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RESUMO

A composicdo de dleos essenciais e os teores de compostos fendlicos em frutos de
trés variedades de pitanga (frutos vermelho, vermelho-laranja e roxo) foram analisados
durante quatro estadios de maturacdo. A andlise de variancia (ANOVA two-way)
mostrou que o0s teores de antocianinas diferem significativamente entre as trés
variedades de pitanga, principalmente no ultimo estadio. Teores de flavonodides
variaram durante a maturacdo de forma diferente para cada variedade e somente no
terceiro estadio os niveis destes metabdlitos foram iguais para as trés variedades. Nao
foram observadas diferencas nas concentracfes de taninos durante o amadurecimento
dos frutos e de fendis totais entre as trés variedades. Através de analise por CG/EM foi
possivel identificar no total 28 substancias nos 6leos essenciais dos frutos de pitanga.
A variedade vermelha foi caracterizada pela presenca de germacrona (39,67-46,54%),
curzereno (14,36-15,75%) e atractilona (6,90-10,10%), enquanto a variedade vermelha-
alaranjada possui como compostos majoritarios: selina-1,3,7(11)-trien-8-one (36,06-
41,22%) e epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one (19,36-34,28%). A variedade roxa
contém tanto germacrona (51,56-56,80%), curzereno (4,10-5,11%) e atractilona (0,72-
1,50%) quanto selina-1,3,7(11)-trien-8-one (11,04-14,31%) e epoxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-one (3,70-5,86%). Os sesquiterpenos totais sdo 0s constituintes
majoritarios dos frutos das trés variedades em todos os estadios de maturagéo, sendo
gue o0s sesquiterpenos oxigenados foram mais abundantes nas variedades vermelha e
roxa, enquanto os hidrocarboneto sesquiterpénicos foram dominantes na variedade
vermelha-alaranjada. Em geral ndo foram observadas diferencas significativas nas
concentracbes dos compostos volateis majoritarios das trés variedades durante o
periodo de maturacdo, somente a variedade vermelho-alaranjada apresentou variacdes
nos teores totais de sesquiterpenos e monoterpenos. Concluiu-se que a composi¢ao
dos 6leos essenciais e 0s niveis de antocianinas sao os fatores que mais distinguem as
trés variedades, em relacdo ao processo de amadurecimento dos frutos temos que
antocianinas, flavonodides, fendis totais e alguns constituintes minoritarios dos 6leos

variaram de forma significativa.



Xi

ABSTRACT

The composition of essential oils and the content of phenolic compounds in fruits of
three varieties of pitanga (fruits red, red-orange and purple) were analyzed for four
ripening stages. The analysis of variance (two-way ANOVA) showed that the
anthocyanins differ significantly between the three pitanga varieties, especially at the
final stage. Levels of flavonoids varied during maturation differently for each variety, and
only at the third stage the levels of these metabolites were similar for the three varieties.
No differences were observed in tannin concentrations during fruit ripening and total
phenols between the three varieties. Through analysis by GC/MS was possible to
identify a total of 28 substances in essential oils of pitanga fruit. The red variety was
characterized by the presence of germacrone (39.67-46.54%) curzerene (14.36-
15.75%) and atractylone (6.90-10.10%), while the red-orange presents as major
compounds: selina-1,3,7(11)-trien-8-one (36.06-41.22%) and selina-1,3,7(11)-trien-8-
one epoxide (19.36-34.28%). The purple variety contains germacrone (51.56-56.80%),
curzerene (4.10-5.11%), atractylone (0.72-1.50%), selina-1,3,7(11)-trien-8-one (11.04-
14.31%) and selina-1,3,7(11)-trien-8-one epoxide (3.70-5.86%). Total sesquiterpenes
are the major constituents of the fruits of the three varieties at all stages of maturation,
and the oxygenated sesquiterpenes were more abundant in red and purple varieties,
while hydrocarbons sesquiterpenes were dominant in the red-orange variety. Generally
no significant differences were observed in the concentrations of the major volatile
compounds of the three varieties during the period of maturation, only the orange-red
variety showed variations in the total levels of sesquiterpenes and monoterpenes. It was
concluded that the composition of essential oils and anthocyanin levels are the factors
that distinguish the three varieties, while in relation to the ripening process the
anthocyanins, flavonoids, phenolic compounds and some minor constituents of the oils

have varied significantly.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem ocorrido um intenso crescimento no estudo de plantas
tropicais exoticas, principalmente devido aos seus beneficios para a saude humana
(Costa et al.,, 2013). No Brasil existem mais de 40.000 espécies vegetais, 0 que
representa 20% da flora mundial (Oliveira et al., 2012), portanto o Brasil possui grande
potencial para exploracdo econdmica de frutos tropicais como também espécies de
plantas com interesse farmacoldgico.

Frutos exoéticos possuem diferentes substancias bioativas que atuam
isoladamente ou em conjunto em Varios alvos fisiopatolégicos de doencas cronicas;
essas substancias apresentam atividades tais como antidiabético, anticancerigeno,
antioxidante e anti-inflamatério, com diminuicdo dos efeitos colaterais, quando
comparado com outras fontes (Bouzada et al., 2009; Oliveira et al., 2012).

O desenvolvimento do fruto € acompanhado por alteracdes na composicao
quimica e relaciona diretamente com a acumulacdo de metabdlitos secundarios nos
frutos, que pode variar de acordo com o local de cultivo e espécie (Moghaddam et al.,
2015).

1.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae compreende 1,32% do total de angiospermas conhecidas
(Morais et al., 2014), sendo representada por 144 géneros e 5774 espécies no mundo,
abrangendo arvores e arbustos distribuidos, em todos o0s continentes, exceto na
Antartida (Fontana et al., 2014). No Brasil sdo conhecidos 23 géneros e 1034 espécies
(Sobral et al., 2015), destas, muitas sao frutiferas, sendo apreciadas pela fauna e pelo
homem, despertando grande interesse comercial.

Os frutos, suculentos e carnosos sao bastante procurados como fonte de
alimento pela fauna silvestre, que por sua vez desempenha um importante papel
ecologico na dispersdo das sementes, favorecendo a sobrevivéncia e permanéncia
dessas espécies (Gressler et al., 2006).

A madeira produzida pelas mirtaceas geralmente ndo possui valor agregado
elevado, dessa forma, seu potencial econdmico se deve a exploracédo dos frutos, cujo
sabor exotico e propriedades antioxidantes despertam grande interesse na

comercializacdo dos mesmos in natura e/ou de seus produtos industrializados. Dentre



as espécies frutiferas se destacam a goiabeira, Psidium guajava L., a jabuticabeira,
Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, a pitangueira, Eugenia uniflora L. e a cagaiteira,
Eugenia dysenterica DC. (Gressler et al., 2006; Duarte et al., 2008; Morais et al., 2014;
Fontana et al., 2014) (Figura 1).

.

Figura 1. Frutos da familia Myrtaceae: (A) goiaba, (B) jabuticaba, (C) cagaita, (D) pitanga.

1.2 Eugenia uniflora (Pitangueira)

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida no Brasil como pitangueira é uma
arvore arbustiva, com altura média entre 2 a 4 m, podendo chegar a 9 m, sua copa
arredondada tem de 3 a 6 m de diametro. Seu fruto é classificado como uma baga
globulosa, com 7 a 10 sulcos no sentido longitudinal com sépalas persistentes (Lira
Junior et al.,, 2007). O epicarpo do fruto muda de coloracdo durante o seu
desenvolvimento, variando do verde para amarelo, alaranjado, vermelho e roxo (Figura
2).

Figura 2. Frutos em diferentes estadios de maturacdo e arvore de pitanga.

A forma, tamanho, cor e sabor do fruto podem diferenciar-se dependendo da
variedade da pitangueira. No Brasil ndo se conhecem variedades perfeitamente



definidas, e estes caracteres ndo sao propagados pela multiplicacdo gamica e tendem
a se perder ao longo de propagacdes sucessivas (Lira Junior et al., 2007). Essas
diferencas podem ocorrer devido a influéncias epigenéticas ou ambientais, promovendo
a existéncia de quimiotipos — vegetais botanicamente idénticos, mas que se
diferenciam quimicamente (Barazani et al., 2002).

A pitangueira tem sua origem desde o Brasil Central até o Norte da Argentina,
porém pela sua facil adaptacdo a diversas condi¢cfes climaticas e ao tipo de solo, é
encontrada em varias regides do mundo: Américas do Sul e Central, Caribe, Florida,
Califérnia, Hawaii, Sudeste da Asia, China, india, Srilanka, México, Madagascar, Africa
do Sul, Israel e diversos paises do Mediterraneo (Lee et al., 1997; Bezerra et al., 2000).

No Brasil, os estados detentores das maiores areas de cultivo com finalidade
comercial sdo Pernambuco e Bahia (Lira Junior et al.,, 2007), porém a pitanga é
altamente perecivel e seu consumo in natura se restringe ao periodo de colheita e as
regidbes proximas das é&reas de plantio; por isso, a fim de viabilizar a sua
comercializacao, o fruto é transformado em polpa, sorvete, picolé, suco, geleia, licor e
vinho (Bezerra et al., 2000).

O potencial econébmico da pitanga deve-se ao seu alto rendimento, aroma
agradavel, sabor exético, alto valor nutricional e por possuir compostos com

propriedades terapéuticas.

1.3 Uso popular, atividades farmacolégicas e composi¢cdo quimica de E. uniflora

Os frutos da pitangueira ndo séo utilizados na medicina popular, porém suas
folhas, na forma de decoto ou infusdo, sdo empregadas pela populagdo como
hipotensor e diurético, assim como no tratamento de problemas digestivos (Henriques
et al., 1993). Também sé&o utilizadas como adstringente, antipirético e antirreumético
(Alice et al., 1991).

Testes in vitro e in vivo confirmaram suas atividades farmacolégicas, tais como:
diurética e anti-inflamatéria (Schapoval et al., 1994), antidiarreica (Gbolade et al.,
1996), hipotensora (Consolini et al, 1999), hipotérmica e antiespasmaodica (Amorim et
al., 2009), bactericida e citotéxica (Bouzada et al., 2009).

O extrato aquoso das folhas demonstrou acdo hipotensiva, efeito inotropico
negativo, acdo vasodilatadora e levemente diurética em ratos (Consolini & Sarubio,

2002), o que justifica 0 uso desta espécie como anti-hipertensiva na medicina popular.



Os oOleos essenciais das folhas também apresentaram varias atividades
biologicas, dentre elas podem-se citar: agdo antifungica contra o fungo
Paracoccidioides brasiliensis (Costa et al., 2010), acdo antidepressiva e antioxidante
(Victoria et al., 2013), acdo antinociceptiva e hipotérmica (Amorim et al., 2009) e
atividade anti-Leishmania (Rodrigues et al., 2013). Ogunwande (2005) comprovou que
0 Oleo essencial do fruto possui alta atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus
aureus e o 0Oleo essencial das folhas inibiu o crescimento de Bacillus cereus. Ambos os
Oleos apresentaram excelente acdo citotoxica para as linhas de células tumorais
humanas de PC-3 e Hep G2 e completa inibicdo do crescimento de Hs 578T.

As folhas de E. uniflora sdo ricas em taninos hidrolisaveis, sendo que o0s
elagitaninos macrociclicos oenoteina B, eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2 foram
isolados e identificados, como também outros fendis: 1,2,4,6-tetra-O-galoil-p-D-glicose,
galocatequina, miricetina-3-O-ramnosidio (Lee et al., 1997), miricitrina, quercetina,
guercetina-3-O-ramnosidio e antraquinonas (Alice et al., 1991). Recentemente outros
compostos fendlicos foram isolados e identificados pela primeira vez para esta espécie,
sendo dois ésteres galoilicos (2,3-di-O-galoil-B-D-glicose e 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-S-
D-glicose), trés elagitaninos, (gemin D, hippomanina A e camptotina A), e dois
flavonoides glicosilados (canferol-3-a-L-ramnosideo e miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-L-
ramnosidio) (Fortes et al., 2015).

Ao contrario das folhas os compostos fendlicos dos frutos ainda ndo foram
isolados, porém alguns tiveram suas estruturas integralmente ou parcialmente
identificadas por cromatografia liquida e deteccéo por espectroscopia de massas, tais
como cianidina-3-O-glicose, delfinidina-3-O-glicose, quercetina-3-O-ramnosidio,
miricetina-3-O-ramnosidio e outros flavonodis 3-O-glicosilados (Costa et al., 2013; Celli
et al., 2011; Einbond et al., 2004).

Vérios estudos descrevem a composicao quimica dos 6leos essenciais de folhas
de E. uniflora sendo que os principais componentes identificados foram: selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona e seu epodxido, germacrona, furanodieno e curzereno (Weyerstahl
et al., 1988; Amorim et al., 2009; Stefanello et al., 2011), ou seja, 0s sesquiterpenos
oxigenados foram 0s compostos majoritarios, exceto para 6leos essenciais de arvores
oriundas do sul do Brasil ou da Argentina, onde os monoterpenos foram majoritarios
(Henrigues et al., 1993; Ogunwande et al., 2005).

Existe grande variagdo nas concentragdes dos constituintes quimicos dos 6leos

essenciais das folhas da pitangueira, o que pode ser devido a origem geografica da



planta, as variacdes sazonais (Costa et al., 2009) e aos quimiotipos, que estédo
relacionados as diferentes variedades de E. uniflora.

Costa et al. (2010) comparou os constituintes dos 6leos essenciais de folhas de
trés genotipos de pitangueira (frutos roxo, vermelho e laranja) e mostrou que existem
diferencas qualitativas e quantitativas em relacdo a concentracdo dos sesquiterpenos
majoritarios. Na analise estatistica multivariada observou-se a formacao de trés grupos
(Figura 3), o primeiro incluiu amostras dos gendtipos de frutos amarelos, vermelhos
escuros e roxos contendo altas percentagens de germacreno B (11,1-30,7%),
germacrona (9,8-54%) e atractilona (0-19,9%). No segundo grupo, com amostras do
gendtipo de frutos vermelhos claro, os constituintes majoritarios foram o curzereno
(42,0-43,2%), germacreno D (8,7-9,0%) e germacreno A (5,9-8,9%), enquanto que o
terceiro grupo incluiu amostras de folhas do gendtipo com frutos vermelho-alaranjado,
caracterizadas por um alto conteudo de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (40,3-55,4%) e
epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (12,7-24,4%). Também foram observadas
diferencas entre os trés grupos com relacdo a inibicdo de crescimento da forma
leveduriforme do fungo Paracoccidioides brasiliensis, onde o segundo grupo

apresentou inibicdo completa na concentragdo de 62,5 ug mL* (Costa et al., 2010).
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Figura 3. Gréfico da PCA dos 6leos essenciais das folhas de E. uniflora de acordo com a cor
de fruto: Grupo | (simbolos escuros) compreende os bibtipos: vermelho escuro, amarelo-
alaranjado e roxo; grupo Il (simbolos ndo preenchidos) vermelho claro, e grupo Il (simbolos
cinza) frutos vermelho-alaranjados (Costa et al., 2010).



Os compostos volateis dos frutos também ja foram estudados e utilizaram-se
diferentes processos de extracdo seguidos de andlise por cromatografia gasosa e
deteccdo de massas (Bicas et al.,, 2011). Os monoterpenos (75,3%) foram os
componentes majoritarios quando se utilizou cartucho Porapack-Q e posterior eluicdo
com acetato de etila (Oliveira et al., 2006), nos outros estudos, onde as substancias
volateis foram retiradas por hidrodestilagédo, destilacdo por arraste de vapor e extracao
por fluido supercritico, os sesquiterpenos foram os mais abundantes (Marin et al., 2008;
Ogunwande et al., 2005; Pino et al.,, 2003; Malaman et al., 2011), inclusive os
compostos majoritarios dos frutos foram os mesmos encontrados nos 6leos essenciais

das folhas em amostras coletadas na Nigéria (Ogunwande et al., 2005).

1.4 Amadurecimento de frutos

O amadurecimento é um fenbmeno natural facilmente detectavel em virtude das
vérias transformacdes ocorridas pelo fruto durante o processo, como mudancas na cor,
alteracdo do sabor, aroma e firmeza (Lattanzio, 2003).

As mudancas de cor sdo 0 que mais evidencia o processo de maturacdo. Os
frutos, quando imaturos, possuem cor verde devido a alta quantidade de clorofila.
Durante o amadurecimento ocorre a perda da cor verde, provocada pela degradacgéo
enzimatica da clorofila e aparecimento de outras cores devido ao aumento da
concentracéo de carotenoides e antocianinas (Tadesse et al., 1999).

As antocianinas sdo 0os compostos fendlicos que mais aumentam durante a fase
de maturagdo do fruto. Estes compostos absorvem luz visivel e sdo responsaveis por
muitas das cores vistas em tecidos vegetais, que vao do vermelho ao azul. A vasta
gama de antocianinas em frutas é resultado de derivados glicosilados de estruturas
basicas de antocianidina devido a esterificacbes com aclcares, geralmente nas
posicdes 3 e 5 (Leshem et al., 1986; Lee et al., 2005).

O sabor dos frutos também € alterado no processo de maturacédo. A liberacao de
acucares simples a partir do amido ou outros carboidratos resulta no sabor adocicado
dos frutos maduros. O desaparecimento da adstringéncia nos frutos maduros é
atribuido a maior condensacdo de taninos, tornando-os menos sollUveis e reativos
(Leshem et al., 1986).

O aroma tem importante efeito sobre o sabor de frutos, na realidade € uma

mistura de duas sensacgdes: sabor e odor (Retondo e Faria, 2008). Uma complexa



mistura de compostos organicos, sendo alcoois, aldeidos, ésteres, fenois, compostos
heterociclicos, terpenos, hidrocarbonetos e compostos contendo enxofre é responsavel
pelo aroma caracteristico de cada fruto (Leshem et al., 1986).

A firmeza do fruto é outro parametro observado em seu desenvolvimento. A
parede celular, que contém pectina, hemicelulose e celulose, pode sofrer modificacdes
catalisadas por enzimas durante a maturacdo, sendo que o tempo, velocidade e
extensdo podem variar acentuadamente com o tipo do fruto (Ali et al., 2004).

A maturacdo também estad associada com o aumento respiratorio denominado
respiracdo climatérica (Leshem et al.,, 1986). Os frutos serdo classificados em
climatéricos e ndo climatéricos, de acordo com seu padrdo respiratorio durante o
amadurecimento.

Frutos com padrdo respiratorio climatérico apresentam aumento na taxa
respiratoria no final do periodo de maturacéo, provocado pelo aumento da producédo de
etileno. Este pico respiratorio ocorre no momento da maturidade fisioldgica. Ja os frutos
ndo climatéricos apresentam um declinio lento e constante de sua taxa respiratOria
apos a colheita, independente do estadio de amadurecimento, pois produzem baixas
guantidades de etileno e por esse motivo ndo podem ser colhidos antes de sua
completa maturacao, porque apos sua colheita eles geralmente entram em processo de
senescéncia (Costa et al., 2011; Martinez-Luscher et al., 2015). Este € o0 caso dos
frutos de pitanga vermelha e roxa que apresentam padrao respiratério ndo climatérico
(Santos el al., 2002).

O conhecimento sobre as alteracdes quimicas dos frutos é importante para um
melhor entendimento dos processos metabdlicos, tais como o amadurecimento (Lee et
al., 2010). Ja foram descritas variagdes na composi¢do quimica de compostos fendlicos
e volateis que ocorrem durante a maturacao de frutos de Mirtaceas, tais como cagaita e
jabuticaba, ambas apresentaram varia¢cdes quantitativas nos contetdos de terpenoides
elou fendlicos durante as diferentes fases do amadurecimento (Duarte et al., 2008;
Fortes et al., 2011).



2. OBJETIVOS

Estudar a composicao de 6leos essenciais e 0s teores de compostos fendlicos
em frutos de trés variedades de pitanga (frutos vermelho, vermelho-laranja e roxo)
durante quatro estadios de maturacéo.

Comparar se h& diferencas significativas nos compostos volateis e teores de
fenois entre os quatro estadios de maturagéo e entre cada variedade de fruto atraves
da andlise de variancia (ANOVA two-way).



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras de pitanga: Coleta, preparo e armazenamento

As amostras de trés variedades de pitanga: vermelha, vermelha alaranjada e
roxa (Figura 4) foram coletadas a partir de trés arvores de cada variedade e em
diferentes estadios de maturacdo no municipio de Santo Antdnio de Goias-GO.
Pitangas vermelhas e vermelhas-alaranjadas foram separadas quanto a coloracdo do
fruto em: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e as pitangas roxas em:

verde-amarela (1), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4).

Pitanga Pitanga Pitanga
Vermelha Vermelha-alaranjada Roxa

Figura 4. Frutos maduros de trés variedades de pitanga.

Uma parcela dos frutos inteiros, destinados a quantificacdo de compostos
fenolicos, foi homogeinizada em blender portétil, liofiizada e armazenada sob
temperatura -18°C até analises. Outra parcela dos frutos inteiros, destinada a extracao

dos 6leos essenciais, foi armazenada sob temperatura de -18°C até o dia da extracao.
3.2 Preparacao dos extratos

Pesou-se 1,000 g do fruto liofilizado em tubos de ensaio, adicionou-se 10 mL de
solucdo de etanol:acido férmico 9:1 e deixou-se sob banho de ultrassom por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se por 15 minutos e
transferiu-se o extrato para baldo de fundo redondo. Adicionou-se ao tubo de ensaio
mais 10 mL e deixou-se por mais 15 minutos sob banho de ultrassom, centrifugou-se
por 15 minutos e transferiu-se o extrato para o mesmo baldo. O mesmo procedimento
foi realizado mais duas vezes, totalizando o uso de 40 mL de solvente. Os extratos
foram evaporados sob presséo reduzida e transferidos para baldes volumétricos de 25
mL, completou-se o volume com o mesmo solvente. Realizou-se todo procedimento de

extracdo em duplicata.
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3.3 Quantificacdo de compostos fendlicos

3.3.1 Quantificacdo de Antocianinas Monomeéricas — ATM (Método do pH diferencial,
Reynertson et al., 2008)

Transferiu-se 0,5 mL do extrato para dois baldes volumétricos de 25 mL e
completou-se o volume de um dos balbes com solucdo de tampéao de KCI/HCI (pH 1,0)
e 0 outro com solucdo tampdo de CH3COONa/CH3COOH (pH 4,5). Ap6s 15 minutos
em repouso ao abrigo de luz, realizou-se a leitura em 520 e 700 nm em espectrémetro
Beckman DU-70. As concentracdes de antocianinas foram expressas como cianidinha-
3-glicose em ug g, calculadas de acordo com a equacéo 1:

Concentracéo de antocianinas (ug gt) =A .MM . FD.1000/€ . b (2)

A = (As20nm — A700nm)pH 1,0 - (As20nm — A700nm)pH 4,5

MM = 449 g mol? (massa molar da cianidina-3-glicose)

FD = fator de diluicéo (50)

€ = 26.900 L mol* cm (coeficiente de extingédo da cianidina-3-glicose)
b=10cm

3.3.2 Quantificacdo de Fendis Totais (Método de Folin-Ciocateu, Escarpa Gonzalez,
2001)

Diluiu-se o extrato do fruto com agua destilada na proporcéo 1:3 e transferiu-se
0,3 mL para baldo volumétrico de 25 mL e em seguida adicionou-se 0,5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu (Sigm-Aldrich). Ap6és 1 minuto acrescentou-se 4,0 mL de
solucdo de carbonato de sodio 20% e entdo o volume foi completado com &agua
destilada. Depois de 30 minutos realizou-se a leitura de absorbancia em 750 nm.
Construiu-se uma curva de calibracdo com acido tanico como padréo (0,1 a 0,9 mg mL"
1.y = 0,07803 + 0,98618x; r> = 0,9993) e os resultados foram apresentados como
concentragdo de acido tanico equivalente por massa de fruto seco (mg g*). Os ensaios

foram realizados em duplicata.

3.3.3 Quantificacdo de Taninos (Waterman e Mole, 1994)
Transferiu-se com auxilio de uma pipeta volumétrica 1,0 mL de extrato para tubo
de ensaio, onde se adicionou 2,0 mL de solu¢do de albumina bovina sérica (BSA) de

concentracdo 1,0 mg mL?, apés agitacdo a solucdo foi deixada em repouso por 15
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minutos a temperatura ambiente e em seguida, centrifugada por 15 minutos. Apos
descartar o sobrenadante, o precipitado foi dissolvido em 4,0 mL de solucdo aquosa de
sédio dodecil sulfato a 1% (p/v), trietanolamina a 5% (v/v) e isopropanol 20% (v/v)
(SDS/trietanolamina/isopropanol). Acrescentou-se 1,0 mL de solucdo acida de cloreto
férrico 0,01 mol L' e as solugbes foram homogeneizadas. Apés 30 minutos as
absorbancias foram lidas em 510 nm.

Um ensaio branco foi preparado com 1,0 mL de reagente cloreto férrico e 4,0 mL
de solucdo de SDS/trietanolaminal/isopropanol. Realizou-se uma curva de calibracao
com &cido tanico como padrdo (0,2 a 1,8 mg mL?; y = -0,3719 + 2,32315x; r? =
0,99989) e os resultados foram apresentados como concentracdo de acido tanico
equivalente por massa de fruto seco (mg g?'). Os ensaios foram realizados em

duplicata.

3.3.4 Quantificacdo de Flavonoides Totais (Método adaptado da Pharmacopéia
Helvetica; Petry et al., 1998)

Transferiu-se 5,0 mL de extrato para baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionou-se
1,0 mL de solucao etandlica de cloreto de aluminio 12% e completou-se o volume com
solucdo etandlica de &cido acético glacial 5%. Apds 30 minutos, efetuou-se a leitura de
absorbancia em 422 nm.

Realizou-se o ensaio branco com a adicdo de 50 mL de extrato em baldo
volumétrico de 10,0 mL e completou-se o volume com solucdo etandlica de acido
acético glacial 5%. Construiu--se a curva de calibracdo com rutina como padrédo (30 a
250 pg mL?; y = 0,04878 + 0,00655x; r2 = 0,9957) e os resultados foram apresentados
como concentracdo de rutina equivalente por massa de fruto seco (ug g1). Os ensaios

foram realizados em duplicata.

3.4 Extracdo e Anélise Quimica de Oleos Essenciais

Os dleos essenciais do fruto foram obtidos através da hidrodestilacdo utilizando
um aparelho do tipo Clevenger modificado, por 2 horas. Secou-se o 6leo coletado com
sulfato de sédio anidro (Na2SOa4). Para a analise quimica, diluiu-se uma aliquota do
6leo com hexano (ca. 20 %) e com auxilio de uma microsseringa, injetou-se 0,5 uL em
um cromatégrafo gasoso acoplado a um analisador quadrupolar de massa, modelo

QP5050A (Shimadzu), operando sob as seguintes condi¢gdes: coluna capilar de silica
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fundida CBP-5 (Shimadzu) (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um de espessura de filme de
5% em fenilmetilpolisiloxana), tendo como gas de arraste He (1 mL mint) e o impacto
de elétrons (IE 70 eV) como fonte de ionizacao; faixa de massas de 40-400 m/z com
uma velocidade de varredura 1,0 s, temperaturas do injetor e detector mantidas em
220 °C e 240 °C, respectivamente. A programacado do gradiente de temperatura foi de
60 °C até 240 °C na razdo de 3 °C min, de 240 °C até 270 °C, com razédo de 10 °C
min-!, permanecendo por 5 min na temperatura final. A técnica de Monitoramento ions
Simples (MIS) foi também utilizada para a deteccdo de constituintes tracos sob as
mesmas condi¢cdes da analise por varredura.

Para a identificagdo dos constituintes quimicos, compararam-se 0s espectros de
massas e os indices de retencdo obtidos com padrdes da literatura (Adams, 2007).
Também foi realizada a comparacdo automatica e manual dos espectros de massas
com as bibliotecas NIST/EPA/NIH (1998). Calcularam-se os indices de retencao
utilizando a equacao de Van Den Dool & Kratz (1963) a partir da coinjecdo com uma
série de n-alcanos, Cs-C32 (Sigma, USA).

3.5 Analise Estatistica

Comparagfes mudltiplas de meédias foram realizadas através da andlise de
variancia (ANOVA two-way) usando o procedimento SAS GLM (Statistical Analysis
System, versao 6.12, SAS Institute Inc., Cary, NC, 1996). Os fatores utilizados foram:
variedade de pitanga (trés niveis) e estadio de maturacdo (quatro niveis). Todos os
dados foram avaliados para a homoscedasticidade das variancias pelo teste de Hartley.
Onde as diferencas entre as médias foram estabelecidas, foi aplicado o teste de Tukey
para comparacdo entre as meédias. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compostos Fendlicos

Diversos trabalhos tém demonstrado que a capacidade antioxidante de frutos e
folhas esta diretamente relacionada com a concentracdo de compostos fendlicos (Celli
et al.,, 2011; Figueirba et al., 2013; Martinez-Correa et al.,, 2011), com o intuito de
comparar 0s teores destes compostos durante as fases de maturacdo nas trés
variedades de pitanga foram realizados ensaios colorimétricos para a quantificacéo de
fenois totais, antocianinas monoméricas, flavonoides e taninos, os resultados
analisados através de ANOVA two-way estdo apresentados na Tabela 1. Os dados

com média e desvio padrao dos ensaios colorimétricos se encontram no apéndice 1.

Tabela 1. Valores médios? das variaveis Antocianinas Totais Monoméricas (ATM),
Flavonoides, Taninos e Fendis Totais.

Variavel Variedade Estadio
1 2 3 4 Média
ATM Vermelha 1,65dB 2,42 cC 3,16 bC 4,94 aC
(ng gh)P Vermelha-alaranjada 2,60 cA 2,99 cB 4,85 bB 11,96 aB
Roxa 1,50 cB 6,58 bA 22,83 aA 70,30 aA
Flavonoides Vermelha 0,40 aA 0,29 bA 0,19 bcA 0,15c¢cB
(mg g?) Vermelha-alaranjada 0,39 aA 0,37 aA 0,18 bA 0,31 aA
Roxa 0,16 bB 0,10 bB 0,14 bA 0,27 aA
Taninos Vermelha 13,85 13,24 10,94 12,19 12,55 AB
(mg g?) Vermelha-alaranjada 15,81 15,20 12,40 13,94 14,34 A
Roxa 11,96 10,70 10,63 10,78 11,02 B
Média 13,87 a 13,05a 11,32 a 12,30 a
Fenois T. Vermelha 31,31 29,66 27,17 26,64 28,69 A
(mg g?) Vermelha-alaranjada 40,86 28,00 25,42 27,87 30,54 A
Roxa 31,06 26,71 27,87 25,02 27,66 A
Média 34,41 a 28,12ab 26,82 ab 26,51 b

2 Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. PTransformado pela ordem dos mesmos (rank) na
ANOVA. Médias seguidas por letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas néo diferem ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey. Estadios de maturacdo para pitangas vermelhas e vermelhas-alaranjadas: verde (1), amarela
(2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4).

4.1.1 Antocianinas Totais Monomeéricas
As antocianinas sao substancias responsaveis pela pigmentacdo intensa do

fruto e possuem alta capacidade antioxidante, porém elas sdo sensiveis a luz e a



14

temperatura, o que dificulta a sua utilizacdo como corantes e antioxidantes naturais em
produtos industrializados (Castafieda-Ovando et al., 2009). Os niveis de antocianinas
aumentaram significativamente durante o desenvolvimento dos frutos de cada
variedade (Tabela 1 e Figura 5). Esse comportamento também foi observado para
frutos de camu-camu (Myrciaria dubia), também conhecidos como araca-d’agua, em
que os valores passaram de 0,8 para 52,6 mg 100 g, do estadio imaturo para o

maduro, respectivamente (Chirinos et al., 2010).
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Figura 5. Concentracdo de antocianinas monomericas nos quatro estadios de maturacdo das
variedades de pitanga vermelha, vermelha-alaranjada e roxa.

Observaram-se também diferencas significativas em relacdo a concentracdo de
antocianinas entre as trés variedades de pitanga, principalmente a partir do segundo
estadio de amadurecimento. A analise de variancia (ANOVA two-way) mostrou que
existe uma interacdo entre os dois fatores: variedade de pitanga e estadio de
maturacdo, indicando que o aumento das antocianinas depende tanto da variedade
quanto do estadio. Mais especificamente, as médias das concentracbes de
antocianinas da variedade roxa apresentaram um aumento muito mais drastico que as
outras variedades, sendo que no estadio maduro (4) seu contedado foi
aproximadamente quatorze vezes maior que a variedade vermelha, 70,3 + 55 e 4,9 +
1,9 ug g, respectivamente, e cerca de sete vezes maior que a variedade vermelha-
alaranjada, 12,0 + 3,1 ug g* (Tabela 1).

Estudos anteriores ja haviam demonstrado esta diferenga entre as variedades,
sendo que Santos et al. (2002) registraram valores de antocianinas totais cerca de
trinta vezes maiores em todas as fases da variedade roxa comparada com a vermelha.

Celli e colaboradores (2011) quantificaram por CLAE os niveis de cianidina-3-O-glicose
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e também observaram uma mudanca drastica na concentracdo desta antocianina,
principalmente na transi¢cdo entre vermelho e roxo na variedade de pitanga roxa, ja a
outra variedade apresentou niveis bem inferiores.

A variedade vermelha, mesmo com coloracdo mais intensa do que a variedade
vermelha-alaranjada, apresentou os niveis mais baixos de antocianinas. A coloracéo do
fruto também sofre influéncia de carotenoides, terpenos com intensa deslocalizacdo
eletrdnica, que causam a sensacdo de cor em vegetais. Os niveis superiores de
carotenoides na variedade vermelha, quando comparada as variedades laranja e roxa,
ja foram evidenciados e mostraram ser aproximadamente duas vezes superior a

variedade roxa, 5,9 e 3,0 ug B-caroteno g, respectivamente (Denardin et al., 2015).

4.1.2 Flavonoides

Os flavonoides representam um grupo importante de substancias que ajudam na
estabilizacdo da cor do fruto, através da copigmentacdo (Castafieda-Ovando et al.,
2009), além de influenciarem no sabor e na atividade antioxidante dos mesmos (Celli et
al., 2011).

A analise de variancia (ANOVA two-way) indicou que existe uma combinacgéo
dos dois fatores: variedade de pitanga e estadio de maturacdo dos frutos, ou seja,
ambos fatores influenciam as meédias dos teores de flavonoides (Tabela 1).
Comparando-se o teor de flavonoides durante o amadurecimento nas trés variedades,
observou-se uma tendéncia diferente para cada uma, na variedade vermelha ocorreu
uma diminuicao significativa na maioria dos estadios (1, 2 e 4), enquanto a variedade
vermelha-alaranjada apresentou uma diminuicéo significativa de flavonoides apenas no
terceiro estadio. Ja a variedade roxa manteve a concentracdo de flavonoides inalterada
nos trés primeiros estadios, aumentando de maneira significativa somente no final da
maturacado (Figura 6).

Quando se comparam os teores de flavonoides entre as variedades de pitanga
(Tabela 1) conclui-se que as pitangas vermelha e vermelha-alaranjada apresentaram
teores de flavonoides similares nos trés primeiros estagios, diferindo apenas no ultimo
estadio, enquanto para a variedade roxa o contetido de flavonoides foi semelhante a
variedade vermelha-alaranjada no final da maturacéo (Figura 6). Nao houve diferenca
significativa nos niveis de flavonoides entre as trés variedades no terceiro estadio.

Celli e colaboradores (2011) demonstraram que as variedades de pitanga roxa e

vermelha produzem os mesmos flavonoides glicosilados, porém cada variedade possui
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uma dinamica diferente para cada substancia. Flavonoides glicosilados com miricetina
como aglicona apresentaram uma forte tendéncia a se acumularem na fase verde da
variedade de pitanga vermelha, por outro lado na pitanga roxa ocorreu aumento nas
concentracbes de varios flavonoides glicosilados de quercetina na ultima fase de
maturacdo. Essa mesma diferenca na dinamica de biossintese de flavonoides
glicosilados também foi observada na maturacdo de dois cultivares de oxicoco
(Vvedenskaya e Vorsa, 2004). Isso indica que apesar de produzirem 0S mesmos
flavonoides glicosilados cada variedade apresenta diferentes niveis de ativacdo para as

enzimas envolvidas na biossintese desses compostos.
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Figura 6. Concentracdo de flavonoides nos quatro estadios de maturacdo das variedades de
pitanga vermelha, vermelha-alaranjada e roxa.

4.1.3 Taninos

Os taninos sdo responsaveis principalmente pelo sabor adstringente do fruto
devido a complexacdo com as enzimas salivares (Fadda e Mulas, 2010). Os teores de
taninos obtidos para as variedades de pitanga variaram de 10,63 a 15,81 mg g* de
acido tanico equivalente, estes valores estdo acima do obtido para a jabuticaba, 6,88 a
8,16 mg g de acido tanico eq. (Fortes et al., 2011).

Segundo a analise de variancia (ANOVA two-way) ndo houve interacdo entre 0s
dois fatores: variedade de pitanga e estagio de maturagdo do fruto (p > 0,05), dessa
forma o teste de Tukey foi aplicado de forma independente para as duas variaveis
(Tabela 1). Na comparacdo das médias de todas as variedades concluiu-se que néo

ocorreu variagao significativa nos niveis de taninos durante o amadurecimento,
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independente da variedade de pitanga. A comparacao entre as variedades mostrou que
a média da concentracdo de taninos de todos estadios da variedade vermelha-
alaranjada diferiu de forma significativa da variedade roxa (Figura 7). Sendo que a
variedade vermelha ndo apresentou diferencas significativas nos niveis de taninos em
relacdo as outras duas.

Em varios frutos, tais como uva, mirtilo e caqui, € comum que 0s taninos
diminuam de concentracdo principalmente nos ultimos estadios de maturacéo
(Obreque-Silier et al., 2010; Fadda e Mulas, 2010; Del Bubba et al., 2009). Entretanto,
foi observado que na jabuticaba os niveis de taninos ndo apresentaram diferenca
significativa entre os estadios verde e maduro, considerando tanto o fruto inteiro quanto

suas partes: semente, polpa e casca (Fortes et al., 2011).
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Figura 7. Concentracdo de taninos durante quatro estadios de maturacdo das variedades de
pitanga vermelha, vermelha-alaranjada e roxa.

4.1.1 Fendis totais

Todos os tipos de compostos fendlicos presentes na pitanga, tais como
antocianinas, taninos, acidos fendlicos, depsideos e flavonoides, foram quantificados
pelo ensaio de fendis totais (Tabela 1). Os resultados mostram que a quantidade de
fendis totais varia de 25,02 a 40,86 mg g de acido tanico equivalente, e de novo foram
acima dos obtidos em estudo anterior para a jabuticaba, que variou de 12,7 a 24,2 mg
g* de &cido tanico eq. (Fortes et al., 2011).

A analise de variancia (ANOVA-two way) mostrou que tanto para taninos quanto

para fendis totais ndo existe interacdo entre os dois fatores. Comparando apenas as
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meédias dos teores de fendis totais nos frutos inteiros das trés variedades de pitanga
observamos que nao existe diferenca significativa entre elas (Tabela 1).

Denardin e colaboradores (2015) avaliaram a concentracdo de fendis totais e a
capacidade antioxidante somente nas polpas de frutos maduros de trés variedades de
pitanga: roxa, laranja e vermelha. A polpa da variedade roxa apresentou maior
concentracdo de fendis totais (8,00 mg g1), sequida da variedade laranja (4,57 mg g?)
e vermelha (4,34 mg g*!). Resultados semelhantes foram encontrados por Celli et al.
(2011) e Lima et al. (2002), onde a quantidade de fendis totais das polpas de frutos de
pitanga roxa foi maior do que nos frutos da variedade vermelha.

Durante o amadurecimento do fruto ocorreu diferenca significativa entre as
médias do primeiro e do ultimo estadio (Tabela 1 e Figura 8), sendo a média das
concentracGes de fendis totais maior no primeiro (34,41 mg g?) do que no gquarto
estadio (26,51 mg g*). Este mesmo padrdo de diminuicdo de fendis totais durante o
desenvolvimento dos frutos foi observado anteriormente para frutos de pitanga das
variedades, vermelha e roxa (Celli et al., 2011) e também em outros frutos, tais como a
jabuticaba, roma, mirtilio e oxicoco (Fortes et al., 2011; Kulkarni e Aradhya, 2005;
Fadda e Mulas, 2010; Vvedenskaya e Vorsa, 2004).

O estudo da capacidade antioxidante de frutos de diferentes variedades de
pitanga mostrou que existe uma correlacdo forte entre o contetdo de fendis totais e a
atividade antioxidante dos frutos. Frutos com maiores teores de fendis totais tiveram
maior capacidade antioxidante do que frutos com menores teores (Celli et al., 2011,
Denardin et al., 2015).
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Figura 8. Concentracao de fendis totais durante quatro estadios de maturacdo das variedades
de pitanga vermelha, vermelha-alaranjada e roxa.
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4.2 Constituintes Quimicos dos Oleos Essenciais

Varios estudos tém relatado a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais de
folhas de E. uniflora, bem como sua variabilidade sazonal e atividades bioldgicas.
Neste trabalho, realizou-se a identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais de trés variedades de frutos desta espécie em quatro diferentes estadios de
maturacao, caracterizados pela coloracao dos frutos.

Os 6leos essenciais dos frutos das variedades vermelha, vermelha-alaranjada e
roxa apresentaram rendimentos meédios de 0,090% + 0,047, 0,120% + 0,030 e 0,040 %
* 0,014, respectivamente.

Através de andlise por CG/EM foi possivel identificar no total 28 substancias,
sendo que destas, 16 substancias foram detectadas nos 6leos essenciais dos frutos de
pitanga vermelha, 18 substancias para pitanga vermelha-alaranjada e 18 substancias
para pitanga roxa (Figura 9, Apéndice 2 e 3). Estes resultados foram analisados
através de ANOVA two-way e estdo apresentados nas Tabelas 2 a 8. Os dados com
média e desvio padrdo dos constituintes quimicos dos O6leos essenciais de cada
variedade se encontram no apéndice 3.

Os principais componentes identificados para a pitanga vermelha foram trés
sesquiterpenos oxigenados: germacrona (39,67-46.54%), curzereno (14,36-15,75%) e
atractilona (6,90-10,10%); um hidrocarboneto sesquiterpeno: germacreno B (4,11-
5,61%); e trés hidrocarbonetos monoterpénicos: (E)-B-Ocimeno (5,01-6,81%), (2)-B-
Ocimeno (2,17-2,97%) e mirceno (1,50-1,98%); representando em média 82,06 % do
total de constituintes quimicos dos Oleos desta variedade em diferentes estadios de
maturacdo. Monoterpenos oxigenados ndo foram detectados em nenhuma fase de
amadurecimento para a pitanga vermelha. Para a variedade vermelha-alaranjada os
compostos majoritarios foram trés sesquiterpenos oxigenados: selina-1,3,7(11)-trien-8-
one (36,06-41,22%), epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one (19,36-34,28%) e
germacrona (6,31-9,26%); um hidrocarboneto sesquiterpénico: germacreno B (4,08-
5,88%); e trés hidrocarbonetos monoterpénicos: (E)-p-Ocimeno (5,68-10,06%), (2)-B-
Ocimeno (2,34-4,14%) e mirceno (0,97-1,64%); representando em média 89,29% do
total de constituintes quimicos desta variedade. Apenas na pitanga vermelha-
alaranjada detectou-se a presenca do monoterpeno oxigenado linalol (0,1-0,34%). Na
variedade de pitanga roxa as principais substancias detectadas foram seis

sesquiterpenos oxigenados: germacrona (51,56-56,80%), selina-1,3,7(11)-trien-8-one
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(11,04-14,31%), curzereno (4,10-5,11%), epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one (3,70-
5,86%), espatulenol (3,18-4,91%) e atractilona (0,72-1,50%); dois sesquiterpenos
hidrocarbonetos: germacreno B (5,46-8,36%) e (E)-cariofileno (1,02-1,64%); e um
monoterpeno hidrocarboneto: (E)-B-ocimeno (0,58-1,48%); representando em média

90,83% do total de constituintes quimicos dos frutos desta variedade em diferentes

estadios de maturagdo. Monoterpenos oxigenados néo foram detectados em nenhuma

fase de amadurecimento da variedade de pitanga roxa.
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Figura 9. Cromatograma do 6leo essencial de frutos de E. uniflora das variedades vermelha,
vermelha-alaranjada e roxa.
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Foi possivel observar que apenas nove substancias identificadas nos Oleos
essenciais ocorreram nas trés variedades. A analise de variancia (ANOVA two-way)
mostrou que cinco destas (mirceno, (Z)-B-ocimeno, (E)-cariofileno, amorfa-4,7(11)-
dieno e germacreno B) possuem interagcdo entre os dois fatores analisados (Tabela 2):
variedade de pitanga e estadio de maturagéo do fruto, indicando que as variacdes nas
concentracfes destes constituintes dos Oleos essenciais depende tanto da variedade

qguanto do estadio.

Tabela 2. Valores médios? dos constituintes quimicos coincidentes de Oleos essenciais
de frutos das variedades vermelha, vermelha-alaranjada e roxa de E. uniflora em
quatro estadios de maturacdo que possuem interacdo entre os dois fatores analisados
na analise de variancia (ANOVA two-way).

IR Constituintes Variedades Estédios
1 2 3 4
990 Mircenao® Vermelha 1,98 aA 1,77abA 1,50 bA 1,94 aA
Vermelha-alaranjada 1,34 aB 1,34 aA 1,64 aA 0,97 bB
Roxa 0,08 cC 0,23 bB 0,28 bB 0,44 aC
1037  (2)-B-Ocimeno Vermelha 2,81 aA 2,53 aB 2,17 aB 2,97 aA
Vermelha-alaranjada 3,06 bA 4,14 aA 4,09 aA 2,34 bA
Roxa 0,27 aB 0,78 aC 0,46 aC 0,63 aB
1419  (E)-Cariofileno® Vermelha 0,91 aAB 0,71 bB 1,11 aA 1,17 aB
Vermelha-alaranjada 0,82aB  0,83aAB 0,72 aB 0,70 aC
Roxa 1,21 bA 1,02 bA 1,09 bA 1,64 aA
1481  Amorfa-4,7(11)- Vermelha 1,43 abA 1,32abA 1,22 bA 1,66 aA
dieno Vermelha-alaranjada 0,58bB  0,98aAB 0,92 abA  0,80abB
Roxa 0,58 bB 0,87abB 1,07 aA 0,66 bB
1561 Germacreno BP Vermelha 4,59 abA 4,11 bB 5,54 bC 5,61 aA
Vermelha-alaranjada 4,08 bB 5,62 aA 5,88 aB 5,76 aA
Roxa 5,46 bAB 6,56 bA 8,36 aA 6,49 bA

2 Valores s&o as médias (n=3) baseadas nos dados originais. PTransformado pelo arcoseno. Médias seguidas por
mesmas letras minlUsculas nas linhas e mailsculas nas colunas nédo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
Estadios de maturacdo para pitangas vermelhas e vermelhas-alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e
vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4). IR = indice de
Retencao.

No quarto estaddio de maturacdo, a variedade vermelha apresentou um teor do
constituinte mirceno duas vezes maior que a variedade vermelha-alaranjada e quatro
vezes maior que a variedade roxa. No primeiro e quarto estadios a anélise de variancia
mostrou que ha diferenca significativa entre as trés variedades, porém no segundo e
terceiro estadios ndo houve diferenca significativa entre as variedades vermelha e
vermelha-alaranjada, mas estas diferem da variedade roxa. Durante a maturagdao da
pitanga roxa observamos que ocorre um aumento gradual do primeiro ao quarto
estadio (0,08-0,44%). Um padrdo oposto foi observado para a variedade vermelha-

alaranjada.
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O monoterpeno (Z)-B-ocimeno possui as maiores concentracdes nos segundo e
terceiro estadios da variedade vermelha-alaranjada, 4,14 e 4,09% respectivamente,
nestes mesmos estadios a andlise de variancia mostrou que entre as trés variedades
estudadas existem diferencas significativas, 0 mesmo néao € observado para o primeiro
e guarto estadios, onde as variedades vermelha e vermelha-alaranjada nao diferem
significativamente. Durante a maturacdo dos frutos das variedades vermelha e roxa
nao ocorreram diferencas significativas nos teores de (Z)-p-ocimeno.

As concentracbes do hidrocarboneto sesquiterpeno (E)-cariofileno foram
diferentes (p < 0,05) entre as trés variedades somente no quarto estagio de maturacao,
onde a pitanga roxa apresentou o maior teor desta substancia, 1,64%, apds um
aumento significativo. A variedade vermelha-alaranjada manteve a concentracao
constante de (E)-cariofileno durante todo o amadurecimento (Tabela 2).

A variedade vermelha exibiu os maiores teores do sesquiterpeno amorfa-4,7(11)-
dieno nos estddios 1, 2 e 4, enquanto as outras duas variedades nao tiveram
diferengas significativas entre seus conteudos em todos os estadios. Comparando-se
os diferentes estagios para cada variedade, observou-se que todas as trés
apresentaram variacdes significativas nas concentracdes deste sesquiterpeno durante
a maturagao.

A maior concentracdo de germacreno B foi observada no terceiro estadio da
variedade roxa, 8,36%. Neste estadio observamos diferenca significativa entre as trés
variedades de pitanga, diferente do quarto estadio onde ndo ha diferenca entre elas.
Ocorreram variacfes significativas nos teores deste sesquiterpeno em diferentes
estadios para cada variedade.

Na analise de variancia (ANOVA two-way) dos outros quatro constituintes que
ocorrem nas trés variedades ((E)-B-ocimeno, B-elemeno, B-selineno e Germacrona)
nao houve interacdo entre os dois fatores: variedade de pitanga e estagio de
maturacdo do fruto (p > 0,05), dessa forma o teste de Tukey foi aplicado de forma
independente para as duas variaveis (Tabela 3).

Independente da variedade de pitanga, ndo ocorreu variagcdo significativa nos
niveis do sesquiterpeno (E)-B-ocimeno durante o amadurecimento. As médias das
concentracdes deste componente nas variedades vermelha e vermelha-alaranjada néo
diferem significativamente, ao contrario da meédia na variedade roxa, que foi bem

inferior as outras duas.
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Tabela 3. Valores médios? dos constituintes quimicos coincidentes de 6leos essenciais
de frutos das variedades vermelha, vermelha-alaranjada e roxa de E. uniflora em
quatro estadios de maturacdo que ndo possuem interacdo entre os dois fatores
analisados na analise de variancia (ANOVA two-way).

IR Constituintes Variedades Estadios
1 2 3 4  Médias
1050 (E)-B-Ocimenqg® Vermelha 6,81 6,30 5,01 5,36 5,87 A
Vermelha-alaranjada 7,04 10,06 9,54 5,68 8,08 A
Roxa 0,58 1,39 1,14 1,48 1,15B
Média 481 a 592 a 5,23 a 4,17 a
1390 B-Elemeno Vermelha 0,90 0,93 1,55 1,33 1,17 A
Vermelha-alaranjada 0,59 0,60 0,65 0,64 0,62B
Roxa 0,62 0,64 0,81 1,03 0,77B
Média 0,70 b 0,72 ab 1,00 a 1,00 a
1490 B-Selineno Vermelha 0,43 0,46 0,87 0,60 0,59 A
Vermelha-alaranjada 0,41 0,30 0,50 0,27 0,37 B
Roxa 0,51 0,56 0,71 0,68 0,61 A
Média 0,45b 0,44 b 0,69 a 0,52 ab
1693 Germacrona Vermelha 46,54 45,16 39,67 42,84 43,55B
Vermelha-alaranjada 9,26 6,31 6,50 7,18 731C
Roxa 56,80 56,57 51,56 53,89 54,70 A
Média 37,53 a 36,01ab 32,58 b 34,64ab

2 Valores s8o as médias (n=3) baseadas nos dados originais. PTransformado pelo arcoseno. Médias seguidas por
mesmas letras minldsculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
Estadios de maturacdo para pitangas vermelhas e vermelhas-alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e
vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4). IR = indice de
Retencao.

A andlise de variancia das médias dos estadios do constituinte B-elemeno
mostrou que ocorreu diferenca significativa entre o primeiro e os dois ultimos estadios
de maturacédo do fruto. Comparando-se as médias entre as trés variedades, verificam-
se diferencas significativas entre a variedade vermelha, que possui 0os maiores teores,
e as outras duas que apresentam menor quantidade deste composto.

O sesquiterpeno B-selineno aumentou de forma significativa entre o segundo e
terceiro estadio de maturacéo, independente da variedade de pitanga. As variedades
vermelha e roxa possuem as maiores médias deste composto e divergiram de forma
significativa da variedade vermelha-alaranjada.

Independente do estadio de maturacao, ocorreram diferencas significativas nos
teores do sesquiterpeno germacrona entre todas as variedades, sendo a roxa mais rica
neste composto seguida da variedade vermelha e por ultimo a pitanga vermelha-
alaranjada, com teores bem inferiores. Durante a maturacdo somente os estadios 1 e 3
mostraram diferencas significativas na concentracao deste sesquiterpeno.

Na tabela 3 observa-se gque a germacrona € o constituinte majoritario do 6leo
essencial de pitanga roxa. Costa e colaboradores (2010) ao comparar os Oleos
essenciais de folhas de diferentes variedades de pitangueira (frutos roxo, vermelho e

vermelho-alaranjado) observaram que os 0leos essenciais das folhas da variedade de



24

fruto roxo foram discriminados dos demais biotipos pela alta quantidade deste mesmo
composto (Figura 3).

Em seu estudo, Song e colaboradores (2014), concluiram através da andlise dos
minimos quadrados parciais que a germacrona, constituinte do 6leo essencial de
Curcumae wenyujin, estd relacionado a atividade antitumoral deste 6éleo. Em outro
estudo a germacrona apresentou atividade antiviral contra parvovirose suina,
protegendo as células contra infecgdo viral e suprimindo a sintese do RNA mensageiro
deste virus, 0 que sugere 0 uso desta substancia como candidato potencial para a
terapia antiviral (Chen et al., 2015). Dessa forma pode-se sugerir que as variedades
roxa e vermelha, que apresentam altos teores deste constituinte quimico, possuem
atividades biologicas semelhantes as estudadas anteriormente, porém ainda se faz
necessario analisar se existem efeitos sinérgico ou antagénico induzidos pela presenca
dos outros constituintes dos 6leos.

Dentre as substancias identificadas nos Oleos das trés variedades apenas seis
ocorrem concomitantemente em pelo menos duas variedades (B-chamigreno, a-
selineno, curzereno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, atractilona e epoxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-one). A analise de variancia (ANOVA two-way) mostrou que em duas
delas, B-chamigreno e epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one, existe interacdo entre 0s
dois fatores analisados: variedade de pitanga e estaddio de maturacdo do fruto. As
demais substancias ndo apresentaram interagao entre os dois fatores (Tabela 4).

O constituinte p-chamigreno foi detectado apenas nas variedades de pitanga
vermelha e vermelha-alaranjada (Tabela 4). A analise de variancia mostra que so6
existe diferenca significativa entre os teores das duas variedades no terceiro estadio,
que é maior na variedade vermelha (1,74%). As concentracfes deste constituinte
variam de forma significativa em ambas as variedades.

Apenas duas substancias foram coincidentes nas variedades vermelha e roxa e
ausente na vermelha-alaranjada: curzereno e atractilona. Na analise de variancia para
estes dois constituintes ndo ocorreu interacdo entre os dois fatores, assim
comparando-se as médias dos estadios concluiu-se que nao houve variagdo
significativa nos niveis de curzereno e atractilona durante o amadurecimento. A
comparacao de ambos constituintes entre as variedades mostrou que as meédias da
variedade vermelha foram maiores que as da variedade roxa.

Costa e colaboradores (2010) j4 haviam observado que os 6leos essenciais das

folhas da variedade de fruto vermelho foram discriminados dos demais biotipos pelo
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constituinte curzereno (43 + 1%; Figura 3). Neste estudo, apesar dos teores deste
constituinte serem menores (média 15,04%) do que os apresentados nos 6leos das
folhas, ocorre que a concentragdo deste é cerca de trés vezes maior na variedade

vermelha do que na roxa (4,62%) e até ausente na variedade vermelha-alaranjada.

Tabela 4. Valores médios? dos constituintes quimicos coincidentes de Oleos essenciais
de frutos de pelo menos duas variedades de E. uniflora em quatro estadios de
maturacao.

IR Constituintes Variedades Estadios
1 2 3 4  Médias
1477  B-Chamigreno Vermelha 0,72 bA 0,89 bA 1,74 aA 0,81 bA
Vermelha-alaranjada 0,63 bA 1,11 aA 0,84abB 0,48 bA
Roxa - - - -
1498 a-Selineno Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada 1,29 1,76 1,77 1,21 151A
Roxa 0,51 0,59 0,84 0,41 0,60B
Média 0,90 ab 1,18 ab 1,30 a 0,81b
1499  Curzereno® Vermelha 14,41 14,36 15,63 15,75 15,04A
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa 4,10 4,59 4,68 511 4,62B
Média 9,25a 9,48a 10,16a 10,43a
1634  Selina-1,3,7(11)- Vermelha - - - -
trien-8-ona Vermelha-alaranjada 38,02 41,22 37,45 36,06 38,19A
Roxa 13,78 11,36 14,31 11,04 12,62B
Média 25,90a 26,29a 25,88a 23,55a
1658  Atractilona Vermelha 6,90 10,10 9,47 7,42 8,47A
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa 1,14 1,46 0,72 1,50 1,20B
Média 4.02a 5,78a 5,09a 4.46a

1748 Epdxido de selina- Vermelha - - - -
1,3, 7(A1)-ren-8- o melha-alaranjada 27,16abA  19,36cA  24.94bcA  34,28aA

onaP
Roxa 5,43 aB 4,20 aB 5,86 aB 3,70 aB
Roxa 88,73aA 84,78abA 83,41bA 84,70abA

2 Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. PTransformado pelo arcoseno. ‘Transformado pela
ordem dos mesmos (rank) na ANOVA. Médias seguidas por mesmas letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas
colunas ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Estadios de maturacdo para pitangas vermelhas e
vermelhas-alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela
(1), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4). IR = indice de Retencéo; (-) ndo detectado.

Alguns sesquiterpenos, como 0 curzereno e germacrene B, sdo termossensiveis
e podem sofrer reacfes eletrociclicas sob condicbes de alta temperatura na analise
CG/EM, gerando artefatos na coluna cromatografica (Chang et al., 2011; Quassinti et
al., 2014). O resultado dessas reacdes € evidenciado nos cromatogramas por uma
regido larga acima da linha base, como o obtido para a variedade vermelha (Figura 9 e
Apéndice 2).

Furanosesquiterpenos tém chamado atencdo dos cientistas pelas suas

atividades como hepato protetora, anti-inflamatéria e anticancerigenas (Quassinti et al.,
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2014). O curzereno, por exemplo, apresentou atividade antiproliferativa contra células
tumorais humanas HCT 116 (Quassinti et al., 2014).

O furanosesquiterpeno oxigenado atractilona possui grande importancia na
medicina tradicional chinesa, seu uso esta relacionado as suas atividades anti-
inflamatorias, hipotérmica e anticancerigena (Amorin, 2009).

Somente trés constituintes estdo presentes exclusivamente nas variedades
vermelha-alaranjada e roxa: a-selineno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e epoxido de
selina-1,3,7(11)-trien-8-one. Comparando-se as meédias entre as duas variedades,
observamos que independente do estadio de maturacao a pitanga vermelha-alaranjada
apresentou 0s maiores teores, 1,51% para o constituinte a-selineno e 38,19% para
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, este ultimo ndo variou durante a maturacéo dos frutos.

O sesquiterpeno epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one esta em maiores niveis
nos frutos da variedade vermelha-alaranjada em todos os estadios de maturacéo
(19,36-34,28%), quando comparado aos frutos da variedade roxa. Diferentemente da
variedade roxa, onde ndo ha variacdo dos teores deste componente durante o
processo de maturacdo, na pitanga vermelha-alaranjada ocorre uma diminuicdo da
concentracdo deste composto na transicdo do primeiro para o0 segundo estadio,
seguido de um aumento significativo no final do processo.

Selina-1,3,7(11)-trien-8-one e o epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one foram os
dois constituintes majoritarios dos Oleos essenciais de frutos de pitanga vermelha-
alaranjada, independente do estadio de maturacdo. Em estudo anterior, estes dois
compostos diferenciaram os 6leos de folhas de pitanga vermelha-alaranjada dos 6leos
da variedade roxa (Costa et al., 2010).

Varios trabalhos mostraram que estes dois constituintes estdo presentes na
composicdo dos Oleos essenciais das folhas e dos frutos de pitanga (Victoria et al.,
2012; Oliveira et al., 2006; Ogunwande et al., 2005; Malaman et al., 2011; Costa et al.,
2009; Costa et al., 2010). No presente trabalho observamos que a presenca e 0s teores
da selina-1,3,7(11)-trien-8-one e do epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one dependem
da variedade de pitanga.

Foram identificadas quatro substancias exclusivas dos 6leos essenciais da
variedade vermelha: limoneno, &-amorfeno, d-cadineno e a-cadineno (Tabela 5). A
analise de variancia mostrou que os trés primeiros constituintes citados nao

apresentam diferenca significativa nos seus teores durante a maturacao dos frutos, ja o
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a-cadineno mostrou variacdo significativa apenas entre o terceiro e quarto estadio de

maturacao.

Tabela 5. Valores médios? dos constituintes quimicos exclusivos dos 6leos essenciais
de frutos da variedade vermelha E. uniflora em quatro estadios de maturacgéo.

IR Constituintes Variedades Estadios
1 2 3 4
1029 Limoneno Vermelha 0.55a 0,51a 0,34 a 0,54 a
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa - - - -
1512 o-Amorfeno Vermelha 1,19 a 0,92 a 0,73 a 1,29 a
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa - - - -
1523 0-Cadineno Vermelha 0,3a 0,33 a 0,48 a 0,40 a
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa - - - -
1538 a-Cadineno Vermelha 0,85 ab 0,87 ab 1,37 a 0,39 b
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa - - - -

@ Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Médias seguidas por mesmas letras minlsculas ndo
diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Estddios de maturacdo para pitangas vermelhas e vermelhas-
alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja
(2), vermelha (3) e roxa (4). IR = Iindice de Retenc&o; (-) ndo detectado.

Para a variedade vermelha-alaranjada houveram cinco substéncias exclusivas:
linalol, zonareno, selina-3,7(11)-dieno, selin-11-em-4-a-ol e acetato de cusinol (Tabela
6). Os constituintes linalol e selina-3,7(11)-dieno apresentaram diferenca significativa
nos seus teores apenas entre o segundo e quarto estadio de maturacdo. O zonareno
apresentou o maior nivel de concentracdo no segundo estadio e 0 menor no quarto
estadio. As concentracbes de selin-11-em-4-a-ol se mantiveram constantes durante
todo o desenvolvimento dos frutos. O acetato de cusinol ndo foi detectado no segundo
estadio de maturacao e ocorre diferenca significativa apenas no terceiro estadio.

Na pitanga roxa temos quatro substancias detectadas apenas nesta variedade:
p-cimeno, y-cupreneno, espatulenol e 6xido de cariofileno (Tabela 7). A analise de
variancia mostrou que nao existem diferencas significativas entre os estadios de
maturacdo nos teores dos constituintes p-cimeno, y-cupreneno, e 6xido de cariofileno.
O espatulenol apresenta um aumento significativo somente no Uultimo nivel de

maturacao.
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Tabela 6. Valores médios? dos constituintes quimicos exclusivos dos 6leos essenciais
de frutos da variedade vermelha-alaranjada E. uniflora em quatro estadios de
maturacao.

IR Constituintes Variedades Estadios

1 2 3 4

1096 Linalol Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada 0,46 ab 0,60 a 0,34 ab 0,1b
Roxa - - - -

1529 Zonareno Vermelha - - -
Vermelha-alaranjada 1,61 bc 2,53 a 1,97 ab 0,94 c
Roxa - - - -

1546 Selina-3,7(11)-dieno Vermelha - - -
Vermelha-alaranjada 0,40 ab 0,61 a 0,46 ab 0,18 b
Roxa - - - -

1658 Selin-11-em-4-a-ol Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada 152 a 1,30 a 0,64 a 126 a
Roxa - - - -

1823 Acetato de cusinol Vermelha - - -
Vermelha-alaranjada 0,49 a - 0,16 b 0,46 a
Roxa - - -

@ Valores s@o as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Médias seguidas por mesmas letras minlsculas ndo
diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Estddios de maturacdo para pitangas vermelhas e vermelhas-
alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja
(2), vermelha (3) e roxa (4). IR = Indice de Retenc&o; (-) ndo detectado.

Tabela 7. Valores médios? dos constituintes quimicos exclusivos dos Oleos essenciais
de frutos da variedade roxa E. uniflora em quatro estadios de maturacgéo.

IR Constituintes Variedades Estadios
1 2 3 4 Médias
1024 p-Cimeno Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa 0,38 a 0,49 a 0,50 a 0,88 a
1533 y-Cupreneno Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa 0,18 a 0,49 a 0,37 a 0,36 a
1578 Espatulenol Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa 3,27b 341b 3,18 b 491 a
1583 Oxido de cariofileno Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada - - - -
Roxa 1,10a 0,32 a 0,40 a 147 a

@ Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Médias seguidas por mesmas letras minlsculas ndo
diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Estadios de maturacdo para pitangas vermelhas e vermelhas-
alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja
(2), vermelha (3) e roxa (4). IR = Indice de Retenc&o; (-) ndo detectado.

As estruturas quimicas dos principais constituintes identificados nos Oleos
essenciais das trés variedades, bem como o histograma da percentagem de cada

constituinte na composicéo total dos 6leos estédo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Estruturas dos principais constituintes identificados dos 6leos essenciais dos frutos
de pitanga vermelha, vermelha-alaranjada e roxa e histograma da percentagem de cada
constituinte na composicao total dos 6leos.

Através desses resultados € possivel evidenciar que 0os sesquiterpenos sado 0s
constituintes majoritarios dos frutos das trés variedades em todos os estadios de
maturagdo, sendo que a variedade roxa apresenta os maiores niveis desta classe de

constituintes (Tabela 8). Nao foram observadas diferencas significativas no total de
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sesquiterpenos para as variedades roxa e vermelha ao longo do desenvolvimento dos
frutos, enquanto para a pitanga vermelha-alaranjada houve um decréscimo nos

estadios 2 e 3.

Tabela 8. Valores médios? dos principais constituintes quimicos separados em classes
de 6leos essenciais de frutos das variedades vermelha, vermelha-alaranjada e roxa de
E. uniflora em quatro estadios de maturacéo.

Constituintes Variedades Estadios
1 2 3 4 Médias
Hidrocarbonetos Vermelha 12,15 11,11 9,02 10,81 10,77A
monoterpénicos Vermelha-alaranjada 11,44 15,54 15,27 8,99 12,81A
Roxa 1,22 2,62 2,38 3,43 2,41B
Média 8,27 a 9,76 a 8,89 a 7,74 a
Monoterpenos oxigenados Vermelha - - - -
Vermelha-alaranjada 0,46 ab 0,60 a 0,34 ab 0,1b
Roxa - - - -
Hidrocarbonetos Vermelha 11,32 10,54 13,61 13,26 12,18 A
sesquiterpenos Vermelha-alaranjada 10,42 14,34 13,70 10,98 12,36 A
Roxa 9,06 10,72 13,25 11,28 11,07 A
10,27 b 11,86 ab 13,52 a 11,84ab
Sesquiterpenos oxigenados Vermelha 67,84aC 69,63aB 64,76aB 66,01aC
Vermelha-alaranjada 77,22abB  68,50cB 69,97bcB 79,40aB
Roxa 88,73aA  84,78abA 83,41bA  84,70abA
Monoterpenos® Vermelha 12,15aA 11,11aB 9,02aB  10,81aA
Vermelha-alaranjada 11,90abA 16,14aA  15,61aA 9,09bA
Roxa 1,22aB 2,62aC 2,38aC 3,43aB
Sesquiterpenos Vermelha 79,16aC 80,17aB  78,37aC 79,27aC
Vermelha-alaranjada 87,64aB 82,85bAB  83,68bB 90,39aB
Roxa 97,79aA 95,50aA 96,66aA 95,98aA
Total (%) Vermelha 91,31 91,28 87,39 90,08
Vermelha-alaranjada 99,54 98,99 99,29 99,48
Roxa 99,01 98,12 99,04 99,41
Rendimento (% p/p) Vermelha 0,14 0,12 0,05 0,04
Vermelha-alaranjada 0,14 0,08 0,12 0,11
Roxa 0,06 0,03 0,04 0,03

2 Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. PTransformado pela ordem dos mesmos (rank) na
ANOVA. Médias seguidas por mesmas letras minusculas nas linhas e mailsculas nas colunas nédo diferem ao nivel
de 5% pelo teste de Tukey. Estaddios de maturacédo para pitangas vermelhas e vermelhas-alaranjadas: verde (1),
amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela (1), laranja (2), vermelha (3) e roxa
(4). IR = indice de Retencio; (-) ndo detectado.

A classe de sesquiterpenos € dividida em sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos sesquiterpenos, sendo 0s primeiros mais abundantes nas trés
variedades analisadas (Tabela 8). Na classe dos sesquiterpenos oxigenados as trés
variedades diferem significativamente no primeiro e ultimo estadio de maturacao,
porém no segundo e terceiro estadios ndo existe diferenca significativa entre as
variedades vermelha e vermelha-alaranjada. Durante a maturacdo, 0s niveis de
sesquiterpenos oxigenados ndo variam para a variedade vermelha. Para a classe de

hidrocarbonetos sesquiterpenos ndo ocorre diferenca significativa entre as trés
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variedades, porém durante o desenvolvimento dos frutos os estadios 1 e 3 deferem
significativamente.

A prevaléncia de sesquiterpenos, principalmente os oxigenados, também foi
observada em 06leos essenciais de frutos da pitangueira coletados no Nordeste
Brasileiro, em Cuba e na Nigéria (Malaman et al., 2011; Pino et al., 2003; Ogunwande
et al., 2005), ja os frutos oriundos do Rio Grande do Sul apresentaram uma quantidade
maior de sesquiterpenos hidrocarbonetos (48,5 %) (Marin et al., 2008). Dessa forma,
nossos resultados sugerem que além dos fatores geograficos a composicéo dos 6leos
essenciais é influenciada diretamente pela variedade de pitanga.

Os hidrocarbonetos monoterpénicos foram menos abundantes na variedade
roxa. A andlise de variancia mostra que para esta classe ndo existe interacdo entre os
dois fatores estudados. Comparando apenas as médias dos teores de hidrocarbonetos
monoterpénicos nos frutos das trés variedades observamos que néo existe diferenca
significativa entre as variedades vermelha e vermelha-alaranjada, porém estas diferem
da variedade roxa. Na comparacdo das médias dos estadios concluiu-se 0s niveis
desta classe permaneceram constantes durante o amadurecimento, independente da
variedade de pitanga.

Diferente das variedades de pitanga do presente estudo, variagcbes nas
concentracbes de mono e sesquiterpenos durante o amadurecimento foram descritas
para a espécie Eugenia dysenterica, conhecida como cagaita, onde monoterpenos
diminuiram sua concentracdo drasticamente no ultimo estadio de maturacdo, ao
contrario dos sesquiterpenos gue tiveram um aumento também drastico na mesma fase
(Duarte et al., 2008).

A variacdo dos constituintes volateis, tanto das folhas quanto do fruto, depende
da regido cultivada, condi¢cBes climaticas, gendtipo e desenvolvimento ontogenético
(Ogunwande et al., 2005). A escolha do método de extracdo para a analise também é
um fator que influencia os resultados obtidos da composi¢éo dos 6leos essenciais.

Oliveira e colaboradores (2006), ao extrairem o 6leo de frutos de pitanga pelo
método Porapak-Q, obtiveram 6leos ricos em monoterpenos (75%), sendo o0s
constituintes principais o (E)-B-Ocimeno (36,2%) e o (2)-f-Ocimeno (13,4%). O
sesquiterpeno oxigenado selina-1,3,7(11)-trien-8-one, que ja foi detectado como
constituinte principal de 6leos de folhas de algumas variedades de pitanga (Costa et al,,
2010) e como constituinte principal dos 6leos dos frutos da variedade vermelha-

alaranjada (38,19%) estudada neste trabalho, também foi detectado (0,8%) por esse
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método, sua presenca nos Oleos essenciais dos frutos sugere propriedades
terapéuticas semelhantes as das folhas (Oliveira et al., 2006). Os dois monoterpenos
citados acima estdo presentes na composicdo dos constituintes volateis das trés
variedades de frutos de pitanga, porém em quantidades diferentes e em menor
percentual.

Os constituintes dos 6leos essenciais das folhas e dos frutos de pitanga oriundos
da Nigéria, foram estudados por Ogunwande e colaboradores (2005) e apresentam, em
sua composicao, varios constituintes coincidentes, porém em diferentes percentuais.
Os componentes majoritarios dos 0Oleos das folhas foram curzereno (19,7%), Selina-
1,3,7(11)-trien-8-one (17,8%), atractilona (16,9%) e furanodieno (9,6%) e para os frutos
foram germacrona (27,5%), selina-1,3,7(11)-trien-8-one (19,2%), curzereno (11,3%) e
epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one (11,0%). Apesar de ambos os 0leos, das folhas
e dos frutos, apresentarem excelente inibicdo citotoxica para as linhas de células de
tumores humanos de PC-3 e Hep G2 e completa inibicdo do crescimento de Hs 578T,
os Oleos das folhas apresentaram, especificamente, atividade na inibicdo do
crescimento de Bacillus cereus enquanto os O6leos dos frutos tiveram efeito
antibacteriano contra Staphulococcus aureus (Ogunwande et al., 2005). O perfil dos
constituintes majoritarios dos frutos da Nigéria é semelhante ao perfil detectado para os
frutos da variedade roxa deste trabalho.

O que se tem observado € que compostos presentes nos o6leos volateis das
folhas geralmente estdo presentes nos 6leos dos frutos (Melo et al., 2007). Apesar de
ambos os Oleos terem similaridades em algumas atividades biolégicas, as semelhancas
existentes na composi¢cdo dos constituintes volateis das folhas e frutos ndo garantem
igualdade em todas as propriedades terapéuticas.

Os constituintes majoritarios dos Oleos essenciais das folhas de E. uniflora
coletadas na regido sul do Brasil mostram que a classe de hidrocarbonetos
sesquiterpenos teve predominéncia na composicdo dos Oleos, seguida da classe de
sesquiterpenos oxigenados, 56,8% e 32,9%, respectivamente (Victoria et al., 2012). A
classe de hidrocarbonetos sesquiterpenos € composta por germacreno B (21,2%),
germacreno A (11,6%) e germacreno C (11,4%) e classe de sesquiterpenos
oxigenados € composta por epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one (19,3%), selina-
1,3,7(11)-trien-8-one (9,7%) e curzereno (3,9%). Todos os constituintes citados acima

foram detectados em nossas amostras em pelo menos duas variedades, porém em
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diferentes teores, com excec¢do do germacreno A e germacreno C, que nao foram
detectados em nenhuma variedade analisada neste trabalho.

A atividade bioldgica destes 6leos, obtidos da regido sul do Brasil, foi analisada e
apresentou atividade antimicrobiana contra duas bactérias patogénicas,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, e contra dois fungos, C. lipolytica e
C. guilliermondii (Victoria et al., 2012). Em outro trabalho, Victoria e colaboradores
(2013), mostraram que estes mesmos 0leos apresentaram atividade antidepressiva,
pelo menos em parte, atuando no sistema serotoninérgico e adrenérgico, dessa forma,
acredita-se que sesquiterpenos nao-oxigenados e oxigenados possuem importante
efeito antidepressivo.

Algumas caracteristicas dos frutos, como intensidade do sabor e aroma,
possuem grande importancia para a exploracdo comercial, seja no consumo in natura
ou em produtos industrializados. Malaman e colaboradores (2011), ao estudarem a
relacdo entre os compostos extraidos e a caracteristica da intensidade do sabor do
fruto de pitanga, observaram que 0s constituintes que mais colaboram para o sabor sé&o
B-damascenona, 5,6,7,7a-tetraidro-4-4-7a-trimetil-2(4H)-benzoluranona, germacreno B,
espatulenol, selina-1,3,7(11)-trien-8-one,  10-(1-metiletenil)-(E,E)-3,7-ciclodicadien-
lona, farnesil acetona e 2-etil-2-metil-tridecanol. O constituinte germacreno B foi
detectado na trés variedades estudadas neste trabalho, enquanto o sesquiterpeno
selina-1,3,7(11)-trien-8-one néo foi detectado na variedade vermelha e o componente
espatulenol esta presente apenas na variedade roxa. Dessa forma, podemos concluir
gue o sabor das trés variedades € diferente pela composicdo quimica distinta entre
elas. Os demais componentes relacionados a intensidade de sabor, ndo foi detectado
em nenhuma variedade estudada.

O aroma das folhas foi estudado e como resultado obtiveram nove constituintes
relacionados com o aroma (Melo et al., 2011), dentre estes, quatro também foram
identificados em pelo menos uma das trés variedades de frutos de pitanga estudadas
neste trabalho e apresentam aromas diferentes: (3-elemeno (5,9%), aroma liméo fresco
e apimentado; espatulenol (3,8%), aroma amadeirado; atractilona (1,8%), aroma verde
e floral; e curzereno e furanodieno (50,2%), aroma amadeirado e picante (Melo et al.,
2011).

O estudo da variabilidade sazonal dos Oleos essenciais de folhas de pitanga
vermelha-alarajanda indicou a presencga de dois grupos de Oleos em relacdo as duas

estacdes do Cerrado brasileiro. O grupo | incluiu amostras coletadas na estagcao seca
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(abril-setembro), caracterizadas por conterem as mais altas percentagens de
espatulenol (10%) e oxido de cariofileno (4,1%). No grupo Il, com amostras coletadas
na estacdo Umida (outubro-margo), periodo que ocorre a frutificacdo da pitangueira, o
constituinte majoritério foi o epéxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (29%) (Costa et al.,
2009).

Os dleos do fruto da variedade vermelha-alaranjada, analisados neste trabalho,
apresentam altos teores de epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, entretanto néo foi
detectado os constituintes espatulenol e 6xido de cariofileno, dessa forma, observamos
gue os constituintes volateis dos frutos se relacionam com os constituintes volateis das
folhas pelo periodo de frutificacdo da pitangueira, 0 que sugere que a biossintese dos
constituintes dos 6leos essenciais dos frutos sdo relacionados aos das folhas e que

estes também se relacionam com a sazonalidade.
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5. CONCLUSOES

Através dos resultados apresentados neste trabalho é possivel evidenciar:

e Diferencas significativas nas quantidades de compostos fendlicos e nas
composic¢des quimicas dos compostos volateis entre as trés variedades de frutos

de pitanga,;

¢ Os teores de antocianinas apresentaram diferencas marcantes entre os estadios

de maturacgéo estudados, principalmente para a variedade roxa;

e As concentracdes de taninos ndo variaram significativamente durante a

maturacdo nas trés variedades;

e Alguns constituintes quimicos ndo apresentaram diferencas significativas entre
os estadios de maturacdo do fruto nas trés variedades, enquanto em outros as

diferencas foram marcantes entre cada estadio;

e Os resultados sugerem que além dos fatores geograficos e sazonais, a
composicdo dos 0Oleos essenciais € influenciada diretamente pela variedade de

pitanga e possui moderada variagdo durante o amadurecimento do fruto.
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Tabela 1.1 Valores médios® e desvios padrfes das variaveis Antocianinas Totais

Monomeéricas (ATM), Flavonoides, Taninos e Fendis Totais.

Variavel Variedade Estadio
1 2 3 4
ATM Vermelha 1,65+0,43 2,42 £0,51 3,16 £ 0,58 4,94 +1,90
(g g'l) Vermelha-alaranjada 2,60+0,41 2,99 +0,17 4,85+ 1,09 11,96 + 3,14
Roxa 1,50 £ 0,96 6,58 + 0,71 22,83 +4,92 70,30 £ 5,50
Flavonoides Vermelha 400,7 £ 115 291,9£69,1 193,0+£ 24,4 1447 £ 49,6
(mg g?) Vermelha-alaranjada 390,9 + 80,5 373,3+735 183,8 £ 55,1 305,1+52,0
Roxa 156,9 £ 8,60 102,6 £ 18,7 135,9+£32,3 268,4 £515
Taninos Vermelha 13,85+ 1,26 13,24 £0,78 10,94 £ 0,87 12,19 +1,77
(mg g?) Vermelha-alaranjada 15,81+ 1,10 15,20 + 4,97 12,40 £ 5,70 13,94 + 2,08
Roxa 11,96 £ 2,03 10,70 £1,13 10,63 £1,55 10,78 £1,41
Fenois T. Vermelha 31,31+5,23 29,66 + 3,65 27,17 + 4,68 26,64 + 6,70
(mg g?) Vermelha-alaranjada 40,86 + 7,20 28,00 +5,98 25,42 +12,67 27,87 +7,29
Roxa 31,06 + 2,22 26,71 +4,81 27,87 +4,11 25,02 £2,93

@ Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Estddios de maturagdo para pitangas vermelhas e
vermelhas-alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4); e para as pitangas roxas: verde-amarela
(2), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4).
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Apéndice 2

Cromatogramas dos 6leos essenciais dos frutos de E. uniflora das variedades

vermelha, vermelha-alaranjada e roxa.
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Tabela 3.1 Valores médios® e desvios padrdes dos constituintes quimicos de Oleos
essenciais de frutos de E. uniflora da variedade vermelha em quatro estadios de

maturacao.
Pico IR Constituintes Estadios
4

1 990 Mirceno 1,98 + 0,06 1,77 £0,02 1,50 + 0,66 1,94 +£0,20

2 1029 Limoneno 0.55+0.04 0,51 +0,03 0,34 +£0,13 0,54 £0,10

3 1037 (2)-B-Ocimeno 2,81+0,21 2,53 +£0,10 2,17 +1,23 2,97 £0,31

4 1050 (E)-B-Ocimeno 6,81+0,48 6,30 £ 0,42 5,01 + 3,67 5,36 + 4,22

5 1390 B-Elemeno 0,90 + 0,09 0,93 +£0,08 1,55 +0,58 1,33+0,35

6 1419 (E)-Cariofileno 0,91 + 0,06 0,71+ 0,05 1,11 + 0,27 1,17 £ 0,31

7 1477 B-Chamigrene 0,72 +0,08 0,89 +£0,10 1,74 +£0,58 0,81+0,32

8 1481 Amorpha-4,7(11)-dieno 1,43 +0,44 1,32+ 0,18 1,22 + 0,27 1,66 + 0,12

9 1490 B-Selineno 0,43 +£0,08 0,46 + 0,04 0,87 £0,32 0,60 + 0,30

10 1499 Curzereno 14,41 +£0,18 14,36 + 2,34 15,63 + 3,70 15,75 + 1,55

11 1512 5-Amorfeno 1,19+0,32 0,92 +0,29 0,73+0,14 1,29+1,20

12 1523 5-Cadineno 0,3+0,10 0,33 £0,05 0,48 +£0,18 0,40+0,12

13 DESC. 30,33 0,07 £0,13 - 0,53 +£0,22 0,27 £0,28

14 1538 a-Cadineno 0,85+ 0,27 0,87 +0,14 1,37+0,17 0,39+ 0,51

15 DESC. 30,667 0,16 £ 0,15 0,15+0,13 0,61 +0,18 0,11 +0,20

16 1561 Germacreno B 4,59 + 0,50 4,11+0,12 5,54 +0,17 5,61+ 0,98

17 DESC. 32,367 0,67 0,03 0,66 + 0,03 0,79 £ 0,26 0,58 + 0,09

18 DESC. 32,483 0,30 + 0,03 0,24 +£0,21 0,17 £ 0,16 0,29 + 0,01

19 DESC. 32,750 0,87 £0,16 1,00 £ 0,17 0,87 +£0,76 0,92+0,11

20 DESC. 33,150 1,15+ 0,07 1,01 £0,03 1,56 £ 0,84 0,95+ 0,11

21 DESC. 33,533 0,25+0,22 0,47 +£0,08 0,59 + 0,29 0,29 +0,27

22 DESC. 35,217 1,46 £0,73 1,99+1,78 1,63+1,76 1,86 £0,75

23 1658 Atractilona 6,90 £ 1,92 10,10 £ 0,25 9,47 £ 2,29 7,42 +1,93

24 DESC. 35,600 2,12 + 0,69 0,71+1,24 2,45+ 0,62 1,12 +£0,97

25 DESC. 35,783 0,32 0,55 0,17 £0,29 0,52 + 0,90 0,17 £0,29

26 1693 Germacrona 46,54 + 0,62 45,16 £1,97 39,67 £5,69 42,84 £5,40

27 DESC. 37,833 0,04 +£ 0,07 - 0,06 + 0,10 -

28 DESC. 37,933 0,06 + 0,10 0,08 +0,13 0,05 + 0,09 -

29 DESC. 40,567 0,33+0,34 0,61+0,16 0,32+0,33 0,11+0,19
Hidrocarbonetos monoterpénicos 12,15+0,71 11,11 £ 0,55 9,02 + 5,60 10,81 + 4,68
Monoterpenos oxigenados - - - -
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 11,32+ 1,26 10,54 + 0,99 13,61+1,92 13,26 + 1,08
Sesquiterpenos oxigenados 67,84 + 1,62 69,63 £ 0,92 64,76 + 0,82 66,01 + 2,03
Monoterpenos 12,15+ 0,71 11,11 + 0,55 9,02 + 5,60 10,81 + 4,68
Sesquiterpenos 79,16 £ 0,44 80,17+ 1,44 78,37 £ 2,08 79,27 £ 1,95
Total (%) 91,31 91,28 87,39 90,08
Rendimento (% p/p) 0,14 0,12 0,05 0,04
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@Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Estadios de maturagdo para pitangas vermelhas: verde

(1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4). IR = Iindice de Retenc&o; (-) ndo detectado.

Tabela 3.2 Valores médios® e desvios padrdes dos constituintes quimicos de Oleos
essenciais de frutos de E. uniflora da variedade vermelha-alaranjada em quatro
estadios de maturagéo.

Pico IR Constituintes Estadios
1 2 3 4

1 990 Mirceno 1,34 £0,07 1,34+£0,20 1,64 £0,22 0,97 £ 0,26

2 1037 (2)-B-Ocimeno 3,06 £0,14 4,14 + 0,82 4,09 £0,73 2,34 +0,38

3 1050  (E)-B-Ocimeno 7,04 £ 0,36 10,06 + 2,62 9,54 +1,84 5,68 + 0,80

4 1096 Linalol 0,46 + 0,08 0,60 + 0,30 0,34 £ 0,01 0,1+0,1

5 1390  B-Elemeno 0,59 + 0,09 0,60 + 0,08 0,65 + 0,04 0,64 +0,14

6 1419  (E)-Cariofileno 0,82 + 0,02 0,83+ 0,20 0,72 +£0,06 0,70 + 0,06

7 1477  B-Chamigrene 0,63+0,11 1,11 +0,20 0,84 +0,10 0,48 + 0,12

8 1481  Amorpha-4,7(11)-dieno 0,58 + 0,04 0,98 + 0,38 0,92 +£0,22 0,80 + 0,08

9 1490  B-Selineno 0,41 + 0,02 0,30 + 0,30 0,50 + 0,06 0,27 £0,27

10 1498 a-Selineno 1,29 + 0,20 1,76 £ 0,62 1,77 +£0,31 1,21 £ 0,22

12 1529 Zonareno 1,61+0,22 2,53+0,51 1,97 +£0,16 0,94 + 0,37

13 1546  Selina-3,7(11)-dieno 0,40 £ 0,07 0,61+0,12 0,46 + 0,02 0,18 +0,18

14 1561 Germacreno B 4,08 £0,32 5,62 +1,48 5,88+0,81 5,76 + 0,30

15 1634  Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 38,02 +2,30 41,22 + 3,56 37,45+1,83 36,06 + 1,40

16 Desc 34,817 0,30 + 0,00 0,28 + 0,28 0,40 £ 0,40 0,08 + 0,08

17 1658 Selin-11-em-4-a-ol 1,52+0,11 1,30 £ 0,74 0,64 £ 0,64 1,26 £ 0,03

18 Desc. 35,633 0,34 +£ 0,04 0,32 +0,32 0,16 £ 0,16 -

19 1693  Germacrona 9,26 + 0,66 6,31+ 1,67 6,50+ 1,51 7,18 +1,91

20 Desc. 37,667 0,29 + 0,01 - 0,12 +0,12 0,15+ 0,15

21 1748 Epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one 27,16 + 0,96 19,36 £ 7,20 24,94 + 4,49 34,28 + 6,42

22 1776  2-o-hidroxido-amopha-4,7(11)-dieno 0,13+0,13 - - -

23 1823  Acetato de cusinol 0,49 + 0,05 - 0,16 £0,16 0,46 + 0,02
Hidrocarbonetos monoterpénicos 11,44 + 0,58 15,54 + 3,66 15,27 £ 2,79 8,99 + 1,43
Monoterpenos oxigenados 0,46 + 0,08 0,60 + 0,30 0,34 +0,01 0,1+0,1
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 10,42 +1,10 14,34 + 2,64 13,70+ 1,74 10,98 + 1,78
Sesquiterpenos oxigenados 77,22 +0,46 68,50 + 6,36 69,97 £ 5,25 79,40 + 3,26
Monoterpenos 11,90 £ 0,62 16,14 + 3,51 15,61 +2,78 9,09 +1,38
Sesquiterpenos 87,64 + 0,64 82,85+ 3,73 83,68+ 3,51 90,39 + 1,47
Total (%) 99,54 98,99 99,29 99,48
Rendimento (% p/p) 0,14 0,08 0,12 0,11

2 Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Estadios de maturacdo para pitangas vermelhas-
alaranjadas: verde (1), amarela (2), laranja (3) e vermelha (4). IR = Indice de Retencéo; (-) ndo detectado.
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Tabela 3.3 Valores médios® e desvios padrdes dos constituintes quimicos de Oleos
essenciais de frutos de E. uniflora da variedade roxa em quatro estadios de maturacgéo.

Pico IR Constituintes Estadios
1 2 3 4
1 990 Mirceno 0,08 £ 0,08 0,23 +£0,29 0,28 £ 0,02 0,44 + 0,05
2 1024  p-Cimeno 0,38 + 0,06 0,49 +0,45 0,50 £0,17 0,88 £0,16
3 1037 (2)-B-Ocimeno 0,27 £ 0,09 0,78 £0,22 0,46 +0,06 0,63+0,12
4 1050  (E)-B-Ocimeno 0,58 +0,21 1,39 +£1,02 1,14+£0,14 1,48 £0,28
5 1390 B-Elemeno 0,62 +£0,14 0,64 £ 0,02 0,81 +0,18 1,03 + 0,05
6 1419  (E)-Cariofileno 1,21+£0,21 1,02 +£0,01 1,09+1,14 1,64 £0,03
7 1481 Amorpha-4,7(11)-dieno 0,58 £ 0,04 0,87 £0,17 1,07 £ 0,18 0,66 + 0,07
8 1490  B-Selineno 0,51 +0,03 0,56 + 0,10 0,71 +0,15 0,68 +0,13
9 1498  a-Selineno 0,51+ 0,04 0,59 +0,11 0,84 +£0,15 0,41+ 0,36
10 1499 Curzereno 4,10+ 0,34 4,59 + 0,24 4,68 +0,78 5,11 +0,36
11 1533  y-Cupreneno 0,18 +0,18 0,49 +0,12 0,37 £0,32 0,36 £ 0,63
12 1561 Germacreno B 5,46 + 0,04 6,56 + 0,52 8,36 + 0,62 6,49+1,14
13 1578  Espatulenol 3,27+0,21 3,41+0,46 3,18 £ 0,56 4,91 +0,55
14 1583  Oxido de cariofileno 1,10 +0,16 0,32 £0,55 0,40 £ 0,69 1,47 +0,16
15 1634 Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 13,78 + 2,10 11,36 + 3,65 14,31+ 2,18 11,04 + 0,66
16 DESC. 35,167 3,12 +0,20 2,87 +0,44 2,70 £0,14 3,08 £0,12
17 1658 Atractilona 1,14+ 0,14 1,46 £ 0,28 0,72 +0,62 1,50+ 0,16
18 1693 Germacrona 56,80 £ 2,42 56,57 £1,14 51,56 * 3,32 53,89 £ 2,50
19 1748 Epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one 5,43 £ 0,64 4,20+ 1,26 5,86 £ 0,82 3,70+£0,25
Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,22+0,42 2,62 +2,26 2,38+0,10 3,43+0,34
Monoterpenos oxigenados - - - -
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 9,06 + 0,24 10,72 + 0,90 13,25+ 0,51 11,28 + 2,20
Sesquiterpenos oxigenados 88,73+0,73 84,78 + 0,73 83,41+ 0,28 84,70+ 1,45
Monoterpenos 1,22 +0,42 2,62 2,26 2,38+£0,10 3,43+£0,34
Sesquiterpenos 97,79+ 0,96 95,50 + 3,65 96,66 + 0,49 95,98+ 0,75
Total (%) 99,01 98,12 99,04 99,41
Rendimento (% p/p) 0,06 0,03 0,04 0,03

2 Valores sdo as médias (n=3) baseadas nos dados originais. Estadios de maturagdo para pitangas roxas: verde-
amarela (1), laranja (2), vermelha (3) e roxa (4). IR = Indice de Retenc¢éao; (-) ndo detectado.
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Figura 4.4 - Espectro de massas do constituinte (Z)-B-ocimeno
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Figura 4.9 - Espectro de massas do constituinte f-chamigreno
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Figura 4.10 - Espectro de massas do constituinte amorfa-4,7(11)-dieno
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Figura 4.11 - Espectro de massas do constituinte B-selineno
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Figura 4.12 - Espectro de massas do constituinte a-selineno
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Figura 4.13 - Espectro de massas do constituinte curzereno
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Figura 4.15 - Espectro de massas do constituinte 6-cadineno
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Figura 4.16 - Espectro de massas do constituinte zonareno
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Figura 4.17 - Espectro de massas do constituinte y-cupreneno
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Figura 4.18 - Espectro de massas do constituinte a-cadineno
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Figura 4.19 - Espectro de massas do constituinte selina-3,7(11)-dieno
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Figura 4.20 - Espectro de massas do constituinte germacreno B
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Figura 4.24 - Espectro de massas do constituinte atractilona
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Figura 4.25 - Espectro de massas do constituinte selin-11-em-4-a-ol
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Figura 4.26 - Espectro de massas do constituinte germacrona
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Figura 4.27 - Espectro de massas do constituinte epéxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-one

159

150

e

P R —
-~ o
-0
4~
N lill@xl:.w.
> L
PR
(<o) P
x!.ml &
%]
(39 %3
<t R S o 28
-/m

eAlje|al apepisusiy|

Figura 4.28 - Espectro de massas do constituinte acetato de cusinol
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