercados, amostras de cravo das
marcas Kitano® e Chinezinho®. Todas as
amostras foram armazenadas durante todo o
periodo de analise, sob a temperatura de 8,0
°C.

As extracdes do eugenol e do acetato
eugenila foram feitas de acordo com a
metodologia caseira proposta pela midia.”’
Foram colocados 1,000 g dos botdes florais
de S. aromaticum em 5,0 mL de etanol,
deixando a solu¢do macerando por quatro
dias (96 horas), com duas agita¢Ges diarias.
Ao fim do tempo de extragdo proposto o
liqguido obtido foi separado do sdlido através
de filtracdo e analisado. A fim de verificar a
capacidade de extracao desta metodologia,
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variacoes do tempo de extracdo de 12 a 240
horas, usando a mesma propor¢do cravo-
etanol, foram analisadas de acordo com a
tabela 2. As amostras foram diluidas na

Vo

proporcao 1:10 em etanol para analise por
CG-DIC (Cromatografia Gasosa - Detector de
lonizagdo por Chamas).

Tabela 2. Extracao do dleo de cravo (S. aromaticum) por maceragdo em etanol em funcgao

do tempo
Tempo de extragao Ponto
(horas)
12 1
24 2
96 3
240 4
2.1. CG-DIC (6890N Network GC System) acoplado a um

As amostras extraidas de acordo com a
metodologia caseira foram quantificadas por
CG-DIC, utilizando o equipamento da Agilent
(6890N Network GC System). Foi utilizada
uma coluna capilar de silica fundida (30 m x
0,25 mm) com fase estaciondria HP-5 (5%
Fenil metil siloxano e 95% de
Dimetilpolisiloxano) e espessura do filme de
0,25 um. O hidrogénio (H,) foi utilizado como
gas de arraste em um fluxo de 1,2 mL/min. As
temperaturas do injetor e do detector foram
de 260 °C e 280 °C, respectivamente. Foram
injetados 1,0 uL de solugao em etanol no
modo divisdo de fluxo ou do inglés split (1:5).
A programag¢do de temperatura da coluna
para as analises teve inicio em 120 °C,
seguida de aquecimento na taxa de 12
°C/min até atingir 280 °C. As concentragGes
relativas dos compostos foram determinadas
através das areas integradas dos seus
respectivos picos, relacionadas com a area
total de todos os compostos constituintes da
amostra.

2.2. CG-EM

As analises qualitativas das preparagoes
caseiras, bem como a caracterizacdo dos
padrées de eugenol e acetato de eugenila,
foram feitas em equipamento CG da Agilent

espectrometro de massas (EM) da Agilent
(5973N Network Mass Selective Detector),
utilizando o software Willey 7.1. Foi utilizada
a mesma coluna da quantificacdo por DIC e
na metodologia sé foi alterado o gas de
arraste (neste caso o hélio foi utilizado). O
modo de operagdo do EM utilizado foi a
impacto de elétrons (IE) a 70 eV. Os
constituintes quimicos do extrato caseiro
foram identificados através da comparacao
com a biblioteca de substancias do software
e com dados da literatura.

2.3.1v

Foi montado um filme de nujol a partir do
padrdo de eugenol e outro com o padrdo do
acetato de eugelina para posterior analise. Os
espectros foram registrados em um
espectrofotometro da Shimadzu® FT-IR
(Fourier transform infrared spectroscopy),
Prestige 21, usando uma janela espectral de
400 a 4000 cm™ com 32 varreduras.

2.4. RMN

Os espectros de RMN 'H, BC e DEPT
(Distortion-less Enhancement by Polarization
Transfer) foram obtidos em um
espectrometro BRUKER® Digital NMR 400
MHz. As analises de 'H tiveram 16 varreduras
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em uma janela de 8.272,146 Hz. As analises
de C foram feitas em uma janela de
23.980,814Hz com 256 varreduras para o
eugenol e 512 para o acetato de eugenila.
Aproximadamente 10 mg de padrio de
eugenol e acetato de eugenila foram
solubilizados em 0,7 mL de CDCl;. A solugdo
foi colocada em tubos de 5 mm de didmetro
para a analise a 298 K. Como referéncia foi
usado tetrametilsilano (TMS da Aldrich).

2.5. Padroes

Os padrdes utilizados foram Acetato de
eugenila — Lote: STBE4523 da Sigma Aldrich®
(Alemanha), Eugenol — Lote: STBC3761 da
Sigma Aldrich® (Alemanha). Ambos com
purezas superiores a 98%.

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizagao dos padroes

Affonso, R. S. et al.

Presentes também nos botdes florais de S.
aromaticum, o eugenol e o acetato de
eugenila foram tratados como principais
compostos  responsaveis pela  possivel
atividade repelente do S. aromaticum. Por
isso, com auxilio dos padrdes adquiridos
comercialmente, suas estruturas quimicas
foram confirmadas através de analises de
RMN, IV e EM. Esse estudo é importante nao
so para a validagdo como também para servir
de consulta para futuros trabalhos que visem
caracterizar possiveis extracdes desses
compostos.

3.1.1. Estudo por RMN

Para confirmacdo das estruturas, os
padrdes obtidos foram analisados por RMN
através dos espectros de 'H, *C e DEPT.

No espectro de RMN C as amostras de
eugenol e acetato de eugenila puderam ser
caracterizadas e discriminadas tendo em vista
a presenca do grupo funcional éster
encontrado apenas na amostra de acetato de
eugenila (Tabela 3).

Acetato de eugenila

Eugenol

HO
12 6
Carbono Deslocamento Carbono Deslocamento

(6 ppm) (5 ppm)
1 138,23 1 144,13
2 151,08 2 146,66
3 112,95 3 114,47
4 139,21 4 132,12
5 120,88 5 121,39
6 122,72 6 115,70
7 40,29 7 40,09
8 137,24 ) 138,02
9 116,34 9 111,34
11 56,01 11 56,06
13 169,39 N
14 20,85 _ N
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O DEPT 90 mostra os sinais que
representam os grupamentos CH. J4 no DEPT
135 sdo representados os carbonos CH, para
baixo e os carbonos CH e CH; para cima.
Desta maneira, observando os dois espectros
é possivel identificar cada espécie de carbono
hidrogenado. Na Tabela 4 é possivel observar

Vo

gue a amostra de acetato de eugenila possui
justamente um pico de metila a mais do que
a amostra de eugenol. Essa metila do acetato

de eugenila estd relacionada ao éster
presente apenas na estrutura dessa
molécula.

Tabela 4. Deslocamentos quimicos (6 ppm) das amostras de eugenol e acetato de eugenila

nas analises por DEPT 90 e 135

Acetato de eugenila Eugenol

137,24; 138,03;

H 122,72; 121,40;

120,88; 114,47;

112,96 111,34

CH, 116,35; 115,70;
40,29 40,09
CHs 52%'%27' 56,07

3.1.2. Estudo por CG-EM

O espectro de massa do eugenol tem o
mesmo ion molecular (m/z 164 e abundéancia
de 100%), como descrito por Santin et al.
(2011),° fragmentos de m/z 91 e m/z 77
(abundancia de 25%), uma caracteristica dos
compostos aromaticos e m/z 149
(abundancia de 33%), e m/z 137 (abundancia
de 24%), também foram observados. O
acetato de eugenila apresentou seu ion
molecular em 206 m/z (abundancia de 12%),
tal como descrito por Santin et al (2011)° os
ions dos fragmentos caracteristicos de anéis
aromaticos (m/z 91 e m/z 77 com abundancia
de 12%) e o pico de base de m/z 164
(abundéancia de 100%).

3.1.3. Estudo por IV

O espectro de absorgdo infravermelho (1V)
dos padrées de acetato de eugenila e
eugenol estdo representados nas Figuras 2 e
3.

Na molécula de eugenol podem-se
destacar as bandas de estiramento axial de
OH em 3.520 cm™, as de éter aromatico em
1.033 cm™ (de baixa intensidade) e 1.277 cm’
! (de maior intensidade) e a banda do anel
aromatico em 1.514 cm™ (figura 2).

A molécula de acetato de eugenila, com a
presenca da funcdo éster ligada ao anel
aromatico, possui uma banda caracteristica
da carbonila éster em 1764 cm™, além de
duas bandas de estiramento axial de éster
em 1.198 cm™ (alta intensidade) e 1.269 cm™
(média intensidade) (figura 3).
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Figura 3. Espectro de FTIR da molécula de acetato de eugenila

da metodologia de Com base nas metodologias analiticas ja
. . 1 16,17,21,22,34-
descritas na literatura, 161721223436 nag

3.2. Otimizagao

analise

dos compostos

volateis
no extrato etandlico de S.

aromaticum e no fato de haver uma maior

caracteristicas
presentes
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concentracdo de eugenol e acetato de
eugenila nos botdes florais de dessa
especiaria, a técnica de CG-DIC foi escolhida
para a quantificacdo dos analitos nas
amostras selecionadas.

O cromatograma da Figura 4 mostrou uma
boa resolucdo para a andlise simultanea dos
dois analitos a partir da injecdo dos padrdes.

Vq

O tempo total de andlise ficou em 16 minutos
com tempos de retencdo (tx) de
aproximadamente 8,8 minutos para o
eugenol e 10,3 minutos para o acetato de
eugenila. O solvente utilizado para a diluicdo
foi o etanol, o qual teve seu tgz observado em
4,7 minutos.

pA 1 .

4745

FID1 A, (EUGENOL\07240038.D)

0 oo
L=p i

l
10 15

Figura 4. Cromatograma contendo os padrdes de eugenol com t; de 8,86 min e o acetato de
eugenila com um t; de 10,30 min.

3.3. Quantificagao

Amostras de S. aromaticum foram
coletadas a partir de quatro fontes distintas
na cidade do Rio de Janeiro, para mimetizar
0s possiveis comportamentos da populagdo
na busca por esta especiaria. De modo a
reproduzir a metodologia e avaliar o processo
de extracdo potencial em diversas amostras
selecionadas, foi desenvolvido um protocolo
para a analise das amostras de acordo com a

resolugdo 899 da ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria).** As amostras foram
pesadas e separadas em frascos, a cada
frasco foi adicionado 5,0 mL de etanol. Os
frascos foram deixados a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C) de
acordo com o tempo de maceragdo proposto
pelo protocolo. As amostras ndo foram
expostas ao sol e nem moidas. A Tabela 5
apresenta a quantidade de material extraido
de acordo com o protocolo proposto na
nossa metodologia (Tabela 2).
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Tabela 5. Massa de cravo para 5,0 mL de etanol com variagdo na quantidade de dias de

extragdo e na origem das amostras

Tempo de extragao

Amostra
12 horas 1 Dia 4 Dias 10 Dias
Kitano 1,02 ¢g 1,03 g 1,02 ¢g 1,06 g
Chineizinho 107¢g 1,08 ¢g 1,06¢ 1,07¢g
Mercadao 1,00 g 1,05¢g 1,01g 1,05¢g
CADEG 1,01g 1,04¢g 1,07 g 1,08 g
CEASA 1,06 g 1,03¢g 1,01g 1,02¢g

No final do processo de extracdo, a fase
liquida foi separada do soélido por filtracdo. O
liguido amarelado obtido apresentou um
odor caracteristico de S. aromaticum,
especialmente nas amostras submetidas a
tempo de maceragao mais longo.

A analise das amostras confirmou o
eugenol como principal composto presente
nos extratos, corroborando os resultados de
varios autores que identificaram esta
substancia como o principal componente em
extratos de S. aromaticum %1443

A alta concentracdo de eugenol nas
amostras é um fator determinante para o
odor caracteristico apresentado por todas
elas (Figura 5). Os resultados quantitativos de
eugenol variaram de 96,34% a 69,52%. A
diminui¢do no percentual do eugenol na area
total das amostras nao representa uma
diminuicdo na darea do pico e sim um
aumento na contribui¢do por parte de outros
picos como o acetato de eugenila e um pico
com tz em 9,8 (min.) que, segundo a
espectrometria de massas, corresponde a
coelui¢cdo do a-humuleno e do B-cariofileno.
ja  tinham  sido
1,3,6,16,34,42,43

Estes compostos
observados em outros trabalhos,
mas por apresentarem-se como
componentes minoritarios do produto da
extracdo (valor maximo observado foi de 3,2
%) e segundo Affonso et al. (2013)* por n3o
demonstrarem interagbes com a proteina
AgamOBP1, sua caracterizagao e
quantificagdo ndo foi priorizada. O pico

correspondente ao tz 9,7 (min.) foi observado
em todas as amostras a partir do quarto dia
de sua extragdo (Figura 6).

A intensidade das dreas dos picos do
acetato de eugenila e dos compostos a-
humuleno e B-cariofileno ndo apresentaram
aumento significativo com a extracdo em
tempo maior (10 dias). Entretanto, a drea do
pico do eugenol cresceu consideravelmente,
tendo quase dobrado em todas as amostras
analisadas nos tempos de 4 e 10 dias. Diante
da possivel capacidade repelente da
molécula de eugenol, é possivel sugerir que
haja um tempo maior de extragdo a fim de
aperfeicoar o processo. Isso em se tratando
da preparacgdo artesanal (caseira) do produto
(Figura 7).

A origem do produto também pode
influenciar nos teores obtidos a partir do
extrato. Foi possivel observar que o produto
da marca Chinezinho® apresentou niveis
maiores de eugenol em todos os tempos de
extragdo. Nas amostras desta marca também
foram observadas a presenca de a-humuleno
e B-cariofileno em todos os niveis de extracdo
(Figura 6).

Outros fatores como sazonalidade ou
regido produtora também influenciam o teor
de eugenol nas amostras de cravo,
entretanto esses parametros ndo foram
avaliados neste trabalho tendo em vista que
seu objetivo foi mimetizar o procedimento
artesanal usado pela populagdo em geral na

~ . 1
producdo “caseira”."?
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Figura 5. Representacdo das areas referentes ao eugenol de acordo com a origem da amostra
e o tempo de extragdo
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Figura 6. Cromatograma da amostra da marca Chinezinho® macerada em etanol por 10 dias
apresenta o pico em 9.679 min correspondente a coelui¢do, confirmada por CG-EM do a-
humuleno e B-cariofileno
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Figura 7. Representac¢do das areas dos trés picos encontrados nas amostras de acordo com o
tempo de extracao

Dentro da teoria matemdtica os
coeficientes de uma curva sdo feitos usando
regressao linear (a e b) e o coeficiente de
correlagdo(r).** A ANVISA recomenda um “r”
maior que 0,99 a fim de se obter evidéncia de
um ajuste ideal dos dados estatisticos e que
esses dados possuam uma baixa dispersdo do

conjunto de pontos experimentais.*"**

As curvas de calibragdo (Figura 8)
apresentaram um “r” dentro daquele
estipulado pela a resolugdo 899 da ANVISA
(2003).** Com isso, o método mostrou-se
linear para as faixas de trabalhos propostas
para as duas moléculas.

5.000,00
450000 A
4.000,00 A
3.500,00 A
3.000,00 A
2.500,00 A
2.000,00 A
1.500,00 A
1.000,00 A
500,00 A

y =4555,1766x - 41,5888
R*=10,9967

Eugenol

0,00 0.20 0.40 0,60 0,80 1.00 1.20

60000 +
y = 544,7630x - 56606 +
2z
50000 Re = 0,0985
40000 +
30000 4
20000 A
Acetato de Eugenila
100.00 A
0,00 0.20 0.40 060 080 1,00 1,20

Figura 8. Curvas de calibracdo dos padrdes de Eugenol e Acetato de Eugenila
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A repetibilidade é também chamada de
precisdo intracorrida e junto com os testes de

precisdao-intemedidria (intercorrida) e
reprodutibilidade (interlaboratorial)
determinam a precisdo do método

analitico.*”!

A anadlise estatistica para observagdo da
repetibilidade se dd através da andlise do
desvio padrdo relativo (DRP) que segundo
RIBANI et. al., (2004)* para quantificacdo de
compostos macro deve ser de até 2%.

Vo

As concentracdes das amostras foram
selecionadas em trés niveis (baixo, médio e
alto) para as duas amostras, com inje¢cdes em
triplicatas. Os dados estdo descritos com o
DRP calculado na Tabela 6.

As amostras de eugenol apresentaram
DRP maximo de 1,82 %. Valor ainda alto,
porém dentro dos parametros aceitaveis,
assim como a molécula de acetato de
eugenila que também apresentou elevado
DRP (1,97%).

Tabela 6. Calculos do desvio padrdo das amostras de eugenol e acetato de eugenila em trés

niveis de concentracgdes (baixo, médio e alto)

Eugenol
Concentragdo Medida Média Desvio Padrao DRP (%)
(mg/mL)
438,60
0,79 446,20 439,10 6,86 1,56
432,50
2.178,80
3,97 2.179,20 2.178,70 0,56 0,03
2.178,10
4.170,80
7,93 4.130,50 4.108,97 74,96 1,82
4.025,60
Acetato de eugenila
Concentragdo Medida Média Desvio Padrdo DRP (%)
(mg/mL)
54,60
0,11 55,10 54,60 0,50 0,92
54,10
274,40
0,53 273,60 273,73 0,61 0,22
273,20
525,10
1,06 511,60 514,00 10,12 1,97
505,30

4. Consideragoes Finais

Os nossos resultados mostraram que o
protocolo utilizado para a preparagao do
repelente caseiro a base de cravo é eficiente
para a extracdo do eugenol, o principal

composto presente nos botdes de flores de S.
aromaticum. O acetato de eugenila, que é
estruturalmente semelhante ao eugenol,
também é extraido no processo, mesmo em
tempos de extracdo inferiores.

A avaliacdo dos extratos a partir de
diferentes fontes mostrou que amostras de
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origem  controlada, apresentou uma
concentracdo mais elevada de eugenol. Em
relacdo ao tempo de extracdo foi observado
que 4 dias de extracdo é suficiente para
extrair de maneira artesanal uma boa por¢ao
do eugenol e, por conseguinte, produzir um
repelente caseiro eficiente.
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