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RESUMO (GERAL)

JUNIOR, Eduardo Barros Duarte. Diversidade Quimica dos Oleos Essenciais de Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) Acessada nas Regides da Baixada Litoranea, Metropolitana e da
Costa Verde do Estado do Rio de Janeiro. 2023. 139p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica,
area de Concentracdo em Quimica e Avaliacdo Bioldgica de Produtos Naturais e Ecologia.).
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Os oOleos essenciais (OEs) sdo produtos naturais (PNs) que tem sido alvo de muitas pesquisas
nos Ultimos anos, sobretudo aqueles obtidos a partir da extracdo de parte aéreas de plantas
aromaticas que integram a Mata Atlantica, a qual abriga uma biodiversidade rica relacionada a
flora. A espécie Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitangueira, € uma
importante planta que compde esse bioma. Apesar de existirem trabalhos que mostrem
informac@es acerca do perfil quimico dos OEs de pitangueira, poucos associam a diversidade
na composicdo quimica de espécimens do Estado do Rio de Janeiro. Assim, um estudo que
descreva a diversidade quimica dos OEs extraidos de exemplares nativos de pitangueira, é
importante para um bom entendimento do perfil quimico, para futuras pesquisas em outras areas
e valorizacao do patrimdnio brasileiro. O presente estudo foi dividido em duas partes, sendo a
primeira a busca de artigos publicados com informagdes acerca do perfil quimico de diferentes
6leos essenciais de pitangueira e a analise estatistica dos dados para uma melhor compreensao
e posterior comparacdo. A segunda parte foi a demonstracdo dos métodos, etapas e resultados
das analises cromatograficas dos OEs, obtidos por hidrodestilacdo, de exemplares nativos de
pitangueira coletados em fragmentos de Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro, além de
uma analise estatistica desses dados, revelando semelhancas e diferencas com os dados
observados nos artigos selecionados.

Palavras-chave: Pitangueira; quimiotipo; volateis; CG-EM.



ABSTRACT (GERAL)
JUNIOR, Eduardo Barros Duarte. Chemical Diversity of Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)

Essential Oils Acessed in the Coastal Lowlands, Metropolitan and Green Coast Regions
of the State of Rio de Janeiro. 2023. 139p. Dissertation (Master in Chemistry, Area of
Concentration in Chemistry and Biological Evaluation of Natural Products and Ecology.).
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Essential oils (EOs) are natural products (NPs) that have been the subject of much research in
recent years, especially those obtained from the extraction of aerial parts of aromatic plants that
make up the Atlantic Forest, which is home to a rich biodiversity of flora. The species Eugenia
uniflora L., popularly known as Surinam cherry, is an important plant in this biome. Although
there are studies that provide information on the chemical profile of pitangueira EOs, few have
associated the diversity in the chemical composition of specimens from the state of Rio de
Janeiro. Thus, a study describing the chemical diversity of EOs extracted from native
pitangueira specimens is important for a good understanding of the chemical profile, for future
research in other areas and for valuing Brazilian heritage. This study was divided into two parts,
the first being the search for published articles with information on the chemical profile of
different pitangueira essential oils and the statistical analysis of the data for a better
understanding and subsequent comparison. The second part was a demonstration of the
methods, stages and results of the chromatographic analysis of the EOs, obtained by
hydrodistillation, from native pitangueira specimens collected in fragments of the Atlantic
Forest in the state of Rio de Janeiro, as well as a statistical analysis of these data, revealing
similarities and differences with the data observed in the selected articles.

KEYWORDS: Surinam cherry; chemotype; volatiles; CG-MS.
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1. INTRODUCAO

No mundo contemporaneo, em que grande parte da populagéo vive um momento de
incertezas e diante do desafio na recuperacdo da recente crise mundial ocasionada pela
pandemia, os produtos naturais (PNs) se mostram, cada vez mais, como uma alternativa viavel
para sociedade, sobretudo no ambito comercial, que abrange as &reas medicinal, farmacoldgica
e cosmética, sendo os PNs de origem natural e baixa toxicidade. Os 6leos essenciais (OES) sdo
exemplos de produtos de origem natural que podem ser obtidos de diferentes partes das plantas
aromaticas, como folhas, flores, raizes ou frutos a partir de métodos especificos que serdo
discutidos adiante (BICHI, 2017).

Nesse sentido, muitos trabalhos foram realizados ao longo dos anos, com o intuito de
se conhecer os diferentes perfis quimicos e compreender as possiveis aplicacdes dos OEs.
Concomitante a isso, houve um aumento no interesse de se estudar as diferentes espécies que
compde o bioma Mata Atlantica, bem como os PNs de diferentes exemplares analisados, dentre
0s quais estdo incluidos os OEs. Cabe ressaltar que essa flora abriga uma rica diversidade de
plantas e uma espécie importante que integra esse bioma é a Eugenia uniflora, popularmente
conhecida como pitanga ou pitangueira (CORADIN et al, 2018; WEZEL, 2014; SOUZA, 2004;
PEIXOTO, 2016; VALLI et al, 2018).

E notdrio citar que, apesar de diversos artigos publicados abrangerem algum
conhecimento fitoquimico acerca dos diferentes OEs de pitangueira, bem como algumas
possiveis aplicacOes, ha uma escassez de trabalhos que associem a diversidade desses PNs a
caracteristicas genéticas da planta que possam estar associadas a expressao de determinados
metabolitos. Da mesma forma, pouquissimos sdo os estudos que sugerem a dominancia de
determinada substancia em um quimiotipo a fatores como a exposicdo a luz solar, estresse, tipo
de solo, umidade, fatores climaticos e outros (GUZMAN et al, 2014; SANTOS et al, 2015).

Essas consideraces justificam a realizagdo de um estudo que possa contribuir para um
melhor entendimento relacionado a diversidade quimica dos OEs de pitangueira, cujos
exemplares sdo originarios de um ambiente nativo, assim como relacionar, de algum modo,
diferencas e semelhancas com o ambiente e outros estudos disponibilizados na bibliografia
existente. Ainda, trazer a luz possiveis pesquisas futuras desses OEs, tanto na area medicinal,

agrondmica e cosmetica.

O presente estudo foi dividido em duas partes distintas, sendo a primeira uma busca

de artigos e andlise estatistica dos OEs de pitangueira presentes nesses trabalhos, para um
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entendimento de suas caracteristicas e estabelecer uma comparagdo posterior. E uma segunda
parte, com 0s métodos, etapas e resultados das anélises cromatograficas dos OEs, obtidos por
hidrodestilacdo, de exemplares nativos de pitangueira coletados em fragmentos de Mata
Atantica no estado do Rio de Janeiro e uma analise estatistica desses dados, verificando

semelhangas e diferencas com os dados observados no capitulo 1.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Eugenia uniflora L.

A espécie Eugenia uniflora (Figura 1) também € popularmente conhecida como
pitanga, pitangueira ou pitanga vermelha e recebe essas designac@es, todas oriundas do tupi,
devido a coloracdo caracteristica dos seus frutos. A espécie também foi identificada por outros
diversos sindnimos, dentre os quais Eugenia brasiliana L. Aubl., Eugenia arechavaletae
Herter, Eugenia decidua Merr., Eugenia costata Cambess, Eugenia indica Nicheli, Eugenia
lacustris Barb. Rodr., Eugenia microphylla Barb. Rodr., Eugenia Michelii Lam., Eugenia
myrtifolia Salisb., Eugenia parkeriana DC., Eugenia willdenowii (Spreng.) DC., Eugenia
zeylanica Willd., Eugenia fuscopunctata Kiaersk., Eugenia gracilipes Kiaersk., Eugenia
diaphana Kiaersk., Eugenia dasyblasta (O.Berg) Nied., Eugenia oblongifolia (O.Berg) Nied.,
Eugenia brunnea (O.Berg) Nied. e Eugenia strigosa (O.Berg) Arechav (FLORA E FUNGA
DO BRASIL, 2023; LIM, 2011 e BEZERRA et al, 2007).

Figura 1. Eugenia uniflora L.: A) Planta em seu habitat. B) Detalhe das flores e folhas jovens. C)
Frutos e folhas maduras. Fonte: acervo proprio.
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Além desses, a espécie tambem foi citada com sinbnimos de outros géneros, como
Luma arechavaletae (Herter) Herter, Luma costata (Cambess.) Herter, Luma dasyblasta
(O.Berg) Herter, Luma strigosa (O.Berg) Herter, Myrtus brasiliana L., Myrtus willdenowii
Spreng., Plinia pedunculata L.f., Plinia rubra L., Plinia tetrapetala L., Stenocalyx affinis
O.Berg, Stenocalyx brunneus O.Berg, Stenocalyx costatus (Cambess.) O.Berg, Stenocaly
dasyblastus O.Berg, Stenocalyx glaber O.Berg, Stenocalyx grandifoilus O.Berg, Stenocalyx
impuctatus O.Berg, Stenocalyx lucidus O.Berg, Stenocalyx michelii (Lam.) O.Berg, Stenocalyx
oblongifolius O.Berg, Stenocalyx strigosus O.Berg e Stenocalyx uniflorus L (FLORA E
FUNGA DO BRASIL, 2023; WORLD FLORA, 2023).

E importante citar também que, como se trata de uma espécie versatil e de facil
aclimatacdo, a mesma apesar de ser nativa, ndo é endémica do Brasil, sendo difundida em outros
paises do mundo e, portanto, sua nomenclatura comum tem muitas variacdes de acordo com a
geolocalizacdo. Por exemplo, nos paises sulamericanos ela é denominada de forma distinta
dependendo do pais, sendo fiangapiri e arrayan na Argentina, cereza cuadrada na Colémbia,
pendanga na Venezuela, Suriname cherry no Suriname e Guiana e Cerezo de Cayena em outros
paises de lingua espanhola. Além disso, nos paises de lingua francesa € comumente descrita
como Cerisier de Cayenne, Cerisier Carré e Cerisier de Pays, chamada de Hong Guo Zi na
China e nos paises de lingua inglesa conhecida como Brazilian Cherry, Florida Cherry,
Barbados Cherry e Cayene Cherry (LIM, 2011 e DUKE, 2009).

Em relac&o as suas caracteristicas boténicas, a E. uniflora apresenta habito arbustivo,
podendo variar entre 2 a 5 metros de altura, em especial no ecossistema restinga. Contudo, isso
varia muito dependendo da regido em gue a planta se encontra, podendo apresentar habito
arboreo com até em média 7,5 metros de altura e foi citado por Legrand e Klein (1969) que
alguns exemplares podem alcancar até 12 metros de altura (SILVA, 2007 e LIM, 2011). O
tronco em geral é sinuoso, com aspecto liso, cor parda e frequentemente se observa varios
galhos com muitas ramificagGes (Figura 1A). A folha é simples, brilhante, flexivel, tenaz e
exala uma fragrancia caracteristica, apresentando uma cor verde mais intensa quando mais
madura e uma cor amarronzada quando mais jovem. O comprimento pode variar entre 2,5cm e
7cm de comprimento, seu peciolo, que liga o limbo ao caule, é pequeno, lamina foliar oval,
longa e com éapice estreito (Figuras 1B e 1C). (FIUZA, 2008 e BEZERRA et al, 2007).

A planta possui inflorescéncia monopodial, com flores brancas, pediceladas,
hermafroditas e dispostas ao longo do ramo principal, em posi¢fes distintas. Também possui
androceu polistétmone, com maior quantidade de estames que suas pétalas curvilineas e as
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sépalas, ambas localizadas sobre o hipanto (Figura 1B). Seu fruto é descrito como uma baga
globular que possui entre 7 e 10 sulcos longitudinais, com diametro entre 1,5cm e 5¢cm, sabor
agridoce marcante, variando entre o acido e o doce, além de sua coloracdo que pode se
apresentar alaranjada, vermelha ou mesmo vinho escuro, quando maduros (Figura 1C).
(SILVA, 2006; SILVA e PINHEIRO, 2007 e BEZERRA et al, 2007).

2.2. Classificacdo e distribuicdo da Eugenia uniflora L.

Quanto a origem, a familia Myrtaceae, a qual compreende a espécie, €
taxonomicamente posicionada dentro do filo Magnoliophyta, do grupo das Eudicotileddneas e
pertence a ordem Myrtales. Os fdsseis mais antigos relativos ao grupo Myrtales datam de 65
milhdes de anos e que seu clado relativo ao seu ancestral mais recente corresponde as Rosideas,
contudo, alguns estudos de Biologia Molecular demonstraram uma baixa correlacdo
taxonbmica entre esses clados, tornando a andlise acerca de sua origem complexa
(CORNWELL et al, 2014; HILU et al, 2003; PARREIRA et al, 2023).

Psiloxyloidae e Myrtoidae sdo as duas subfamilias que compde a familia Myrtaceae.
A segunda subfamilia (Figura 2), que € a de maior interesse para o estudo, € muito diversificada
e composta por uma gama maior de tribos, sendo um total de 15, dentre as quais se destacam a
Syzygieae, a Eucalyptae e a Myrtae principalmente (WILSON et al. 2005 e FLORA E FUNGA
DO BRASIL, 2023).
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Figura 2. Distribui¢do dos géneros que compdem as tribos da subfamilia Myrtoidae em arvore
filogenética. Fonte: (WILSON et al, 2005).

MYRTOIDEAE

A tribo Myrtae é distribuida predominantemente em algumas areas da Ameérica
Central, desde a parte Sul do Meéxico e da Flérida, até a regido do Caribe e todo continente
Sulamericano. No Brasil ela se concentra no Cerrado, Floresta Amazonica e especialmente, na
Mata Atlantica (MORRONE, 2014 e MCVAUGH, 1968). Nela, os dois géneros que englobam
0 maior numero de especies sao o Myrcia DC. ex Guill. e o Eugenia L., sendo o segundo
taxonomicamente elucidado através de estudos filogenéticos, como o de Manzine em 2014, que
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agrupou as espécies em 9 clados, por meio de analises moleculares e, com o advento de outros

estudos citados no Reflora, foi possivel elucidar um total de 11 clados para o género.

Em relacdo a distribuicdo, as espécies pertencentes ao género Eugenia estdo inseridas
ao longo de toda regido Pantropical, sendo que o centro de diversidade é neotropical, com cerca
de 1.050 espécies distribuidas nessa ultima zona citada. No Brasil, as 407 espécies que compde
0 género, também sdo distribuidas nos mesmos biomas citados anteriormente para a tribo
(Figura 3A) (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).

Especificamente, a E. uniflora, se encontra em uma posicao taxondmica em que outras
quatro espécies sao proximas a ela e estdo posicionadas no mesmo clado, sendo estas a Eugenia
brasiliensis, a E. neomyrtifolia, a E. sulcata e a E. pitanga (MANZINE et al, 2014). As

principais espécies que pertencem a esse género sdo demonstradas na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais espécies que compdem o género Eugenia L.

E. abunan E. coccifera E. illepida E. multirimosa E. robustior

E. acrensis E. coccinea E. impressa E. myrcianthes E. rosea

E. acutata E. coffeifolia E. indistincta E. myrciariifolia E. roseiflora

E. adenantha E. complicata E. inundata E. myrobalana E. rostrifolia

E. aerosa E. conduplicata E. inversa E. neogracilis E. rotula

E. agathopoda E. copacabanensis E. involuncrata E. neograndifolia E. rotundicosta
E. albicans E. corcovadenses E. ischnosceles E. neolaurifolia E. rugosissima
E. altissima E. corrientina E. itacarensis E. neomattogrossensis  E. ruschiana

E. altoalegre E. costatifructa E. itaguahiensis E. neomyrtifolia E. salacifolia
E. amorimii E. cristaensis E. itahypensis E. neophaea E. schottiana

E. anastomosans E. cucullata E. itajurensis E. neoriedeliana E. sclerocalyx
E. andiraana E. culicina E. itapemirinensis E. neosilvestris E. selloi

E. angelyana E. culta E. itaunensis E. neotristis E. sellowiana
E. angustissima E. cupulata E. janeirensis E. neoverrucosa E. serraegrandis
E. anisomischa E. curuba E. joenssonii E. nordestina E. sessilifolia
E. anomala E. curvivenia E. joseramosii E. nutans E. sobraliana
E. anthropophaga E. cuspidifolia E. jussara E. ochracea E. solimoensis
E. arenaria E. cymatodes E. kerianthera E. ochrophloea E. sonderiana
E. arenosa E. denigrata E. kleinii E. oiedocarpa E. soteriana

E. armeniaca E. densiracemosa E. klotzschiana E. omissa E. sparsa

E. arvensis E. dentata E. kuekii E. pachnantha E. speciosa

E. asema E. dictyophleba E.lacistema E. pachyclada E. sphenoides
E. astringens E. dimorpha E. lagoensis E. pallidopunctata E. sphenophylla
E. atlantica E. dipetala E. lambertiana E. palmarina E. splendens

E. atrocemosa E. discreta E. langsdorffii E. pantagensis E. sprengelli

E. aubletiana E. disperma E. laruotteana E. pantalanensis E. spruceana

E. augustana E. dittocrepis E. lasiothecia E. paracatuana E. squamiflora
E. aurata E. dodonaeifolia E. latifolia E. paranahybensis E. stenosepala
E. ayacuchae E. duarteana E. laxa E. patens E. stenosepaloides
E. azeda E. dysenterica E. leonorae E. patriisi E. stictopetala
E. azuruensis E. egensis E. leptoclada E. pauciflora E. stigmatosa
E. bacopari E. elipsoidea E. Ihotzkyana E. penduliflora E. stipitata

E. badia E. elongata E. libens E. percinta E. studerae

E. bahiana E. ependytes E. ligustrina E. percrenata E. stylares

E. bahiensis E. espinhacenses E. limbosa E. persicifolia E. subamplexicaulis
E. barrana E. eurycheila E. lisboae E. peruibensis E. subavenia

E. batingabranca E. exaltata E. livida E. petaloidea E. suberosa

E. beaurepairiana E. excelsa E. longa E. pia E. subglomerata
E. belemitana E. excoriata E. longibracteata E. piloensis E. submontana
E. biflora E. expansa E. longifolia E. pipensis E. subreticulata
E. bimarginata E. fameyi E. longipedunculata E. piresiana E. subteminalis
E. binata E. ferreiraecana E. longipetiolata E. piresii E. subundulata
E. blanchetiana E. fissurata E. longiracemosa E. pisiformis E. sudestis

E. blanda E. flamingensis E. longohypanthiata  E. pisonis E. sulcata
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Continuacéo...

. botequimensis
. brachysepala

. bragae

. brasiliensis

. brejoensis

. breviacuminata
. breviracemosa
. brownsbergii

. brunneopubescens
. brunchosiifolia
. burkatiana

. caatingicola

. cachoeirensis

. caducibracteata
. caducipetala

. caipora

. caloneura

. calva

. cambemba

. campina

. candolleana

. capixaba

. capparidifolia
. cataphyllea

. catharinae

. catharinensis

. cerasiflora

. cereja

. cerradensis

. chartacea

. chiquitensis

. chlorocarpa

. chlorophylla

. choriophylla

. chrysopyllum

. cinerascens

. citrifolia

m m mmTmMmmMmTimMmTimMmMmMTimMmMmTMmMmMmTMmMmMmMTMmMmMmM™MmMmMMmMmmMmMMmMmMTmMmMmMTImMmMmMTImMmMmMTImMmMmMTImMmMTImMmMTIMmMTIMmMTIMMMMTmMMmMTmMMmMMmMmMmMMmMmMmmMmMmMTmMmMmMTmMmMmMTmMmMmTImMmMmTmMmMmmMmMm

. Coaetanea

m

. flavescens

. flavicarpa

. florida

. fortuita

. francavilleana
. fortuita

. francavilleana
froesii
funchiana
fusca

. galbaoensis

. gastropogena
. gaudichaudiana
gemmiflora

. geraensis

. glabrescens

. glandulosa

. goiapabana

. gomesiana

. gongylocarpa
. gracilifolia

. gracilima

. grandifolia

. grandissima

. griseiflora

. guanabarina
. hamiltonii

. handroana

. handroi

. hatchsbachii

. hermesiana

. heterochroma
. hiemalis

. hilariana

. hiraeifolia

. hirta

. hispidiflora

. ilhensis

m mmmMmMmMmTmMmTMmMmMT™MmMmT™MmMmMmM™MmMmM™MmMmMmM™MmMmM™mMmM™MmMmMTIMTImMmMTImMTIMTIMIMIMTIMTIMTIMTIMIMIMIMTMTMTMTIMTMTIMTImMMM

m

. luetzelburgii

. luschnathiana

. macahensis

. macedoi

. macrantha

. macrobracteolata
. macrosperma

. magna

. magnibracteolata
. magnisepala

. malacantha

. mammifera

. manausensis

. mandioccensis

. mansoi

. marambaiensis
. marieensis

. marleneae

. marowynensis

. martinelli

. mattogrossensis
. mattosii

. megaflora

. melanogyna

. membranifolia

. mestrealvarensis
. mikanioides

. mimetica

. mimus

. modesta

. mollicoma

. monosperma

. moonioides

. moritziana

. moschata

. mosenii

. mucugensis

. multicostata

. pistaciifolia

pitanga

. pithecocephala

. platyphylla
. platysema

plicata

. plicatocostata
. pluriflora

pholiana

. polystachya

. potiraguensis
. prasina

. producta

. prolixa

. protenta

. pruinosa

. pruniformis

. pseudomalacantha
. pseudopsidium
. puberula

. pubescens

. pulcherrima
. punicifolia

. pusiliflora

. pyrifera

. pyriflora

. pyriformis

. quadrijuga

. quiriri

. ranboi

. ramiflora

. rara

. regia

. reitziana

. repanda

. rhytidocalyx
. rigida

. rizzianiana

. sulcatifolia

. supraaxilaris
. tenuiflora

. tenuipedunculata
. tephrogyna

. tematifolia

. tetramera

. theodorae

. tingui

. tovomita

. trichogyna

. trinervia

. tumescens

. tumulescens

. umbellata

. umbrosa

. uniflora

. uruguayensis
. valsuganana
. vattimoana

. veadeirensis
. velutifolia

. vemicosa

. versicolor

. verticillata

. vetula

. villaenovae

. viridiflora

. viscacea

. wentii

. widgrenii

. wullschlaegeliana
. Xanthoxyloides
. xiriricana

. yatuae

As espécies descritas na tabela possuem informagdes de tdxon completas e foram acessadas em marg¢o de 2023 no

banco de dados do Reflora. O género Eugenia foi abreviado na nomenclatura das espécies apresentadas na tabela.

Em relacdo a distribuicdo geografica, a espécie E. uniflora possui DNA satélite e,

como visto anteriormente, pode ser encontrada em muitas regides do mundo (SARZI, 2017,
MEHROTRA & GOYAL, 2014). Na américa latina, além do Brasil, € distribuida em paises
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como Argentina, Paraguai e Uruguai (DANTAS et al 2021). Além disso, foi introduzida na
Florida (FLEPPC, 2005), onde foi incluida em uma lista de espécies invasoras, bem como
inserida em diversas outras areas, sendo algumas destas a China e Taiwan (FOC, 2023), bem
como india, Israel e Africa do Sul também sdo exemplos de paises em que a espécie foi inserida
(BEZERRA et al, 2007).

No pais a espécie ocorre nas Regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
territorio, principalmente nos Estados de Alagoas, Sergipe, Bahia, Mato Grosso do Sul, Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(Figura 3D).

B D

Figura 3. Distribuicdo fitogeogréafica no Brasil: A) Dos exemplares das espécies abrangidas pelo
género Eugenia com exsicatas registradas. B) Das espécies abrangidas pelo género Eugenia. C) Dos
exemplares da espécie Eugenia uniflora L. com exsicatas registradas. D) Da espécie Eugenia uniflora.
Fonte: (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).

De fato, a distribuicdo dos espécimes com exsicatas registradas, € mais concentrada
nessas areas (Figura 3B). Além disso, a pitangueira faz parte de importantes dominios
fitogeogréaficos, compondo a biodiversidade de importantes biomas como a Caatinga, 0
Cerrado, a Mata Atlantica e o Pampa. Sua presenca é descrita em diferentes ecossistemas, tais
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como florestas, arido e semiérido nordestino, mas principalmente em vegetacdes do tipo
restinga em areas litoraneas proximas a costa, sendo uma importante fonte alimentar para aves
e mamiferos presentes nesses locais (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023 e EGUILUZ et al,
2017).

2.3. Relacgbes Ecologicas

A interacdo entre as plantas e os demais seres vivos constituem uma das principais
dindmicas presentes dentro dos ecossistemas, sendo vital para a o desenvolvimento e
manutencgédo de sua biodiversidade. Portanto, a E. uniflora tem a sua importancia dentro dos
ambientes em que ela esta inserida, sobretudo seus habitats nativos, como uma parte integrante

e essencial dos mesmaos.

O primeiro ponto a ser levado em consideracdo é que o0 sucesso de uma espécie na
natureza esta diretamente associado ao seu éxito reprodutivo. E importante ressaltar que, as
proprias caracteristicas morfoldgicas da planta se desenvolveram ao longo do tempo para
favorecer esse processo. A flor, por exemplo, evoluiu para facilitar a polinizagdo, de forma que
ela fosse mais eficaz e precisa, enquanto as sementes evoluiram nas diferentes formas de

interacdo, para facilitar sua dispersdo (ROLIM, 2016).

Obviamente que, diversos fatores podem influenciar diretamente na reproducdo da
planta e, consequentemente, na mobilizacdo energética para esta finalidade, como a herbivoria
e a capacidade germinativa do individuo dentro da espécie. Além de outras circunstancias,
como a disponibilidade de polinizadores e fatores abidticos como o clima, frequéncia da

precipitacdo e fragmentacdo de seu habitat (SILVA, 2009).

O periodo de florescimento da E. uniflora pode variar de acordo com a regido em que
a planta é encontrada. Bezerra et al (2007) destaca que em Pernambuco isso geralmente ocorre
duas vezes ao ano, entre 0s meses de margo a maio e 0s meses de agosto a dezembro. Enquanto
0 estudo de Fidalgo et al (2019), realizado em S&o Paulo observou que o periodo reprodutivo
ocorria anualmente, se iniciando entre os meses de julho e dezembro. Por se tratar de uma
espécie hermafrodita, suas flores possuem tanto as estruturas que constituem gineceu, como o
androceu e esse ultimo estudo também concluiu que a polinizagdo cruzada demonstrou um
sucesso maior taxa de viabilidade das sementes, se comparado com autopolinizagdo manual ou
mesmo esponténea, sendo a polinizacdo cruzada a de maior sucesso reprodutivo para esta

planta.
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No caso da pitangueira, é dificil descrever todas as espécies de polinizadores que
podem visitar a planta no periodo reprodutivo, pois o tipo de visitante floral pode variar de
acordo com o habitat em que a planta esta inserida. Mesmo assim, muitos polinizadores foram
descritos na literatura, como no trabalho de Silva & Pinheiro (2007), que identificou 19 espécies
distintas de visitantes no periodo da manha, sendo estas pertencentes as ordens Diptera,
Neoptera, Coleoptera e Hymenoptera, sendo que os visitantes mais frequentes foram abelhas

da familia Apidae.

Alguns trabalhos mencionam que, além de outras, as abelhas da espécie Apis mellifera
L., também desempenham o papel da polinizacdo da pitangueira com grande frequéncia. Porém,
por se tratar de uma espécie nao nativa (A. mellifera) e que foi inserida no Brasil, pode interferir
negativamente no sucesso reprodutivo de algumas plantas, além de afugentar espécies nativas
de polinizadores, interferindo no forrageio dos mesmos (SILVA & PINHEIRO, 2007,
OLIVEIRA & CUNHA, 2005; DINIZ e BUSCHINI, 2015).

Estudos demonstram que as flores das espécies da familia Myrtaceae exalam um odor
caracteristico, que propiciam um aroma adocicado, funcionando como um atrativo para diversas
espécies de insetos. Laurent et al (2017) identificou a presenca do pélen da planta no mel de
culturas da A. mellifera na regido fitogeografica de Chaco na Argentina, além de identificar um
aroma refrescante atrativo exalado pelas flores na atracdo do polinizador. Além disso, muitos
dos polinizadores, sobretudo as abelhas utilizam o p6len como fonte de alimento. Nesse sentido,
a E. uniflora tem um florescimento massivo, com grande disponibilidade de p6len que também
¢ vantajoso para sua propagacdo (GRESSLER, 2006; SILVA e PINHEIRO 2007
NASCIMENTO, 2019).

Essa fragrancia atrativa aos polinizadores e que € liberada pelas flores, na verdade séo
0s compostos organicos volateis florais (COVs). Essas substancias sdo oriundas do
metabolismo especializado das plantas, em vias metabdlicas que, algumas ndo sdo totalmente
compreendidas, mas que vem sendo alvo de varias pesquisas ao longo dos anos. As principais
rotas metabolicas descritas na literatura relacionadas as classes dessas substéancias, séo as de
biossintese de terpenoides, benzenoides e fenilpropanoides, além das rotas biosintéticas de
derivados de acidos graxos (Figura 4). Na verdade, a atragdo ndo se da pela emisséo de apenas
um composto isolado, mas de um buqué de substancias e a regulacdo de sua emiss@o pode ser

espacial, ritmica e a nivel transcripcional (MUHLEMANN, 2014).
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Benzenoides Terpenoides

Derivados de acido graxo

Figura 4. Principais compostos organicos volateis florais produzidos pela planta, na sua intera¢cdo com
os polinizadores. FONTE: Adaptado de Muhlemann (2014).

Também é notdrio constatar que, os frutos da E. uniflora sdo uma importante fonte
nutritiva para os frugivoros, como por exemplo 0s passaros, e consequentemente, essa interacdo
desempenha um papel fundamental no equilibrio ecolégico, uma vez que possibilita a disperséo,
propagacao e formacdo de um banco de sementes da planta para manutencdo das angiospermas
(SILVA, 2009).

2.4.  Oleo essencial

Os OEs sdo produtos de origem natural que podem ser obtidos a partir de métodos
fisicos de extracdo definidos pela 1SO 9235, sendo eles a destilacdo a seco, hidrodestilacéo,
destilacdo por arraste a vapor e a extracdo mecanica do epicarpo de frutos citricos. Os
constituintes quimicos, que irdo compor os OEs, sdo oriundos de rotas importantes do
metabolismo especializado, que tem como os primeiros blocos de construcdo dessas vias,
alguns dos substratos fundamentais, formados ainda no metabolismo primario (Figura 5). As
classes de compostos organicos volateis, produtos dessas complexas sequéncias de reacdes
bioquimicas, sdo especialmente o0s terpenos e sesquiterpenos (via MVA e via MEP),
benzenoides e fenilpropanoides (via do chiguimato) e jasmonatos derivados da oxidagdo de
acidos graxos (via do acetato) (BICHI, 2017 e NIINEMETS, 2013).
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Figura 5. Esquema com as rotas metabolicas das principais classes de substancias lipofilicas

secretadas pelas plantas. FONTE: Adaptado de Niinemets (2013).

O perfil quimico dos diferentes OEs, de um modo geral, € variavel e depende de muitos

fatores determinantes, como a espécie, a linhagem e o tipo de 6rgéo que € utilizado na extracéo.

Contudo, cabe salientar também que a variacdo na composicdo ndo é observavel apenas em

individuos de espécies diferentes, pois estudos apontam que essa caracteristica pode ser
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registrada em individuos distintos de uma mesma espécie. Isso pode ocorrer devido a diferentes
motivos, sendo o principal deles a variabilidade genética que pode existir dentro de uma
populacéo de plantas, sobretudo no seu ambiente nativo. Entretanto, fatores bidticos e abioticos,
assim como o meio em que a planta for inserida podem influenciar nas concentracdes das
substancias que poderdo ser encontradas nos OEs apds a extra¢do, bem como nos tipos de
substancias aferidos apds a analise (TAVARES, 2011 e MORAIS, 2009).

A secrecdo dessas substancias nas plantas ocorre por meio de estruturas secretoras e
tecidos especializados, que podem ser de diferentes tipos dependendo da familia e da espécie,
sendo inclusive uma caracteristica marcante que é utilizada nos estudos morfologicos mais
detalhados. Dentre as principais estruturas, € interessante citar os tricomas, que geralmente sdo
localizados superficialmente nas partes da planta em que estdo dispostas, os coléteres nas faces
superiores de estipulas, os idioblastos e as cavidades secretoras (CS) que sdo encontrados mais
internamente (RIBEIRO e SILVA, 2021).

Na familia Myrtaceae as estruturas responsaveis pela secrecdo sdo as cavidades
secretoras. De acordo com Ribeiro e Silva (2021), essas cavidades sao envoltas por células
secretoras especializadas na sintese de substancias do metabolismo especial e sua origem
evolutiva pode ser esquizdgena ou esquizolisigena, dependendo da espécie. Nas folhas da E.
uniflora, as CS possuem formato esférico e séo localizadas na porgéo interna das epidermes
abaxial e adaxial (Figura 6) (FIUZA et al, 2008).

Figura 6. Secgdes transversais de micrografia da lamina foliar de Eugenia uniflora, com detalhamento
das epidermes abaxial e adaxial (seta branca), bem como da cavidade secretora (seta preta). FONTE:
Adaptado de Fiuza et al (2008).
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2.5.  Aspectos econémicos e aplicacdes dos 6leos essenciais

Os OEs podem ser muito vantajosos financeiramente para pequenos produtores e para
agricultura familiar, ja que eles podem ser comercializados diretamente para inUmeras
finalidades, como na fabricacdo de perfumes, sabonetes e xampus (FUZZO et al, 2022). A
pitanga ja € uma planta conhecida pelos seus frutos, sobretudo na regido nordeste, na qual os
mesmos sdo amplamente comercializados, tanto in natura, como na venda de polpa, geleias,
licores, sorvetes e outros derivados (BEZERRA et al, 2007 e FELLER, 2019).

Seus OEs também, por possuirem uma fragrancia agradavel, sdo utilizados no ramo
cosmético, como na confeccdo de cremes de cabelo, rosto, locdo corporal e perfumes
(AMORIM et al, 2009). Um exemplo sdo os perfumes da linha EKOS da Natura, que utilizam
em sua formulacédo extratos arométicos na confecgdo do produto, além da utilizacdo do OE, que
denota uma fragrancia caracteristica para cada tipo de vegetal. Como é o caso do desodorante
de coldnia, denominado frescor pitanga, que utiliza como um dos ingredientes da formulacéo o
OE dessa espécie (NATURA, 2023).

N&o obstante, os OEs surgem como uma alternativa em potencial ao uso, no setor
agricola, de pesticidas sintéticos, dos quais muitos estudos denotam uma influéncia negativa
desses produtos a insetos polinizadores, como as abelhas, além de animais aquaticos como
peixes, anfibios e até mesmo o homem, em especial os profissionais que manipulam estes
produtos no campo (AL NAGAR et al, 2015; DUNIER, 1993; WAGNER et al, 2014 e AL
SALEH, 1994). Devido a isso, houve um esforco por parte dos pesquisadores para adocédo de
boas praticas no campo, visando a diminui¢do da dependéncia dos agrotoxicos, e os OEs
aparecem como opgdes a serem exploradas de inseticidas, fungicidas, bactericidas e acaricidas
de origem vegetal com baixa toxicidade, menos nocivos a salde e que causam pouco impacto
ambiental (WEZEL, 2014; SOUZA, 2004).

Ademais, parte dos prejuizos no setor agricola também ocorrem devido a perdas
ocasionadas na contaminacao dos grdos por patdgenos ou pragas, o que interfere negativamente
no plantio. Sendo assim, os OEs também se mostram promissores na protecdo de sementes
(COSTA, 2020 e MOURA et al, 2017).

Quanto a participacdo de mercado no Brasil, 0 pais € o maior produtor, bem como
exportador de OEs de laranja do mundo, tendo produzido cerca de 154,6 mil toneladas de OEs,
que equivale a R$ 1,5 bilhdes, no ano de 2018 de acordo com o IBGE. Em um panorama geral,

no ano de 2020, foram exportadas aproximadamente 36,6 mil toneladas de OEs no periodo,
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sendo os principais, além dos OEs de laranja, os de lim&o siciliano, limdo Tahiti, petitgrain,
eucalipto, vetiver, pau-rosa e outros citricos (BIZZO & REZENDE, 2022).

2.6. Caracteristicas Agrondmicas da Eugenia uniflora L.

Em relacéo ao cultivo, a pitangueira possui duas principais formas de propagacao: por
sementes e por estaquia (BEZERRA et al, 2007; LATTUADA, 2011; ALMEIDA, 2012). As
duas formas podem ser utilizadas com seguranca, mas a primeira apresenta duas desvantagens,
que sdo 0 aumento da diversidade entre as plantas, que pode influenciar em plantas com frutos
de menor qualidade e mesmo na quantidade desses, além do crescimento tardio da planta.
Mesmo com estas desvantagens, 0 manejo com sementes ainda é muito utilizado devido a
excelente germinacdo, como visto no estudo realizado por Wagner Junior et al (2020) que
demonstrou uma taxa de emergéncia de 92% em sementes da espécie devidamente armazenadas
no periodo de 30 dias (ALMEIDA, 2012).

Os primeiros plantios da E. uniflora no pais, com a finalidade de suprir uma demanda
comercial, ocorreram no municipio de Bonito em Pernambuco, justamente para a producao de
polpas e sucos, que como citado anteriormente, ainda € a principal forma de consumo da fruta
no Brasil. Este Estado possui uma area de plantio da pitangueira com cerca de 300 ha, sendo a
maior em territorio brasileiro e o consumo ainda é mais concentrado na regido nordeste. Apesar
disso, a cultura da espécie ainda possui representatividade muito pequena no cenario agricola
nacional, ainda que tenha um potencial interessante a ser explorado. As informacdes acerca da
producdo anual e comercializacdo dos diferentes produtos, derivados ou mesmo OEs da espécie

no pais sdo escassos.

Além disso, os dados de area de cultivo disponiveis, ndo denotam a realidade em sua
totalidade, uma vez que a comercializacdo dos produtos obtidos a partir da planta ndo se
destinam apenas ao ramo alimenticio, mas também tem outras aplicacGes menos citadas, como
na area cosmética, carecendo assim de dados oficiais para um melhor entendimento acerca da
area real plantada da E. uniflora nesse ambito (LATTUADA, 2011; IBGE, 2023; BEZERRA
et al 2007).

2.7. Etnoboténica da Eugenia uniflora L. e atividade bioldgica

A relagdo entre as sociedades humanas e as plantas medicinais e aromaticas,

correspondem ha muitos anos e confundem-se com a prépria histéria humana. Este convivio e
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0 conhecimento acumulado ao longo do tempo foram fundamentais para o desenvolvimento de
inimeras areas relacionadas, direta ou indiretamente, a utilizacdo dos recursos naturais e para
a propria sobrevivéncia dessas populacdes durante os séculos. A Etnobotanica, apesar de ter
seu significado mencionado por Hashberger, ainda no ano de 1895, pode ser entendida como o
estudo acerca do conhecimento tradicional que o ser humano tem em relagéo as plantas, dentro
das comunidades as quais ele pertence de como estas informacdes podem ser aplicadas de forma
benéfica em outras areas da ciéncia, como a farmacoldgica e medicinal, por exemplo
(VASQUEZ et al, 2014 e ALBUQUERQUE et al, 2022).

Nesse sentido, a espécie E. uniflora faz parte da flora nativa do pais e, assim como
outras plantas de sua familia, evidencia uma parte importante dessa interrelacdo. Apesar de ndo
existir uma descricdo exata de quais foram as primeiras tribos a interagirem com a planta,
algumas evidéncias sugerem que aquelas de lingua Tupi tenham sido as primeiras a fazerem
uso pitanga no Brasil. Os principais povos indigenas que integram esse grupo sdo 0s
tupiniquins, os potiguaras, 0s tupinambas, os temimimaos, 0s caetés e os tupis de Sdo Vicente,
sendo estes 0s que habitavam varias regides do litoral brasileiro no passado. A planta tem uma
caracteristica marcante, que sdo os seus frutos globosos de cor vermelha e sabor agradavel,
sendo creditado a isso o principal motivo de seu nome comum, a pitanga, ter origem nessa

lingua nativa, com “pi’tdg” significando vermelho em tupi e representando sua coloragdo

(TUFFANI, 2012; BEZERRA et al, 2007).

Levando em consideracao o seu uso popular nas comunidades tradicionais, é notério
que a principal forma é a nutritiva, com a apreciacdo e consumo dos seus frutos in natura e até
mesmo com a sua comercializacdo em feiras livres, principalmente na regido nordeste (SILVA,
2006). Entretanto, a aplicacdo da planta nessas populacdes ndo se restringe apenas a essa
utilizacdo, mas também existem dados de seu emprego em medicina popular. O trabalho
realizado Castelluci et al (2000) identificou que a planta era reconhecida em comunidades
residentes da Estacdo Ecoldgica de Jatai, com relatos dessa espécie plantada nos quintais e o
uso terapéutico dos chas das folhas no tratamento de tosse. Outro levantamento etnobotéanico
realizado por Kruel e Peixoto (2004), na Reserva Extrativista Marinha de Arraial do Cabo, com
a entrevista de pescadores e residentes do entorno de Praia Grande, mostrou a espéecie sendo
utilizada de maneira versatil, como em construcao, tecnologia, além de alimentar e medicinal,

com as folhas sendo utilizadas para o tratamento de febre e resfriados.

De fato, alguns dados baseados em pesquisas relacionadas a extratos obtidos de partes
da planta, demonstraram ser bastante interessantes. Schmeda-Hirchman et al (1987) averiguou
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resultados promissores pelos testes dos chas, por infusdo das folhas, nos quais os flavondides
mostraram uma a¢do inibitoria da enzima Xantina Oxidase, que é responsavel por gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs) e demonstraram ser um potencial auxiliar no tratamento da Gota.
Posteriormente, Schapoval et al (1994) comprovou que a mesma infusdo feita com folhas
frescas, também mostraram efeitos anti-inflamatorios relacionados as perturbacGes

gastrointestinais, através de testes em ratos.

Embora muitas pesquisas, além das citadas, tenham sido realizadas apds as mesmas na
investigacdo dos possiveis efeitos dos extratos das folhas no organismo, poucos trabalhos
associaram essas observacOes a fitoquimica da planta e interacdes dessas substancias nos
possiveis alvos metabodlicos. O referencial tedrico aponta que essas folhas da espécie possuem
diversas substancias que foram identificadas, sendo principalmente triterpenos, taninos,
alcaloides, flavonoides e antraquinonas, sem contar as substancias volateis, com monoterpenos

e sesquiterpenos em sua composicdo (FALCAO et al, 2018).

Alguns desses compostos e seus derivados, estdo presentes nas infusées, bem como
extratos dessa parte da planta e a acdo dos mesmos vem sendo analisadas por determinados
grupos de trabalho. Shumacher et al (2015), evidenciou que uma fracdo com maiores teores de
flavondides desse extrato, reduziu consideravelmente as concentracGes séricas do fator de
necrose tumoral TNF-a e da citocina responsavel pela resposta inflamatoria IL-1, além da
inibicdo da expressdo de outros mediadores correlacionados a inflamacdo como o iINOS e o
COX-2, nos testes em modelo com organismo vivo. Essa observacdo foi confirmada por Falcao
et al (2018), além de observar uma reducdo na atividade das enzimas MPO, que também ¢é
responsavel pelo processo inflamatério, pois € uma peroxidase que catalisa as reacfes para

formacdo das EROs, diminuindo consideravelmente o stress oxidativo nos tecidos.

Por outro lado, os OEs extraidos de folhas da planta foram investigados por Adebajo
et al (1989) e os resultados apontaram um efeito antimicrobiano para diferentes linhagens de
microorganismos, principalmente fungos. Isso foi muito promissor para a época e motivou a
realizacdo de diversas outras pesquisas com esse PN, como a realizada por Ogunwande et al
(2005) que além de constatar a acdo microbiana, evidenciou uma acédo citotoxica em células
tumorais humanas e depois Figueireido et al (2019) percebeu que um dos 6leos ricos em selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona e epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona era fortemente citotoxico contra
células tumorais de colon, mas pouco citotoxica frente a células normais. Outra linha de

estudos, dessa vez com testes in vitro realizados por Kauffman et al (2017) demonstrou uma
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acdo antiparasitaria eficiente dos OEs de E. uniflora contra o protozoario Leishmania

amazonensis, que é o agente causador da Leshmaniose cutanea ou visceral.

Algumas outras substancias presentes com frequéncia ou alto teor nos OEs de acessos
em algumas populagdes de pitangueira e outras espécies, também apresentam um bom potencial
tanto na atividade bioldgica frente a alguns organismos, como farmacéutico e sao alvos de
estudo. O espatulenol, por exemplo, é reportado como um constituinte com propriedades
antibacterianas e moderada acgdo citotoxica contra células do tipo KB. Além do composto
amorfa-4,9-dien-2-ol apresentar atividade contra dois tipos de Herpes (LIMBERGER et al,
2004; AMPARO et al, 2021).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar se diferentes individuos da espécie Eugenia uniflora crescendo em seu
ambiente natural (in situ), apresentam variabilidade intraespecifica tanto quanto ao teor ou a

composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo das folhas dessas plantas.

Comparar estatisticamente dados de teor e perfil quimico dos 6leos essenciais de outras

populacgdes disponiveis na literatura, com os resultados obtidos nesse trabalho.

3.2. Objetivos Especificos

I.  Obter material vegetal a partir da prospeccdo e coleta de exemplares nativos de
pitangueira em diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro (Metropolitana, das
Baixadas Litoraneas e da Costa Verde).

Il.  Obter dados acerca do teor e perfil quimico dos 6leos essenciais de exemplares nativos
de pitangueira.
I1l.  Propor sistematizacdo dos dados de diversidade quimica da pitangueira através de

anélises multivariadas.

IV.  Investigar informacdes na literatura acerca do teor e perfil quimico dos 6leos de outros
exemplares da espécie Eugenia uniflora, com o intuito de estabelecer uma comparagéo

com os resultados observados na analise.
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V. Organizar os resultados para a construcdo de relatorios cientificos, resumos,

manuscritos e, por fim divulgados em periddicos cientificos especializados.
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CAPITULO |

Revisao de literatura e analise estatistica com base na diversidade
guimica dos 0leos essenciais de pitangueira

RESUMO
A pesquisa realizada neste capitulo teve como finalidade examinar e selecionar os 06leos
essenciais de Eugenia uniflora L. disponiveis em artigos publicados entre os anos de 1995 e
2023. A selecdo ocorreu nas bases de dados da Capes, Scielo, Web of Science, Scopus e Google
Académico, respeitando alguns critérios, como os OEs serem extraidos de acordo com a ISO
9235 de 1997, considerar apenas artigos publicados e limite de uma amostra para cada trabalho.
Foram escolhidos 24 trabalhos ao todo e a matriz de dados foi construida de acordo com a
representatividade das substancias, considerando aquelas com concentragao > 5% e frequéncia
>32%, sendo um total de 39 e das quais foram feitas as analises estatisticas. Os teores variaram
entre 0,10% e 2,06% e a analise multivariada possibilitou a formacéo de 5 grupos com base na
similaridade entre os constituintes, demonstrando uma riqueza entre os mesmos. Os resultados
também mostraram a existéncia de trés quimiotipos, sendo eles o curzereno (85,1% a 36,2%),
a selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (48,5% a 25%) / epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (36,7% a
22,1%) e a germacrona (27%), levando em consideragcdo que algumas substancias foram
reportadas como produto do “rearranjo de Cope”, devido as analises CG-EM e CG-DIC com
rampa de aquecimento. As substancias observadas com as maiores frequéncias percentuais
foram B-elemeno (88%), germacreno B (83%), (E)-cariofileno (79%), germacrona (79%),
curzereno (63%) e espatulenol (63%). O estudo foi muito satisfatorio, sendo constatada uma

importante quimiodiversidade intraespecifica entre os 6leos essenciais dessa especie.

ABSTRACT

Literature review and statistical analysis based on the chemical diversity of Surinam
cherry essential oils.

The purpose of the research carried out in this chapter was to examine and select the essential
oils of Eugenia uniflora L. available in articles published between 1995 and 2023. The selection
took place in the Capes, Scielo, Web of Science, Scopus and Google Scholar databases,
respecting certain criteria, such as the EOs being extracted in accordance with ISO 9235 of
1997, considering only published articles and a limit of one sample for each work. A total of

24 papers were chosen and the data matrix was constructed according to the representativeness
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of the substances, considering those with a concentration > 5% and a frequency > 32%, making
a total of 39, from which the statistical analyses were carried out. The yelds ranged from 0.10%
to 2.06% and the multivariate analysis made it possible to form 5 groups based on the similarity
between the constituents, demonstrating a richness between them. The results also showed the
existence of three chemotypes, namely curzerene (85.1% to 36.2%), seline-1,3,7(11)-trien-8-
one (48.5% to 25%) / seline-1,3,7(11)-trien-8-one epoxide (36, 7% to 22.1%) and germacrone
(27%), taking into account that some substances were reported as the product of the "Cope
rearrangement”, due to the GC-MS and GC-FID analyses with heating ramp. The substances
observed with the highest percentage frequencies were B-elemene (88%), germacrene B (83%),
(E)-caryophyllene (79%), germacrone (79%), curzerene (63%) and spatulenol (63%). The study
was very satisfactory and showed significant intraspecific chemodiversity among the essential

oils of this species.

1. METODOLOGIA

1.1. Levantamento bibliografico acerca da diversidade quimica dos 0leos

essenciais de Eugenia uniflora.

Com o intuito de fundamentar os resultados obtidos na pesquisa, tendo em vista o
conhecimento fitoquimico descrito em trabalhos anteriores, sobre a composi¢do dos OEs da
espécie, foi realizada uma investigacdo na literatura em que foram selecionados alguns artigos
cientificos que apresentavam uma diversificacdo nos teores e nas substancias encontradas, em

diferentes localizages geogréficas.

A procura ocorreu levando em consideracdo alguns critérios que foram previamente

estabelecidos, sendo eles:

i. Os OEs estudados nos trabalhos foram extraidos a partir das folhas e
obedecendo os métodos estabelecidos pela norma ISO 9235 de 1997,

ii.  Nos artigos selecionados, foram buscados OEs da espécie, dando preferéncia
aqueles com uma composicdo quimica mais diversificada e distinta possivel
entre 0s mesmos, além de verificar a existéncia de possiveis quimiotipos;

iii.  Foram evitados artigos similares de um mesmo autor e OEs extraidos de um

mesmo exemplar;
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Iv. Foram evitados trabalhos como dissertacGes, teses, apresentacbes em
congressos, eventos, manuscritos e anais, sendo escolhidos apenas artigos

publicados.

Desse modo, foram examinadas as bases de dados da Capes, Scielo, Web of Science,

Scopus e Google Académico durante o final do ano de 2022 e primeiro semestre de 2023 e

foram escolhidos artigos publicados entre os anos de 1995 e 2023. Os artigos foram buscados

com as palavras-chave “Eugenia uniflora” e “essential oil”, dos quais foram selecionados 24

artigos, sendo vinte artigos acerca dos OEs extraidos das folhas de exemplares oriundos de onze

diferentes estados do Brasil e os outros quatro artigos de OEs de plantas dos Estados Unidos,

Venezuela, Nigéria e Egito (Tabela 2). O mapa cartografico com a distribuicao geografica dos

exemplares e quantidade dos respectivos OEs por localidade foi construido com o software
QGIS verséo 3.30.2 (Figura 7).

Tabela 2. Descrigdo dos autores e localizacdo geografica dos exemplares de Eugenia uniflora

L. utilizados na construcdo dos respectivos artigos.

cobp? Referéncia (n° exemplar) Localidade

L1 Altoe et al, 2023 Ibitna - SP

L2 Rojas et al, 2022 Meérida (Venezuela)
L3 Oliveira et al, 2022 Lavras - MG

L4 Cipriano et al, 2021 (20) Pinhais - PR

L5 Junior et al, 2021 (3) Séo Paulo - SP

L6 Costa et al, 2020 (11) Belém - PA

L7 Lobo et al, 2019 Recife - PE

L8 Figueiredo et al, 2019 (1) Santarém - PA

L9 Sviech et al, 2018 Palmeira - PR

L10 Marques et al, 2018 Rio de Janeiro - RJ
L11 Franciscato et al, 2018 Santa Barbara - SP
L12 Santos et al, 2018 Crato - CE

L13 Pinheiro et al, 2017 Alegre - ES

L14 Pereira et al, 2017 Crato - CE

L15 Sobeh et al, 2016 Cairo (Egito)

L16 Rodrigues et al, 2013 Séo Luis - MA

L17 Victoria et al, 2013 Pelotas - RS

L18 Chang et al, 2011 Uberlandia - MG
L19 Tucker et al, 2011 Arizona (Estados Unidos)
L20 Lago et al, 2011 Osasco - SP

L21 Costa et al, 2010 (1) Santo Antonio - GO
L22 Melo et al, 2007 Rio de Janeiro - RJ
L23 Oguwande et al, 2005 Ibadan (Nigeria)
L24 Morais et al, 1995 Fortaleza - CE
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aCadigo de identificacdo utilizado para distinguir cada exemplar, bem como seus respectivos OEs, nas analises
realizadas no trabalho e organizados em ordem decrescente de acordo com o ano da publicacdo. Os artigos foram
selecionados com base na diversidade quimica entre os OEs caracterizados, sendo realizada uma busca na base de
dados da Capes, Scielo, Web of Science, Scopus e Google Académico, utilizando as palavras chave “Eugenia

uniflora” e “essential 0il”, dentre os meses de dezembro de 2022 até o més de abril de 2023.

‘ EUA——1

‘ VEN — 1
’ NIG —— 1
I

| EGl——1

Figura 7. Localizacdo geogréafica dos exemplares selecionados de Eugenia uniflora L. e quantidade
dos seus respectivos OEs utilizados nos artigos citados por regido.

1.2.  Andlise estatistica descritiva.

Essa analise foi empregada para avaliar os teores percentuais dos OEs nos artigos
escolhidos com essa informacdo. Ao todo, foram 17 os trabalhos que continham esses dados e

0 programa utilizado para esse estudo foi o0 GaphPad Prism 9.

1.3.  Analise estatistica multivariada.

Devido a natureza da populacdo amostral e pela complexidade de se trabalhar com
muitas variaveis, a metodologia escolhida para o trabalho realizado com o perfil quimico dos
OEs, por ser considerada a mais adequada para esta situacdo, foi a analise multivariada. O
programa utilizado foi o programa R versdo 4.0.3 e as etapas necessarias para o estudo foram

as seguintes:
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i.  Critérios para construcdo da matriz de dados:

Ao todo foram identificadas 171 substéncias distintas dentro dos 24 artigos
selecionados. Contudo, pelo fato de muitas dessas substancias ndo terem representatividade
dentro de seus respectivos OEs e pelas mesmas causarem efeitos indesejados dentro da analise
estatistica empregada, que serdo discutidos posteriormente, foi preciso delinear essas
informagdes. Para isso, as substancias foram selecionadas com base em duas caracteristicas
principais: a concentracao e a frequéncia com que as mesmas estivessem presentes nesses OES.
Sendo assim, foram consideradas representativas para a analise aquelas com frequéncia > 32%
ou concentracdo > 5%. Entdo, foi construida uma matriz de dados com todos os 24 6leos e 39
substancias (24X39).

ii.  Normalizacdo e teste de Mardia:

Para um correto delineamento, os dados amostrais dos vetores que compde a matriz
precisaram ser normalizados. O método empregado foi a normalizacdo de variaveis pela funcéo
RaizQ (Equagdo 1).

Xij(Raizg) = +/Xij (1)
Onde x é o valor da variavel a ser normalizada.

A escolha do método sera discutida mais adiante. E importante salientar que essa acao,
bem como a feita no critério estabelecido para a montagem da matriz de dados considerando as
variaveis representativas, tendem a diminuir um efeito nocivo para a distribuicdo dos dados
amostrais, conhecido como “outlier”. Essa situacdo pode influenciar tanto a simetria quanto a
curtose da curva, pois uma variavel discrepante pode causar um desvio significativo dentro da
populacdo amostral, podendo levar a resultados equivocados. Tendo em vista isso, o teste de
Mardia foi realizado para testar a normalidade da distribuicdo dos dados amostrais, com a
verificagdo de possiveis desvios relacionados a simetria da curva através da hipotese de
normalidade multivariada (CANTELMO e FERREIRA, 2007).

iii.  Andlise AAH e teste de correlacdo cofenética:

Como os dados experimentais dos 0Oleos essenciais foram obtidos sem repeticao,
optamos pela utilizagdo da distancia Euclideana, dada pela equacdo 2, para estimar a
dissimilaridade entre os diferentes individuos na construcdo da matriz fenética, sabendo que
nesse caso ndo foi possivel estimar as matrizes de variancia e covariancia residuais (BENIN et
al 2003).
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Para a andlise de agrupamento hierdrquico (AAH), foi utilizado o método de
agrupamento UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic avarages) que utiliza
as médias aritméticas das medidas de dissimilaridade (WEIB e GOKER, 2011). A analise da
consisténcia dos agrupamentos foi feita através da correlacdo cofenética. Uma correlacéo baixa
entre a matriz fenética e a matriz cofenética, pode gerar uma distor¢do no agrupamento. A

correlacdo é satisfatoria se for maior ou igual a 7.
iv.  Analise de grupos 6timos:

Foi feita a estimativa de nUmeros de grupos 6timos através do R, por meio do método
KGS. A utilizagdo do algoritmo de Kelley e Gardner para conhecimento do ponto de corte
6timo no dendrograma foi feita para estimar a formacao de grupos com base na dissimilaridade
(KELLEY et al, 1996). Cabe ressaltar que, neste capitulo também foi realizada a anélise visual
prévia de similaridade entre as amostras geradas no dendrograma e o ajuste da altura da linha
de corte, devido a grande diversidade dos OEs selecionados.

v.  Defini¢do dos quimiotipos:

O critério para definicdo de quimiotipos ocorre com base no predominio significativo
de uma ou mais substancias em detrimento das demais. Entretanto, como na literatura ainda ndo
existe um consenso sobre qual é o melhor critério para a definicdo de quimiotipo e como essa
escolha ainda néo € clara em artigos existentes, o grupo de pesquisa do Laboratorio de Plantas
Arométicas e Medicinais da UFRRJ estabeleceu uma metodologia propria para esta definicdo
(NASCIMENTO, 2021). Portanto, o critério adotado neste trabalho foi:

a) Quimiotipo A se A>2B e A>25%;

b) Quimiotipo A/B se B>2C e B>15%;

c) Quimiotipo A/B/C se C>2D e C>10%;
d) Nos demais casos, indefinido ou misto.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise descritiva dos OEs de E. uniflora da literatura, foram levados em
consideracao tanto os rendimentos calculados com base no material vegetal seco, como fresco.
Nesse caso, foi preferivel a opcao de se levar em conta ambos os casos no estudo, devido ao
baixo numero de artigos que aderiram ao calculo percentual com base na massa seca (% m/m)

e para se ter uma nocao aproximada do rendimento da planta em um espectro amostral maior,
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apesar da orientagdo em se trabalhar com o material sem umidade para esse fim (BICHI, 2017).

Nesse sentido, os teores foram organizados de acordo com os autores, localizagdo, material

vegetal utilizado e tempo de extracdo (Tabela 3). Os gréaficos referentes a distribuicdo dos

dados amostrais com intervalo de confianca de 95% e frequéncia sdo demonstrados na Figura

8.

Tabela 3. Rendimentos dos OEs de Eugenia uniflora L, descritos nos artigos selecionados.
COD?* Referéncia (n° exemplar) Rendimento (%) Material Tempo  Localidade
L2 Rojas et al, 2022 0,13 Folha fresca 3h Meérida (Venezuela)
L3 Oliveira et al, 2022 0,56 Folha fresca Esgotar  Lavras - MG
L4 Cipriano et al, 2021 (20) 0,47 Folha seca 4h Pinhais - PR
L6 Costa et al, 2020 (11) 1,90 Folha seca 3h Belém - PA
L7 Lobo et al, 2019 0,50 Folha fresca 4h Recife - PE
L8 Figueiredo et al, 2019 (1) 1,20 Folha seca 3h Santarém - PA
L9 Sviech et al, 2018 1,34 Folha seca 3h Palmeira - PR
L10 Marques et al, 2018 1,80 Folha fresca 2h Rio de Janeiro - RJ
L13 Pinheiro et al, 2017 2,06 Folha fresca 3h Alegre - ES
L14 Pereira et al, 2017 1,08 Folha fresca 2h Crato - CE
L15 Sobeh et al, 2016 1,27 Folha seca 3h Cairo (Egito)
L16 Rodrigues et al, 2013 0,30 Folha seca 3h S&o Luis - MA
L17 Victoria et al, 2013 0,10 Folha fresca 3h Pelotas - RS
L20 Lago et al, 2011 0,10 Folha fresca 5h Osasco - SP
L21 Costa et al, 2010 (1) 0,26 Folha seca 2h Santo Antbnio - GO
L22 Melo et al, 2007 0,70 Folha fresca 5h Rio de Janeiro - RJ
L24 Morais et al, 1995 0,74 Folha fresca Esgotar  Fortaleza - CE

2Cadigo de identificacdo utilizado para distinguir cada exemplar, bem como seus respectivos OEs, nas analises

realizadas no trabalho e organizados em ordem decrescente de acordo com o ano da publicacéo.
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Figura 8. Distribuicdo dos teores percentuais dos OEs de pitangueira dos artigos selecionados na
literatura. (A) Frequéncia com média e intervalo de confianga de 95%. (B) Frequéncia com 1°quartil,
3°quartil e mediana.
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Os resultados observados apontaram que os teores percentuais dos OEs variaram entre
0,10% e 2,06%, com uma média de 0,85%. Esses valores de rendimento observados para 0s
OEs de pitangueira sdo significativos, levando em consideracdo que os OEs de outra planta, a
camomila, apresentam rendimento entre 0,25% e 1,35%, de acordo com a literatura, e sdo OEs
amplamente comercializados (BORSATO et al, 2008). O desvio padréo de 0,65 demonstrou
que os valores tiveram uma dispersdo razoavel dentro do conjunto de dados, exibindo assim
uma relevante variacdo, levando em consideracdo os diferentes exemplares. O intervalo dos
valores entre 0,1% e 0,7%, foi 0 que apresentou a maior frequéncia de distribuicédo e as plantas
que propiciaram os maiores rendimentos foram as utilizadas por Pinheiro et al 2017 (2,06%),
Costa et al 2020 (1,90%) e Marques et al 2018 (1,80%), nos estados de Espirito Santo, Para e
Rio de Janeiro, respectivamente.

O tempo empregado nas extracbes foi um pardmetro importante levado em
consideracdo na analise, variando entre 2h e 5h na maioria dos artigos observados na literatura.
Apesar da escassez de estudos cinéticos acerca do tempo de extracdo necessario para o total
esgotamento dos volateis das folhas no processo, razdo pela qual ndo foi possivel inferir um
tempo nos artigos que trabalharam com essa observacao, o estudo realizado por Nascimento et
al (2019) mostrou que nos tempos empregados entre 1h e 4h, o rendimento aumentava quanto
maior era o tempo utilizado para folhas de um mesmo individuo da espécie. Ainda assim, foram
observados rendimentos muito baixos mesmo em trabalhos que empregaram tempos de
extracdo muito longos, como foi o caso de Lago et al (2011), no qual o exemplar de Osasco em
Sédo Paulo apresentou um dos rendimentos mais baixos (0,10%), mesmo empregando um tempo
de 5h, em comparacao com 0s outros artigos selecionados. Essa variacdo pode estar relacionada,
também, a variabilidade genética existente nos diferentes exemplares e acessos de pitangueira
utilizados nesses trabalhos (MARTINS et al, 2006; BLANK et al, 2011). Todas essas
observagdes sdo interessantes pois demonstram a existéncia de uma diversidade nos teores

observaveis nos OEs de diferentes exemplares de Eugenia uniflora L.

Na literatura foram observados pouquissimos trabalhos relacionados a estudos de
diversidade quimica dos OEs extraidos das folhas de plantas da espécie, coletadas em seu
ambiente nativo, de maneira abrangente. Apesar disso, alguns artigos mostraram resultados
interessantes nesse sentido, como o de Cipriano et al (2021), realizados a partir de 36 genotipos,
gue eram arvores de 11 anos de idade, oriundas sementes plantadas na Universidade Federal do
Parana, em que destacaram seis grupos quimicos diferentes. Os trabalhos de Junior et al (2021)
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e Figueiredo et al (2019), apesar de ndo serem tdo abrangentes, também contribuiram para
observacao de variabilidade nas composicoes de OEs de exemplares de diferentes localidades.

As informagdes inerentes ao perfil quimico dos OEs extraidos das folhas dos
individuos selecionados estdo dispostas na Tabela 4. As substancias ilustradas na tabela séo
aquelas consideradas com representatividade, de acordo com o0s critérios previamente
estabelecidos para construcdo da matriz de dados. Cabe ressaltar que a comparacgéo foi baseada
na proporcdo individual das substancias em cada OE, uma vez que ndo é possivel estimar o
percentual de picos integrados nos cromatogramas analisados nesses trabalhos. Tendo em vista
isso, 0s percentuais de elucidacdo informados pelos autores nos artigos estudados nos artigos
selecionados tiveram uma média de 84,5% e, de um modo geral, a maioria dos trabalhos
apresentaram um percentual maior que 70%, exceto em L4, L5 e L9, com 47,2%, 56,2% e
55,1%, respectivamente.
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Tabela 4. Perfil quimico dos OEs de Eugenia uniflora L. descritos nos artigos selecionados da literatura.

A?  Substancias IAm® L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 L22 L23 L24
1 Mirceno 988 - 96 18 - - 1,6 - - - - - - - - 01 0.2 - 0,1 39 - 0,1 - - 0,2
2  Limoneno 1024 - 6,9 - - - - - - - - - - - - 01 0,2 - - 0,3 - - - - -
3 (2)-B-Ocimeno 1032 - 66 50 - - 2,0 - - - - - - - - 02 - - 01 104 05 0,1 - 0,1 0,3
4  (E)-B-Ocimeno 1044 1,2 157 11,6 - - 4,3 - - - - - - 0,7 - 0,1 - - 0,3 241 1.2 0,3 - 0,2 0,5
5 Linalool 1095 - 0,3 - - - 01 08 01 03 11 04 - - - 11 02 - - 0,4 Tre 0,1 - - 0,3
6 3-Elemeno 1335 - 0,4 - - - 16 11 06 - 03 - - - - - 1,3 - - - 0,2 0,5 0,8 0,4 0,5
7 o-Copaeno 1374 - - - - - 0,1 - - - - - - - - 110 - - - 0,1 Tre - - - -
8 p-Elemeno 1389 22 15 66 - 25 44 78 35 30 22 29 32 14 04 04 55 - 1,9 0,4 - 2,5 5,9 2,7 3,6
9 (E)-Cariofileno 1417 52 26 31 - - 03 33 54 15 17 28 32 09 - 27 43 126 - 35 - 8,7 0,8 3,9 2,6
10 y-Elemeno 1434 - - 1,7 - - 29 08 20 31 18 - - - 40 - 143 - 0,3 - 0,2 0,4 35 1,0 3,6
11 Aromadendreno 1439 - 0,2 - - - 04 - - - 4,0 - - 1,7 - - 0,1 - - 0,2 - - 0,2 0,1 -
12 allo-Aromadendreno 1458 - 0,8 - - - - - - - - - - - - 55 01 - - - - 0,3 0,4 0,2 -
13 Germacreno D 1480 - 51 30 05 - 2,8 - - 11 - - 21 - - 04 12 114 09 208 - 4,4 0,7 1,2 -
14 B-Selineno 1489 - 0,3 - - - 07 12 - - 21 10 - 22 - 03 07 - - - 0,2 0,3 0,9 0,5 -
15 Curzereno 1499 58 - 241 - 105 362 90 - 53 - - - - 658 - 473 39 851 - 180 205 50,2 193 1,0
16 Biciclogermacreno 1500 - 224 11 18 - - - 3,0 - - - 4,8 - - - - - 0,9 10,9 - - 2,5 2,4 -
17 Germacreno A 1508 - 3,0 - - - - - 0,2 - - 2,7 - - - - - 11,6 - - - 3,4 - - 15
18 &-Amorfeno 1511 55 - - - - - - 0,2 - - - - - - - - - - - - 0,3 - - -
19  3-Cadineno 1522 - - - 0,3 - 0,5 - 0,2 - 06 - - 33 - 02 03 - - 2,6 0,5 - 0,5 0,4 0,2
20 Calamen-10-eno 1528 20,2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
21  Selina-3,7(11)-dieno 1545 - - - - - - 06 01 - 2,2 - - 1,2 - - 0,2 - - - 0,2 - 0,3 0,3 -
22 Germacreno B 1559 6,2 75 96 48 - 50 22 50 - 1,8 - 80 19 22 05 05 212 20 - 93 216 35 5,8 8,5
23 Espatulenol 1577 - - 1,4 - 93 05 - 04 75 18 1,0 - - - 158 0.2 - 0,3 0,7 11 1,0 3,8 15 -
24 C15H240 1584 - - - 128 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1,0 -
25  Oxido de Cariofileno 1590 - - - - - - 66 1,2 - 1,0 20 - - - 89 01 - - 0,9 0,7 0,5 - - -
26 Viridiflorol 1592 - 11 - - 53 18 - 0,4 - 06 - - - - 05 01 - - 0,1 3,1 - 1,7 - -
27 trans-p-Elemenona 1602 - - - - - 0,9 - - - - - - - 447 - 104 - - - - - 0,7 0,9 -
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Tabela 4. (Continuacdo).

28 Silfiperfol-6-en-5-ona 1624 101 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Muurola-4,10(14)-dien-

29 1 pol 1630 - - - - - - - - - - - - - - 93 - - - - - - - - -
gop SIML3TADAENE ye3 . . . . . . 254 326 - 326 395 %4 250 - - - 97 - - - - - 118 485
31  o-Muurolol 1644 - - - - - 0,3 - 0,3 - - - - 57 - - - - - - - - - - -
32 a-Cadinol 1652 - - - 2,4 - 2,2 - - 47 - - - 8,2 - 1,0 - - 0,3 0,8 - - 47 - -
33 Atractilona 1657 - 76 13 - - 08 36 - - - - - - - - 24 - 0,8 - 26,8 - 18 169 -
34 Furanodieno 1666 - - - - - - - - - - - - - - - - - 1,2 - - - - 9,6 1,0
35 Germacrona 1693 66 28 - - 270 38 112 08 136 11 11 15 0,7 162 12 15 - 0,2 - - 17.3 1,0 2,6 1,7
36 t'frfeon%{;ﬂ:]'?'li?’J(“)' 1746 - - - - - - 155 304 - 245 367 273 221 - 13 - 193 - - - - - 59 173
37 Ziiﬁ;anldro-Amorfa-4,9- 1755 - - - 222 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
38 Amorfa-4,7(11)-dieno 1775 1,7 - 8,1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
39 Nootkatona 1806 - - - - - - - - - - - - - - 52 - - - - - - - - -
Monoterpenos ndo oxigenados 1,2 401 185 - - 8,6 - - - 0,7 - - 0,7 - 21 04 - 05 414 23 0,6 - 0,3 1,0
Monoterpenos oxigenados - 0,3 - - - 02 08 02 03 04 - - - - 20 03 - - 0,4 0,1 0,1 - - 0,3
Sesquiterpenos ndo oxigenados 515 445 250 74 41 258 202 235 118 209 95 225 147 6,6 265 294 568 6,5 400 16,1 429 208 20,2 232
Sesquiterpenos oxigenados 241 115 349 398 521 496 744 674 425 635 833 652 655 865 553 626 329 898 37 585 394 768 769 706
Outros - 0,5 - - - 0,3 - 02 05 - - - - - 22 01 - 0,3 - 0,1 - - 2,1 -
Né&o identificados 14 - 102 - - - - - - - 7,2 - 147 61 - - - 2,3 - - - 0,9 - -
dPercentual de elucidagio 770 969 784 472 56,2 845 954 913 551 855 928 87,7 809 931 881 928 89,7 971 855 771 830 976 995 951

Foram selecionadas para a matriz de dados as substancias com concentracdo > 5% e/ou frequéncia > a 32%, consideradas com representatividade dentro dos respectivos OEs.
aNumerag&o das substancias em ordem crescente com base em seu indice de retenco. Pindice de retencdo aritmética tedrico. “Trago de concentracdo. “Percentual de substancias

elucidadas informadas pelos autores nos artigos selecionados.
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Ao todo foram identificadas 171 substancias, das quais 39 foram representativas. Com
relacdo as classes de substancias elucidadas, em média, as predominantes foram o0s
sesquiterpenos oxigenados (55,3%), sesquiterpenos ndo oxigenados (23,8%), monoterpenos
ndo oxigenados (4,9%) e monoterpenos oxigenados (0,2%). Embora a maioria dos OEs tenha
apresentado uma predominéncia de sesquiterpenos, os descritos nos trabalhos de Rojas et al
(2022) e Tucker et al (2011), curiosamente de Mérida na Venezuela e Arizona nos Estados
unidos, mostraram uma composi¢cdo significativa de monoterpenos ndo oxigenados, sendo
respectivamente 40,1% e 41,4%. Como foi observado por Tavares et al (2011), as
caracteristicas genéticas e os fatores inerentes ao tipo de ambiente em que a planta esta inserida,
podem influenciar na producdo de metabdlitos especializados.

Os constituintes majoritarios, presentes nos OEs caracterizados dentro dos 24 artigos
selecionados, estdo ilustrados na Tabela 5 e as estruturas na Figura 9. As substancias que
apresentaram os maiores teores nos OEs analisados foram curzereno (85,1%), selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona (48,5%), epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (36,7%), germacrona (27,0%) e
atractilona (26,8%). E importante ressaltar que, além dessas substancias terem sido elucidadas
em alto teor em alguns OEs, elas também apareceram com frequéncia superior a 33%, tendo

uma boa representatividade quanto a diversidade quimica.

Tabela 5. Distribuicdo percentual das 12 substancias com maior concentracdo nos OEs de
Eugenia uniflora L. dos artigos selecionados na literatura.

B® Substancia Menor Maior Média Mediana Fas®  Freio®
1  Curzereno 1,0 85,1 26,8 19,3 15 63
2  Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 9,7 48,5 29,7 32,6 9 38
3  Epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 1,3 36,7 20,0 20,7 10 42
4  Germacrona 0,2 27,0 59 1,7 19 79
5  Atractilona 0,8 26,8 6,9 2,4 9 38
6 (E)-B-Ocimeno 0,1 24,1 50 1,0 12 50
7  Biciclogermacreno 0,9 22,4 55 2,5 9 38
8 7,14-anidro-Amorfa-4,9-dieno 22,2 22,2 22,2 22,2 1 4
9 Germacreno B 0,5 21,6 6,4 50 20 83
10 Germacreno D 0,4 20,8 4.0 1,7 14 58
11 Calamen-10-eno 20,2 20,2 20,2 20,2 1 4
12 Espatulenol 0,2 15,8 3,1 1,1 15 63

aNumeracdo das substdncias com as maiores concentracdes, em ordem decrescente. °Frequéncia absoluta.

°Frequéncia relativa percentual.
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Figura 9. Estruturas das cinco substancias com os maiores teores percentuais nos OEs de Eugenia
uniflora L. dos artigos selecionados da literatura.

Também é interessante observar que essas substancias sdo majoritariamente
sesquiterpenos oxigenados (C15), formadas por trés unidades de isopreno, ciclicas e com
grupos cetona ou epoxi. Contudo, é importante mencionar também um ponto sensivel na
analise, pois algumas das estruturas ilustradas, como a germacrona e 0 curzereno, podem ser
equivocadamente quantificadas, quando se utiliza o0 método de separacéo e deteccdo CG-MS e
CG-DIC, com rampa de aquecimento, como ocorreu nos artigos selecionados. Santos et al
(2015) fez uma brilhante observacéo em seu estudo, no qual provou que muitos sesquiterpenos
ciclicos do tipo 1,5 dieno, podem sofrer “rearranjo de Cope” (Figura 10), quando submetidos

a temperaturas acima de 200°C (SANTOS et al 2015; CUSTODIO et al, 2019).

2 2
’ \"x 1 200°C 3 / '

Y e —
4 / \
5 5

Figura 10. Mecanismo do rearranjo de Cope construido com o software ChemSketch versao 14.0,

baseado no esquema de Castro, 2004.

Portanto, substancias descritas nos OEs de E. uniflora, como germacrona, furanodieno
e germacreno B, nessas condi¢des sofrem rearranjo nas condic¢des de aquecimento da CG-EM
e CG-DIC, formando B-elemenona, curzereno e y-elemeno, respectivamente. Entretanto, esse

problema né&o ocorre no caso da selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, pois possui ligacdo C-C entre 0s
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carbonos 3 e 4, formando uma estrutura ciclica de seis carbonos e, portanto, ndo sofrendo esse

mesmo rearranjo nessas condigoes.

Os constituintes com maior frequéncia, presentes nos OEs de E. uniflora dentro dos

artigos selecionados, estao descritos na Tabela 6 e as estruturas na Figura 11.

Tabela 6. Distribuicdo percentual das 12 substancias com maior frequéncia nos OEs de Eugenia

uniflora L. dos artigos selecionados na literatura.

C?* Substancia Menor Maior Média Mediana Fas®  Freiod
1 B-Elemeno 0,4 7,8 3,1 2,7 21 88
2  Germacreno B 0,5 21,6 6,4 50 20 83
3  (E)-Cariofileno 0,3 12,6 3,6 3,1 19 79
4  Germacrona 0,2 27,0 59 1,7 19 79
5 Curzereno 1,0 85,1 26,8 19,3 15 63
6  Espatulenol 0,2 15,8 3,1 1,1 15 63
7  vy-Elemeno 0,2 14,3 2,8 1,9 14 58
8 Germacreno D 0,4 20,8 4,0 1,7 14 58
9 (E)-B-Ocimeno 0,1 24,1 5,0 1,0 12 50
10 Linalool Tr 1,1 0,3 0,3 12 50
11 B-Selineno 0,2 2,2 0,9 0,7 12 50
12 §-Cadineno 0,2 3,3 0,8 0,5 12 50

aNumeracdo das substancias com base nas maiores frequéncias, em ordem decrescente. "Frequéncia absoluta.

°Frequéncia relativa percentual. Trago de substancia.
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Figura 11. Estruturas de algumas das substancias com as maiores frequéncias percentuais nos OEs de

Eugenia uniflora L. dos artigos selecionados da literatura.

Na distribuicdo da matriz de dados amostrais, as substancias com as maiores

frequéncias relativas percentuais e que apareceram mais vezes nos OEs analisados foram f-
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elemeno (88%), germacreno B (83%), (E)-cariofileno (79%), germacrona (79%), curzereno
(63%) e espatulenol (63%). E importante ressaltar que, além dos dois sesquiterpenos
oxigenados ciclicos de 15 carbonos citados anteriormente, no caso 0 curzereno e a germacrona
(com as ressalvas discutidas anteriormente), além do espatulenol que também pertence a essa
classe, as trés primeiras substancias que apareceram com mais frequéncia séo sesquiterpenos
ndo oxigenados ciclicos. Além disso, se deve levar em consideracdo que o B-elemeno e o
germacreno B sdo substancias que, como dito anteriormente, também sdo afetadas pelo
“rearranjo de Cope” no aquecimento. Essas substancias foram reportadas na literatura como

marcadores quimicos para distintas populagdes da espécie (ASCARI et al, 2021).

Aplicando os critérios previamente estabelecidos para definicdo dos quimiotipos para
os OEs da espécie, com base na dominancia de uma ou mais espécies em cada amostra, a Tabela
7 foi construida.

Tabela 7. Quimiotipos encontrados nos OEs de Eugenia uniflora L. elucidados pelos autores
dos trabalhos selecionados.

Autores Quimiotipo? AreaP (%)
L18 (Chang et al, 2011 - Curzereno® (85,1%; 65,8%; 50,2%; 47,3% e
UBERLANDIA/MG); L14 (Pereira et 36,2%).

al, 2017 - CRATO/CE); L22 (Melo et
al, 2007 - RIO DE JANEIRO/RJ)
(manhd); L16 (Rodrigues et al, 2013 -
SAO LUIS/MA) e L6 (Costa et al,
2020 - BELEM/PA) (11).

L24 (Morais et al, 1995 - UFCE - Selina-1,3,7(11)-trien-8- (48,5%/17,3%); (39,5%/36,7%);
FORTALEZA/CE); L11 (Franciscato ona/ Epoxiselina-  (36,4%/27,3%); (32,6%/30,4%);
etal, 2018 - SANTA BARBARA/SP); 1,3,7(11)-trien-8-ona (32,6%/24,5%) e (25%/22,1%).

L12 (Santos et al, 2018 - CRATO/CE);
L8 (Figueiredo et al, 2019 -
SANTAREM/PA) (1); L10 (Marques
et al, 2018 - RIO DE JANEIRO/RJ);
L13 (Pinheiro et al, 2017 -
ALEGRE/ES).

L5 (Janior et al, 2021 - SAO Germacrona (27%)
PAULO/SP) (3)

L1; L2; L3; L4; L7; L9; L15; L17; Indefinido ou misto Variavel
L19; L20; L21 e L23.
2A definicdo de quimiotipo ndo é clara na literatura e foram escolhidos baseados na metodologia de Nascimento

(2021), sendo: quimiotipo A se A>2B e A>25%; quimiotipo A/B se B>2C e B>15%; quimiotipo A/B/C se C>2D

e C>10% e nos demais casos, indefinido ou misto. Area percentual correspondente aos picos observados nos
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cromatogramas para cada substancia. A substania curzereno é produto de rearranjo térmico do furanodieno na
analise cromatografica com rampa de aquecimento.

Foram encontrados 3 quimiotipos na literatura, ap6s a aplicacdo dos critérios de
dominéncia quimica e de acordo com o critério de inclusdo dos artigos: curzereno, selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona/epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e germacrona. Cabe ressaltar que, com
excecdo de segundo quimiotipo, que é do tipo A/B, os outros dois séo estruturas relacionadas
ao “rearranjo de Cope”. Mesmo com essa ressalva, € interessante observar uma grande
dominéncia do quimiotipo curzereno, sobretudo nos trabalhos de Chang et al (2011) em
Uberlandia-MG, Pereira et al (2017) em Crato-CE e Melo et al no Rio de Janeiro-RJ, com
85,1%, 65,8% e 50,2%, respectivamente. Ou seja, sdao 6leos em que a substancia tem
dominancia maior que 50%, levando em consideracdo que a provavel substancia dominante
nesses OEs é o furanodieno ou uma proporcdo entre ele e 0 curzereno. Esse quimiotipo

apresentou a segunda maior frequéncia, sendo encontrado 5 dos OEs nos artigos selecionados.

A mesma consideracdo vale para o quimiotipo germacrona, que foi descrito no
trabalho de Junior et al (2021) em S&o Paulo-SP, com 27% em termos de teor. Ja o quimiotipo
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona apresentou uma dominancia
significativa da forma ndo oxigenada no OE de Morais et al (1995) em Fortaleza-CE, com
48,5%/17,3%. Os demais desses quimiotipos apresentaram teores mais equilibrados dessas duas
substancias, porém com maior dominancia sobre as demais substancias dentro desses OEs, se
destacando o de Franciscato et al (2018) em Santa Barbara-SP, com 39,5%/36,7%, tendo um

total de 76,2% somadas essas substancias.

Para a representacdo visual dos teores das substancias na andlise de correlacdo entre
os OEs descritos nos artigos selecionados, foram construidos graficos de colunas empilhadas,
em cores, com o auxilio do software Microsoft Excel (Figura 12). Foram consideradas as
substancias com area > 21% e frequéncia > 60%. Isso possibilitou a observacao da existéncia
de uma diversidade entre as diferentes amostras, com base nas substancias com as maiores

concentragdes dentro de cada OE, em conjunto com a analise AAH.
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Figura 12. Gréficos de colunas empilhadas com cores, representando as substancias com os maiores
tores nos OEs de Eugenia uniflora L. dos artigos selecionados na literatura.

L24

A matriz de dados amostrais, mesmo com o0s critérios estabelecidos de
representatividade das substancias nos respectivos OEs estudados na literatura, apresentaram
uma complexidade muito grande, com muitos zeros e valores que s6 apareciam em uma amostra
dentre vérias, tornando bastante desafiador o trabalho com os dados. Por conta disso, para
analise multivariada, os dados precisaram ser normalizados para correcdo de possiveis
distor¢des relacionadas a distribuicdo normal simétrica dos dados amostrais. Alguns estudos
apontam que se os dados ndo apresentam uma distribuicdo normal, as analises podem apresentar
resultados discrepantes dos verdadeiros, o que de certa forma pode atrapalhar a interpretacéo
correta dos mesmos (MONTGOMERY, 2004). Para tratar o problema, utilizamos algumas
metodologias de normaliza¢do dos dados, com o objetivo de aplicar aquela capaz de tornar a

distribuicdo dos dados amostrais mais simétricas (PINO, 2014).

O teste de Mardia foi aplicado para verificagdo da distribuicdo simétrica e da curtose,

apresentando resultados com p<0.001 e confirmando a hip6tese ndo normalidade, com os dados
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previamente tratados na maioria das metodologias de normalizacdo e escalonamento
empregadas. Isto ocorreu, principalmente, devido ao grande niimero de “outliers” observados
nos dados amostrais, apontados na literatura como um dos responsaveis para o desvio da
normalidade. Entretanto, também € apontado que por vezes é causado por variaveis que, apesar
de discrepantes, podem ser importantes para andlise (ROSADO, 2006). O método de
normalizacgéo escolhido foi por raiz quadrada dos dados amostrais, pois foi 0 que apresentou

uma melhor distribuicéo.

A anélise da consisténcia, realizada com base na relacdo entre a matriz fenética e
cofenética foi de 0.8804 (88%), sendo este resultado muito bom, uma vez que a correlacao é
considerada satisfatoria se for maior ou igual a 0,7. Essa analise foi necessaria, pois uma
correlagéo baixa pode gerar distorcdo no agrupamento, o que pode originar um dendograma
inconsistente para analise estatistica (KRUSKAL, 1964).

A estimativa do nimero de grupos presentes no dendograma gerado pelo método
UPGMA dos OEs de E. uniflora. (Figura 14), foi primeiramente tentada através do modelo
proposto por Kelley et al (1996) (Figura 13). Contudo, devido a grande diversidade observada
entre os OEs de pitangueira selecionados, também foi feita uma analise visual concomitante
das cores de acordo com a similaridade entre os OEs no dendrograma e da altura da linha de

corte. Assim, o ponto de corte foi ajustado um pouco abaixo do inicial para esse caso.

w _|
o~ ]

kgsUPGMA

15

10

names(kgsUPGMA)

Figura 13. Analise de grupos 6timos KGS.
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O ponto de corte 6timo no dendrograma, com base nos critérios estabelecidos,
proporcionou a formagdo de 10 grupos distintos de acordo com a similaridade entre as
substancias dos OEs selecionados. O grupo | foi o0 que mais se distanciou dos demais devido as
presencas significativas de biciclogermacreno e (E)-B-ocimeno, encontradas nas amostras L2 e
L19. Os grupos IX e X foram os que mais se distanciaram depois de I, com a primeiro sendo
representado por L4, que apresentou altos percentuais de 7,14-anidro-amorfa-4,9-dieno e o
segundo representado por L15 com relativa significancia de espatulenol. Nesses trés grupos, as
substancias citadas ndo demonstraram teores suficientes para formarem quimiotipos. O grupo
IV foi outro que se afastou dos demais e formado pela amostra L22, que é um quimiotipo
curzereno, embora tenha se separado do grupo V111 devido a um equilibrio nos teores de outros

constituintes e percentual significativo de p-elemeno.

E importante salientar que os outros quatro quimiotipos L14, L18, L6 e L16, com
predominancia de curzereno, e os trés ultimos foram agrupados proximos dentro do grupo VIlI
também devido niveis similares de germacreno B e B-elemeno, assim como L3 se distanciou
devido a um menor teor de curzereno dentro do grupo e o (E)-B-ocimeno. Contudo, também é
necessario considerar as ressalvas na discussdo do curzereno e germacrona, como dito
anteriormente, em relacdo ao problema do “rearranjo de Cope” na anélise. E tendo em vista
isso, 0 grupo foi o que teve o segundo maior numeros de amostras agrupadas, sendo 5 ao todo.
O grupo VI foi formado pelo quimiotipo germacrona L5, teve um perfil similar a L9, também
pela presenca de curzereno e espatulenol. A amostra L21, apesar de também apresentar um
nivel similar de germacrona em relacdo as outras duas dentro do grupo, se afastou por também
apresentar niveis relevantes de curzereno e germacreno B. O grupo VI foi formado pelas
amostras L20 e L23, que apresentaram percentuais parecidos de curzereno e atractilona. As
demais amostras presentes nesse grupo sao de OEs que ndo séo quimiotipos definidos, sendo
L20 e L23 semelhantes pelas concentracdes parecidas de atractilona e curzereno. O grupo V foi
formado apenas pela amostra L1, que foi o Unico OE com altos teores de calamen-10-eno e
silfiperfol-6-en-5-ona.

Finalmente o grupo Il foi formado com base na proximidade das amostras que
demonstraram um predominio nos teores de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e epoxiselina-
1,3,7(11)-trien-8-ona, sendo o0 grupo mais numeroso com 8 representantes, dentre as quais 6
amostras sdo quimiotipos de ambas as substancias. Os OEs L8 e L12, foram 0s menos se
distanciaram, pois além desses dois compostos dominantes, apresentaram propor¢do analoga

de germacreno B. A amostra L24, também n&o se distanciou muito de L8 e L12, mas se
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posicionou distintamente no grupo por apresentar uma concentracao mais expressiva de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona frente a sua forma oxidada, em comparagdo com esses OEs. De maneira
semelhante, L10 e L11 se aproximaram por possuirem também niveis equivalentes de f-
elemeno. Por outro lado, L13 e L7 se afastaram pela presenca significativa de a-cadinol, a-
muurolol, germacrona e curzereno, respectivamente. Além disso, o grupo Il foi representado
pela amostra L17, devido a mesma possuir quantidades elevadas de germacreno B, epoxiselina-
1,3,7(11)-trien-8-ona e (E)-cariofileno, mas niveis inexpressivos de selina-1,3,7(11)-trien-8-

ona.

A analise multivariada de componentes principais (ACP) foi tentada, entretanto para
gue uma analise desta natureza seja minimamente confiavel, € necessario que a variancia
acumulada seja igual ou superior 70% nas componentes CP2 ou CP3, ou seja, que esse
percentual de variaveis esteja inserido nessas componentes. Na analise ACP, a variancia de
cada componente € calculada com base nos autovalores, que sdo dados a partir das raizes das
equac0es, geradas de acordo com o grau de cada componente, o que € diretamente relacionado
a quantidade de varidveis analisadas. Contudo, o critério de variancia acumulada minima
aceitavel é necessario devido a efeitos nocivos para a analise, dos quais o principal é
multicolinearidade, que podem ser causados por correlacBes fortes ou moderadas entre as
variaveis amostrais. O “outlier”, que foi citado anteriormente, também pode gerar 0 mesmo
efeito, se uma varidvel independente tiver um valor discrepante dentro do conjunto de dados
(MOREIRA et al, 2013). No entanto, existem alguns métodos que podem ser utilizados para
tentar sanar este problema, dentre os quais se destaca o descarte de variaveis menos importantes
para a analise. A metodologia proposta por Jolliffe (1973) consiste em que as variaveis a serem
excluidas sdo aquelas com o maior valor do autovetor associado dentro da componente menos

relevante.

Geralmente, trabalhos relacionados a quimiodiversidade de muitas amostras distintas
de OEs, sdo muito desafiadores pois envolvem uma gama extensa de substancias. Levando em
consideracdo que cada substancia é uma variavel, foi necessario fazer um descarte inicial com
base na representatividade de cada substancia, como dito no inicio do capitulo, em que de um
total de 171 substancias, foram descartadas 132, sendo consideradas 39 as representativas.
Ainda assim, a Tabela 8 ilustra que houve um forte efeito de multicolinearidade, uma vez que
a variancia acumulada na CP3 foi de apenas 42%. Embora o conjunto de dados tivesse sido
tratado com base na representatividade das substancias, ainda assim, foi tentado o descarte de

variaveis pelo método de Jolliffe (1973), com a exclusédo de mais 16 variaveis, restando 17,
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levando em consideracéo as varidveis de vital importancia. Mesmo assim, ndo foi observada
uma melhora significativa na variancia acumulada, que aumentou para apenas 44% na CP3,

justificando a impossibilidade de seguir com a analise ACP (Tabela 9).

Tabela 8. Variancia acumulada e autovalores relacionados as variaveis representativas nas
amostras dos OEs de Eugenia uniflora L., dos artigos selecionados na literatura.

Componente principal (CP)  Autovalores(.i) Variancia por CP (%) Variancia acumulada (%0)

CP1 2,376 17,11% 17,11%
CP2 2,215 14,87% 31,98%
CP3 1,857 10,45% 42,43%
CP4 1,806 9,88% 52,32%
CP5 1,633 8,09% 60,40%
CP6 1,505 6,86% 67,27%
CpP7 1,419 6,10% 73,37%

Tabela 9. Variancia acumulada e autovalores relacionados as variaveis dos OEs de Eugenia
uniflora L., dos artigos selecionados na literatura com descarte por Jolliffe.

Componente principal (CP) Autovalores(hi) Variancia por CP (%) Variancia acumulada (%bo)

CP1 1,985 17,14% 17,14%
CP2 1,837 14,67% 31,81%
CP3 1,699 12,55% 44,36%
CP4 1,451 9,16% 53,52%
CP5 1,402 8,54% 62,06%
CP6 1,251 6,81% 68,87%
CP7 1,202 6,28% 75,15%
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3. CONCLUSAO

Neste capitulo foi possivel estabelecer as seguintes conclusdes:

i. Os teores percentuais das amostras de OEs dos artigos selecionados da literatura
variaram entre 0,10% e 2,06%.

Il. As substancias de maior frequéncia nos OEs dos acessos pesquisados foram: -elemeno,
germacreno B, (E)-cariofileno, germacrona, curzereno e espatulenol.

iii. As substancias de maior concentracdo nos OE dos acessos pesquisados foram:
curzereno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, germacrona e
atractilona.

iv. Foram identificados trés quimiotipos entre os 24 acessos de pitangueira incluidos no
presente estudo, com a ressalva que o curzereno é um produto do rearranjo de Cope.

v. A andlise estatistica multivariada de agrupamento hierarquico, em conjunto com 0s
graficos de colunas empilhadas com cores, possibilitou a formacdo de dez grandes grupos e
apontou a existéncia de uma grande diversidade quimica entre os OEs dos acessos analisados.
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CAPITULO II

Diversidade quimica e teor (%) do 6leo essencial de pitangueira,
acessada nas Regides Metropolitana, das Baixadas Litoraneas e da
Costa Verde-RJ.

RESUMO:

A Eugenia uniflora L. € uma espécie que compde a biodiversidade da Mata Atlantica, sendo
amplamente utilizada na industria alimenticia e cosmética. A literatura aponta que existe
variabilidade intraespecifica, com base no perfil quimico dos 6leos essenciais (OES) para essa
espécie. Com a finalidade de conhecer a diversidade quimica dos OEs de pitangueira, propés-
se a coleta das folhas, extracdo dos OEs e a andlise por CG-DIC e CG-EM, de exemplares
coletados nas Regides Metropolitana, das Baixadas Litoraneas e da Costa Verde do Estado do
Rio de Janeiro. Os teores dos OEs foram calculados com base na matéria seca de folhas e
variaram entre 0,26 e 2,81%. O percentual médio de substancias identificadas foi de 82%,
dentre os quais 86,6% foram de sesquiterpenos e 3,6% de monoterpenos. Os compostos que
apresentaram as maiores concentracdes foram curzereno (78,8%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
(56,4%), espatulenol (36,7%) e amorfa-4,9-dien-2-ol (35%). (E)-cariofileno, espatulenol e 3-
elemeno apresentaram frequéncia superior a 80% nas amostras analisadas. A analise AAH,
possibilitou a formacdo de 6 grupos quimicos de OEs, baseado na similaridade entre as
substancias presentes e também foram identificados 6 quimiotipos, dos quais 3 foram inéditos
até a data de realizacdo deste trabalho. Os resultados demonstraram que houve uma grande
diversidade entre os OEs analisados, apontando para uma boa perspectiva em um futuro estudo
de melhoramento e selecdo de fen6tipos de alto valor para producédo de 6leos essenciais.

ABSTRACT:

Chemical diversity and essential oil yield (%) of Surinam Cherry, accessed in the
Metropolitan, Coastal Plains and Green Coast Regions of Rio de Janeiro.

Eugenia uniflora L. is a species that makes up the biodiversity of the Atlantic Forest and is
widely used in the food and cosmetics industries. The literature indicates that there is
intraspecific variability, based on the chemical profile of the essential oils (EOs) for this species.
In order to learn about the chemical diversity of Surinam cherry EOs, it was proposed to collect
the leaves, extract the EOs and analyze them by GC-DIC and GC-MS, from specimens collected

in the Metropolitan, Coastal Plains and Green Coast Regions of the state of Rio de Janeiro. The
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yelds of the EOs were calculated based on the dry matter of the leaves and ranged from 0.26 to
2.81%. The average percentage of substances identified was 82%, of which 86.6% were
sesquiterpenes and 3.6% monoterpenes. The compounds with the highest concentrations were
curzerene (78.8%), seline-1,3,7(11)-trien-8-one (56.4%), spatulenol (36.7%) and amorpha-4,9-
dien-2-ol (35%). (E)-caryophyllene, spatulenol and B-elemene showed a frequency of over 80%
in the samples analyzed. The AAH analysis made it possible to form 6 chemical groups of EOs,
based on the similarity between the substances present. 6 chemotypes were also identified, 3 of
which were unpublished at the time of writing. The results showed that there was great diversity
among the EOs analyzed, pointing to good prospects for a future breeding study and the
selection of high-value phenotypes for the production of essential oils.

1. METODOLOGIA

1.1. Prospeccéo dos exemplares de Eugenia uniflora L.

O segundo estagio da pesquisa, foi 0 mapeamento de locais estratégicos e execucgéo
das tarefas de campo relativas a coleta dos diferentes exemplares de pitangueira situados, ou
ndo, nas UCs escolhidas. As atividades foram desenvolvidas em trés datas, referentes a cada
regido dentro do Estado do Rio de Janeiro escolhida, com os trabalhos se iniciando entre as 8 h
da manha e 16 h da tarde, nos dias 03 de setembro de 2021 na Regido Metropolitana (5 coletas),
14 de outubro de 2021 na Regido da Baixada Litoranea (9 coletas) e 07 de novembro de 2021
(8 coletas) na Regido da Costa Verde. Foram realizadas 22 coletas ao todo e os locais visitados
estdo disponiveis na Figura 15, com a descricao, registro e as coordenadas na Tabela 10. Cabe

ressaltar que todas as coletas foram realizadas no periodo reprodutivo da planta.

68



Legenda
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Figura 15. Mapa cartogréafico com as coordenadas das UCs e marcagdo com alfinete dos locais
visitados durante as atividades de prospeccao dos exemplares de Eugenia uniflora L. (Adaptado do
INEA, 2023).
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Tabela 10. Coordenadas Geogréficas e registro dos exemplares de Eugenia uniflora L.
coletados nas diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro.

Exemplar Localidade Registro Coordenada Geografica
EUOL Antiga Embratel, Guaratiba RBR 56110 22°59'50" S, 43°36'14" W
EUO02 Estrada do Grumari, Grumari RBR 56109 23°02'57" S, 43°32'18" W
EUO3  Av. Estado da Guanabara, Grumari RBR 56108 23°02'52" S, 43°31'16" W
EU04 Praia do Secreto, Grumari RBR 56107 23°02'2" S, 43°29'35" W
EU05 Pedra Branca, Jacarepagua RBR 56106 22°55'58" S, 43°26'40" W
EU06 Av. Maysa, Marica RBR 56105 22°57'17" S, 42°53'6" W
EUO07 Av. Reginaldo Zeidan, Marica RBR 56104 22°57'33" S, 42°482" W
EU08 Praia de Jaconé. Saquarema RBR 56103 22°56'11" S, 42°38'46" W
EU09 Praia de Massambaba, Saquarema RBR 56102 22°56'2" S, 42°27'31" W
EU10 Praia Seca, Araruama RBR 56101 22°56'11" S, 42°18'49" W
EU11 Praia da Figueira, Arraial do Cabo RBR 56100 22°56'40" S, 42°08'58" W
EU12 Praia Grande, Arraial do Cabo RBR 56099 22°57'25" S, 42°03'2" W
EU13 Praia das Conchas, Cabo Frio RBR 56098 22°52'20" S, 41°59'5" W
EU14 Praia das Caravelas, Buzios RBR 56097 22°48'50" S, 41°57'16" W
EU15 Pier do Sahy, Sahy RBR 56096 22°56'16" S, 43°59'25" W
EU16 P. Real Resort, Conceicdo de Jacarei RBR 56095 23°02'6" S, 44°09'5" W
EUL7 Alameda dos Sabias, Pontal RBR 56094 22°56'52" S, 44°19'43" W
EU18 Praia dos Recifes, Angra dos Reis RBR 56093 22°56'52" S, 44°25'10" W
EU19 Praia Vermelha, Angra dos Reis RBR 56092 22°01'30" S, 44°30'2" W
EU20 Praia dos Coqueiros, Paraty RBR 56091 23°02'12" S, 44°33'24" W
EU21 Praia de Sdo Gongalo, Paraty RBR 56090 23°02'36" S, 44°37'15" W
EU22 Praia Areal do Taquari, Paraty RBR 5689 23°03'47" S, 44°40'41" W

As ferramentas utilizadas no trabalho de campo foram tesouras de poda, jornais,
barbante, sacos de papel, papeldo, placas de madeira, fita adesiva, bloco de nota e GPS. As
plantas escolhidas eram examinadas e as informacdes pertinentes como altura, habito,
vegetacdo, localizacdo e outros dados geograficos foram anotados. Posteriormente, foram
realizadas coletas das partes aéreas, principalmente ramos com folhas, flores e frutos, separando

alguns para a confecgéo das exsicatas e ndo excedendo 200g de material.
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O material vegetal foi armazenado em sacolas de papel, que foram perfuradas para
permitir a circulagdo de ar, além de alguns ramos que foram numerados sobre uma base
montada com madeira, papelao e recobertos em jornal, separados para confeccdo das exsicatas.
Tudo foi levado ao Laboratorio de Plantas Aromaticas e Medicinais da UFRRJ (LabPAM),
onde os materiais coletados foram colocados em uma estufa com circulagéo de ar (Eletrolab
HW500), em uma temperatura ajustada de 37°C + 1°C, durante 48h (Figura 16). Apds a
secagem, a parte separada montada no suporte com madeira foi levada ao herbario, alguns frutos
foram designados para o cultivo e as folhas foram utilizadas na extragéo dos OEs.

- |
" .:‘;g' :

ot -

Figura 16. Secagem das amostras coletadas em estufa com circulacdo de ar.

1.2. Confeccdo das exsicatas.

As plantas possuem uma origem e cada individuo da espécie deve ser devidamente
identificado. O primeiro passo para isso € a confeccdo da exsicata, que consiste na montagem
de uma amostra vegetal desidratada em um papel cartolina, contendo informacdes pertinentes
como a instituicdo do deposito, nimero do registro do espécime, etiqueta com informacdes
relativas ao local e caracteristicas do exemplar, envelope para deposicéo de frutos e sementes,
além de uma capa de protecdo para recobrir e proteger todo material. E importante citar que a
desidratacéo da planta tem o intuito de inativar enzimas que propiciam sua deterioracao e evitar
a contaminacdo por microrganismos, como fungos, resultando assim em uma conservacgao do

exemplar depositado. O local em que os espécimes sdo armazenados é o herbario, onde estéo
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disponiveis para a consulta como referéncia ou mesmo para serem utilizados em outros estudos
(ALMEIDA, 2011).

As amostras foram depositadas no herbario RBR-UFRRJ nos dias 06 de setembro de
2021, 18 de outubro de 2021 e 11 de novembro de 2021, conforme os exemplares montados
eram secos em estufa. Para fazer o registro, foi necessario preencher uma planilha no formato
“xls”, disponibilizada no site do herbério
(http://rbr.jbrj.gov.br/v2/validarplanilha_externo.php), com todas as informacdes reportadas na

planilha referentes as observagdes em campo. Apoés a identificacdo, as etiquetas foram geradas

e 0s registros inerentes a cada planta depositada, conforme mostrado na Tabela 10.

Além das etiquetas, para confeccao das exsicatas dos exemplares de E. uniflora foram
utilizados também alguns materiais como papel cartolina, fita adesiva, cola, lapis, tesoura e
papel protetor para recobrir a exsicata. Os ramos foram fixados no papel cartolina com o auxilio
das fitas adesivas, em duplicata ou triplicata, dependendo da amostra. Por sua vez, as etiquetas
foram coladas na parte inferior esquerda da cartolina e ao final as informac6es inerentes ao
nome cientifico da espécie da planta, sua familia e o0 nimero de tombamento foram inseridos
no papel protetor para o posterior registro de imagens e armazenamento das exsicatas no

herbério (Figura 17).
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http://rbr.jbrj.gov.br/v2/validarplanilha_externo.php

Figura 17. Exsicatas depositadas no herbario RBR-UFRRJ.

1.3. Regularizacdo da atividade de pesquisa.

A primeira etapa para realizagdo deste trabalho foi a regularizagio da atividade de
pesquisa com as autoridades ambientais competentes, responsaveis pelas areas de protecdo
(APAs), preservacdo e reserva ambiental visitadas durante os periodos de prospeccdo dos
exemplares nativos de Eugenia uniflora L. no Estado do Rio de Janeiro. A autorizacao referente
as unidades de conservacéo (UCs) estaduais foi conseguida junto ao Instituto Estadual do Meio
Ambiente (INEA), através do procedimento administrativo SEI-070002/003729/2021, oficio
SEI/ERJ — 18876019 - NI e autorizacdo n°023/2021, concedida no dia 29 de junho de 2021. J&
a autorizacdo para as UCs federais foi concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéao
da Biodiversidade (ICMBio) e Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO), com a autorizagdo n°78469-1, emitida no dia 13 de agosto de 2021. Os documentos

estdo disponiveis nos Anexos B e C.
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1.4,  Extracdo, secagem e pesagem dos 6leos essenciais.

As extracOes dos OEs foram realizadas no LabPAM, utilizando destiladores do tipo
Clevenger modificado em conjunto com mantas aquecedoras modelo Fisatom 102E para balGes
de fundo redondo com diametro de 131 mm e capacidade de 1000 mL (Figura 18A). As folhas
secas de pitangueira foram trituradas, uma vez que as cavidades secretoras estdo localizadas na
porcdo interna da epiderme do tecido foliar, utilizando um liquidificador Philco PLQ1400
(Figura 18B), sendo transferidas com o auxilio de uma espatula para um recipiente de plastico,
no qual foi pesado aproximadamente 40g do material vegetal triturado em uma balanca
centesimal modelo BEL Engineering M1702 (Figura 18C). Em seguida, todo contetdo foi
transferido para um baldo de fundo redondo de 1000 mL com um funil grande, que foi
preenchido com 400 mL de &gua destilada, previamente separada em um béquer graduado,
homogeneizando todo material com movimentos circulares e por fim acrescentando mais 100
mL de agua destilada com o auxilio de um pissete para retirar os residuos da parede do baldo e

completar 500 mL em volume.

Figura 18. Extracdo dos OEs de Eugenia uniflora L. (A) Equipamento Clevenger modificado. (B)
Liquidificador. (C) Balanca centesimal.
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Por sua vez, o baldo foi encaixado na manta de aquecimento e acoplado ao destilador.
A poténcia da manta foi previamente ajustada para que os destiladores operassem com a vasdo
de 2,5 mL/min de destilado. O tempo de destilagdo empregado no estudo foi de 2 h, contado a
partir do momento em que se observou a primeira gota de destilado em todas as extracées. Apos
este periodo, a destilacdo foi encerrada, o hidrolato dispensado e os OEs recolhidos em tubos
Falcon graduados de 50 mL, apds lavagem da vidraria com cerca de 2,5 mL de diclorometano,

para garantir que ndo houvesse perdas durante essa etapa.

Para a secagem dos OEs, foi utilizada uma pequena quantidade de NaxSO4 anidro em
papel de filtro, com o intuito de garantir a retirada de qualquer trago de umidade residual e, com
0 auxilio de uma pipeta Pasteur, os OEs foram pipetados e percolados gota a gota no sal, sendo
recolhidos em frasquinhos de vidro ambar previamente pesados e identificados com o codigo
de cada exemplar (Figura 19A). Outro sistema precisou ser montado, para a total retirada do
diclorometano, garantindo assim a pureza e estabilidade dos OEs. Nesse caso, 0s frasquinhos
foram colocados em um suporte fixado, com fluxo constante de gas N2 inerte, permitindo assim
um deslocamento no equilibrio e a saida do diclorometano, que era bem mais volatil (Figura
19B). Apobs a secagem, os OEs foram pesados em uma balanga analitica Shimadzu AUY 220,
fechados com tampa, batoque, vedados com fita parafilm e armazenados no congelador a
temperatura de -14°C (Figura 19C).

Figura 19. Secagem dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora L. (A) Secagem com Na SO, anidro.

(B) Sistema com fluxo de gas N.. (C) Frascos de vidros ambar vedados. (D) Balanca analitica.

Uma parte do material vegetal triturado foi separado e pesado em cerca de 2g, na

mesma balanca analitica utilizada na pesagem dos OEs, em cadinhos de metal previamente
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identificados (Figura 20D). Os cadinhos foram deixados em uma estufa (modelo Labtec LB
80-64), com uma temperatura ajustada em 102°C + 2°C durante 24h, até a massa se manter
constante. Apds isso, a massa de amostra vegetal seca foi pesada, possibilitando assim calcular
o teor de umidade (equacdo 1). Assim, a massa vegetal seca pesada para extracdo dos OEs pode
ser calculada (equacdo 2) e consequentemente o teor percentual dos OEs com base na matéria

vegetal seca (equacdo 3).
TU% = [1-(MAS/MAU)]*100 (1)
MES = mEU-(MEU*TU%) (2)
Teor % (m/m) = (MOE/mES)*100 (3)

Onde: TU% € o teor de umidade; mAS e mAU sdo as massas de amostra vegetal seca
e Umida pesadas no cadinho de metal, respectivamente; mES e mEU sdo as massas de amostra
vegetal seca calculada e Umida pesada para extracdo, respectivamente; mOE é a massa de OE

pesada.

1.5. Caracterizacao e quantificacdo dos OEs.

Essa etapa do trabalho consistiu na analise cromatografica dos OEs. Para isso, as
amostras foram preparadas no LabPAM, conforme os parametros estabelecidos no Anexo D,
antes de serem enviadas. Uma vez preparadas, as amostras foram encaminhadas a Central
Analitica Multiusuario do PPGQ — UFRRJ, onde foram realizadas as analises cromatogréaficas,
para a separacdo dos constituintes volateis presentes nos OEs. Para isso, foi utilizado um
cromatografo com fase gasosa (CG) acoplado a um espectrometro de massas (EM) de modelo
Shimadzu, QP-2010 Plus, com sistema de inje¢do automatica, em modo divisdo de fluxo (split)
e a temperatura do injetor foi de 250°C. Além disso, foi utilizada uma coluna capilar inerte
composta por 5% de fenil e 95% metilpolisiloxano da marca Agilent J&W VF-5ms 30 m x 0,25
mm x 0,25 um. O gas carreador utilizado foi hélio, com fluxo de ImL min. A temperatura do
forno foi programada em 50° C por 5 min com aumento em uma raz&o de 3° C min* até alcancar
120° C, depois com aumento em uma razdo de 5° C min? até alcancar 250° C e, por Gltimo,
com aumento em uma razdo de 15° C min* até alcancar 290° C, sendo mantida desse modo
durante 20 minutos. Em relacdo a espectrometria de massas, que foi utilizada para
caracterizacdo quimica, a temperatura ajustada para a interface foi de 310°C e para a fonte de
ions foi 250 °C. O detector utilizado foi do tipo quadrupolo e operou a 70 eV, com intervalo de
razdo massa/carga entre 40 e 400 m/z e a taxa de 0,5 scan s, em modo positivo. O volume de

amostra preparada injetado foi de 1 pL.
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A CG acoplada ao detector com ioniza¢do em chamas (CG-DIC) foi utilizada, com o
intuito de separar e quantificar as substadncias nos OEs. Nesse caso, 0S parametros
cromatograficos foram os mesmos estabelecidos na CG-EM. Para isso, foi utilizado um
cromatografo modelo HP 5890 Séries 11, com um DIC e também um injetor em modo split. A
temperaturas programadas foram de 250°C para o injetor de 290 °C para o detector. O volume
de amostra preparada injetado foi de 1 pL.

Ap0s as andlises, os cromatogramas e espectros de massa foram obtidos, permitindo a
elucidacdo dos constituintes quimicos presentes nos OEs e essa tarefa foi realizada de duas
formas. A primeira foi através da comparacao entre os espectros de fragmentacdo gerados pela
analise CG-EM e os presentes no banco de dados NIST, que sdo disponibilizados pelo proprio
programa do equipamento GCMSsolution versdo 4.42. A segunda maneira e utilizada
preferencialmente, foi a comparacdo entre os espectros de massas e 0s indices de retencdo
aritméticos (1A) calculados para cada substancia, frente aos disponibilizados na literatura, por
meio do livro publicado por Adams (2017), que disponibiliza de forma revisada os espetros das
substancias reportadas em trabalhos anteriores, alem dos métodos estabelecidos por Van den
Dool e Kratz (1963) para célculo do IA.

1.6.  Analises estatisticas e definicdo dos quimiotipos.

As andlises estatisticas empregadas neste capitulo foram as mesmas descritas no
capitulo anterior, assim como o critério de selecdo dos quimiotipos. Do mesmo modo, foram
consideradas representativas para a analise aquelas com concentragdo > 32% ou frequéncia >
5% e foi obtida uma matriz de dados com 22 OEs e 32 substancias (22X32). Para averiguar e
comparar as substancias dominantes nos OEs da espécie com a literatura, as mesmas foram
consultadas nas bases de dados descritas no capitulo anterior e também no artigo de revisdo de
Silveira et al (2021).

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise descritiva, os teores foram calculados com base na massa seca percentual
(m/m) e s&o mostrados na Tabela 11. Os gréficos referentes a distribuicdo dos dados amostrais

com intervalo de confianca de 95% e frequéncia sdo demonstrados na Figura 20.
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Tabela 11. Rendimentos e cores dos OEs de Eugenia uniflora L.

cobp? Localidade Cor Rendimento (%)
EUO1 Antiga Embratel, Guaratiba Amarelo claro 1,80
EU02 Estrada do Grumari, Grumari Amarelo claro 1,12
EUO3  Av. Estado da Guanabara, Grumari Branco 1,65
EU04 Praia do Secreto, Grumari Castanho escuro 0,51
EU05 Pedra Branca, Jacarepagua Amarelo claro 0,34
EU06 Av. Maysa, Marica Incolor 1,01
EU07 Av. Reginaldo Zeidan, Marica Incolor 0,95
EU08 Praia de Jaconé. Saquarema Castanho escuro 0,26
EU09 Praia de Massambaba, Saquarema  Castanho escuro 0,37
EU10 Praia Seca, Araruama Castanho escuro 0,32
EU11 Praia da Figueira, Arraial do Cabo Branco 2,81
EU12 Praia Grande, Arraial do Cabo Branco 2,66
EU13 Praia das Conchas, Cabo Frio Castanho escuro 0,71
EU14 Praia das Caravelas, Buzios Castanho escuro 0,57
EU15 Pier do Sahy, Sahy Branco 1,79
EU16 P. Real Resort, Conceicdo de Jacarei Branco 0,71
EU17 Alameda dos Sabias, Pontal Verde opaco 0,66
EU18 Praia dos Recifes, Angra dos Reis Branco 1,05
EU19 Praia Vermelha, Angra dos Reis Incolor 0,75
EU20 Praia dos Coqueiros, Paraty Branco 1,75
EU21 Praia de Sdo Gongalo, Paraty Branco 1,37
EU22 Praia Areal do Taquari, Paraty Incolor 0,73

aCodigo de identificacdo utilizado para distinguir cada exemplar, bem como seus respectivos OEs, nas analises

realizadas no trabalho
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Figura 20. Distribuicdo dos teores percentuais dos OEs de pitangueira. (A) Frequéncia com média e
intervalo de confianca de 95%. (B) Frequéncia com 1°quartil, 3°quartil e mediana.

Os teores percentuais registrados para os OEs de pitangueira variaram entre 0,26% e
2,81% e, levando em consideracdo que o tempo de extracdo empregado foi de 2 horas para
todos os exemplares coletados, foi bastante satisfatorio. O desvio padréo foi de 0,72 demonstrou
que os valores tiveram uma dispersao 6tima dentro do conjunto de dados. Também foi aferida
uma diversidade entre os rendimentos, sendo que o intervalo dos valores entre 0,3% e 1,2%, foi
0 que apresentou a maior frequéncia de distribuicdo e as plantas que propiciaram 0s maiores
rendimentos foram EU11 e EU12, as duas coletadas em Arraial do Cabo, com 2,81% e 2,66%,
respectivamente e ambos com cor branca. As diferentes cores dos OEs estdo ilustradas na
Figura 21.

Figura 21. Cores dos OEs de Eugenia uniflora L. sendo: (a) amarelo claro, (b) branco, (c) castanho

escuro, (i) incolor e (v) verde opaco.

Os OEs de coloragao castanha foram os que tiveram os menores rendimentos, variando

entre 0,26% e 0,71% e foram mais frequentes nos exemplares da regido da Baixada Litoranea.
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Os que apresentaram cor amarelo claro tiveram maior frequéncia nos individuos da Regido
Metropolitana, com teores entre 0,34% e 1,8%. Ja os OEs relativos as plantas da Regido da
Costa Verde, tiveram predominancia entre as cores branca, incolor e uma amostra com cor

verde opaco, com os teores variando entre 0,71% e 2,81%.

Além disso, cabe salientar que teores percentuais observados nos OEs do presente

estudo, foram muito semelhantes aos da literatura, conforme ilustrado na Figura 22.
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Figura 22. Grafico do tipo boxplot com distribuicdo dos teores percentuais dos OEs de pitangueira:
Dados “in situ” (cinza escuro), dados da literatura (cinza claro). Média (+)

De fato, enquanto na literatura a distribuicdo entre o primeiro quartil, mediana e
terceiro quartil foi de 0,28%, 0,7% e 1,3%, respectivamente, nos dados observados no estudo
“in situ” essa distribuigdo foi de 0,56%, 0,85% e 1,68%, respectivamente, ndo tendo uma
diferenca significativa (p > entre os percentuais. A variacdo entre os valores minimo e maximo
de 0,1% e 2,06%, respectivamente, além da média de 0,85% na literatura, bem como 0 minimo
e maximo de 0,26% e 2,81%, respectivamente, além da média de 1,09%, também nédo

demonstraram diferenga significativa.

As informacdes acerca do perfil quimico dos OEs extraidos das folhas dos exemplares
de E. uniflora coletados nas diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro estdo disponiveis
na Tabela 12. Do mesmo modo que no capitulo anterior, foram consideradas para o trabalho
apenas as substancias identificadas e representativas, ou seja, concentragdo > 5% ou frequéncia
>32%.
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Tabela 12. Perfil quimico dos OEs dos exemplares de Eugenia uniflora L. coletados nas diferentes regifes do Estado do Rio de Janeiro.

A?  Substancias IAm® EUO1 EUO02 EU03 EUO04 EUO5 EU06 EUO7 EU08 EU09 EU10 EU1l EU12 EU13 EU14 EU15 EU16 EU17 EU18 EU19 EU20 EU21 EU22
1 Mirceno 988 0,5 0,9 1,8 - - 1,7 - - 1,2 - - - 0,5 0,5 0,6 4,5 - - 0,4 - - 0,8
2 (2)-p-Ocimeno 1032 0,6 2,5 - - - 55 - - 0,9 - - - - - - 4,0 0,3 - 0,8 0,3 - 14
3 (E)-B-Ocimeno 1044 15 54 0,3 - - 12,3 1,1 1,1 15 - 0,3 0,4 - - 0,5 9,2 0,7 0,5 2,0 0,7 0,7 2,9
4 -Elemeno 1335 0,6 0,4 0,9 - - - 1,2 - - - 0,4 0,2 - - 0,6 - - 0,4 0,3 0,6 - -
5 B-Elemeno 1389 7,6 8,3 6,6 0,5 7,0 4,9 7,3 0,8 - - 2,9 2,8 - - 4,9 3,9 7,8 4,5 44 47 44 4,5
6 (E)-Cariofileno 1417 4,3 4,2 9,2 2,0 11,8 8,5 0,4 4,6 3,8 0,6 0,9 1,1 1,2 1,2 0,7 15 4,1 - 1,8 2,6 2,5 4,9
7  y-Elemeno 1434 34 2,0 2,3 - - 14 3,5 - - - 2,3 1,6 - - 1,8 0,7 4,9 31 2,4 1,6 1,8 2,1
8 allo-Aromadendreno 1458 - - - - - - - - - 13,4 - - - 101 0,2 - - - - - - -
9  9-epi-(E)-Cariofileno 1464 0,4 0,4 0,1 7,1 1,3 0,6 - 12,1 8,0 - 0,2 0,1 - - 3,0 - - 0,2 0,2 0,2 - 0,6
10 Germacreno D 1480 34 4,3 4,5 19 - 3,6 1,0 - - - 1,8 13 - - - 2,0 3,0 2,0 1,9 2,3 1,8 1,4
11 Widdra-2,4(14)-dieno 1481 - - - - - - - - - - - - 8,0 - - - - - - - 03 -
12  Viridifloreno 1496 - - - - - - 53 15 - - - - - - - - - - - - - -
13 B-_S_el!neno/ 1490[1 - - - - - 26,3 - - - - 0,5 0,6 - - 0,1 - - 0,2 - - - -
Viridifloreno 496

14 Curzereno 1499 348 347 307 - - 85 183 - - - - - - - 70,2 484 - 602 727 788 769 56,6
15 Biciclogermacreno 1500 - - - 1,4 6,8 - 15,8 1,7 - - 1,7 1,9 0,4 - - - - - - - - -
16 Germacreno A 1508 05 4,2 8,6 - - 0,5 0,8 - - - 0,2 0,2 - - 0,6 0,2 2,0 0,3 0,6 0,6 0,5 0,2
17  o-Bulneseno 1509 - - - - 6,2 - - - - - - - - - - - - - - - - -
18 &-Amorfeno 1511 0,3 0,4 0,1 1,5 - 0,6 - - - - - 0,1 - 1,1 0,3 - - 0,2 - - - -
19 §-Cadineno 1522 - - - 58 - - - 2,6 2,1 15 0,2 - 4,0 41 - - - 0,3 0,1 0,2 - -
20 Germacreno B 1559 9,4 7,2 8,8 - - 59 10,2 - - - 59 3,5 0,5 - 4,8 3,6 105 64 5,0 3.4 41 58
21 Espatulenol 1577 1,6 2,0 1,7 10,7 16,7 0,6 0,5 269 305 36,7 - 0,3 212 294 0,3 1,2 1,0 0,2 0,8 0,2 1,1 6,0
22 Oxido de Cariofileno 1582 0,2 0,3 0,8 1,0 4,8 - - 10,0 8,2 5,9 - - 6,2 8,3 - 0,1 0,3 - 0,1 - 0,3 1,7
23 Globulol 1590 - - - - - 1,3 2,6 - - - - 0,3 - - - - - 0,6 0,6 0,3 0,7 14
24 Viridiflorol 1592 - 0,6 0,8 - 0,5 1,2 2,9 - - 11 - 0,4 - - 0,7 0,5 0,5 0,3 0,6 0,3 0,6 1,2
25 (';’i':#_rf_'g_'(‘)‘ilo(l‘l)' 1630 - - - 54 - - - 37 47 20 - - - - - - - - - - - -
26 gi’);”;'l*&?(ll)'me”' 1632 - - - - - - - - - . 564 557 139 62 - -4 - - - - -
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Tabela 12. (Continuag&o).

27  epi-a-Muurolol 1640 0,9 - - 3,2 2,2 - - 2,2 - - - - 4,2 31 - - - - - - - 14
28 «a-Cadinol 1652 - 0,9 0,1 55 11 0,8 0,7 2,9 2,9 15 0,2 0,2 47 45 - - 0,6 - - - - -
29 Furanodieno 1666 - - - - - 2,0 - - - - - - - - 19 0,4 - - 2,4 2,1 2,8 2,3
30 Germacrona 1693 0,9 - 0,1 - 0,4 - 2,1 - - - 1,6 0,4 - 1,0 52 102 10 114 - - - -
31 Amorfa-4,9-dien-2-ol 1700 - - - 35,0 - - - 0,8 - 2,0 - - 1,3 - - - - - - - - -
32 5?9%53:&*13’7(11)' 1746 - - - . . . . . . . 215 258 147 98 - . 15 - - - - -
Substancias ndo citadas 29,0 212 243 191 412 143 257 290 361 353 29 31 19,2 206 37 9,9 7,2 9,3 2,8 1,2 1,3 4,8
Monoterpenos ndo oxigenados 2,6 8,8 0,3 - - 19,6 1,1 1,1 3,6 - 0,3 0,4 0,5 0,5 1,2 18,6 14 0,5 3,9 1,0 0,7 6,0
Monoterpenos oxigenados - - 0,1 - - 1,1 1,1 2,6 1,5 - 0,3 - - - - - - - - - - -
Sesquiterpenos ndo oxigenados 334 315 413 236 410 525 467 232 144 155 170 136 170 185 168 11,7 345 180 168 164 155 195
Sesquiterpenos oxigenados 448 443 380 685 360 159 303 515 616 60,7 812 841 705 698 812 679 628 80,7 788 823 835 72,6
Nao identificados 192 154 203 80 231 109 209 216 189 237 1.2 19 120 113 08 1,8 13 0,8 0,5 0,3 0,3 1,9
Total de elucidagéo 857 778 846 714 828 846 846 621 700 571 800 821 690 786 909 905 926 957 913 950 938 833

Foram selecionadas para a matriz de dados as substancias com concentragdo > 5% e/ou frequéncia > a 32%, consideradas com representatividade dentro dos respectivos OEs.

aNumerag&o das substancias em ordem crescente com base em seu indice de retencéo. indice de retenco aritmética tedrico.
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Ao todo foram identificadas 132 substéncias, dentre as quais 32 foram consideradas
representativas de acordo com os critérios estabelecidos. Em média, as classes de substancias
predominantes foram os sesquiterpenos oxigenados (62,1%), sesquiterpenos ndo oxigenados
(24,5%), monoterpenos nao oxigenados (3,3%) e monoterpenos oxigenados (0,3%). Esses
percentuais foram muito proximos e condizentes com os OEs da espécie reportados na
literatura, confirmando assim um dominio dos sesquiterpenos frente as demais classes de

substancias.

Apesar dos monoterpenos terem uma menor representatividade na maioria dos OEs
observados, € interessante citar que as amostras referentes a EU06, proveniente de Marica e
EU16, proveniente de Conceicdo de Jacarei, tiveram uma presenca relevante dessa classe, com
19,6% e 18,6%, respectivamente. Do mesmo modo, a amostra EUO6 foi a que teve o maior
predominio de sesquiterpenos ndo oxigenados, com 52,5%, assim como EUO07, também com
exemplar de Marica, com 46,7%, seguido por EUO3 e EUO05, com 41,3% e 41,0%,
respectivamente, ambos da Regido Metropolitana. Nos artigos analisados, também foram
averiguadas algumas amostras com maior percentual de sesquiterpenos nao oxigenados, como
em L17 de Victoria et al (2013) com 56,8%. Em todos os OEs dos demais exemplares oriundos
das trés regides, foi constatada uma abundancia de sesquiterpenos oxigenados, em comparagado
com as demais classes. Os maiores percentuais foram observados em EU12, EU21 e EUZ20,
com 84,1%, 83,5% e 82,3%, respectivamente.

As substancias majoritarias, presentes nos OEs caracterizados dos diferentes
exemplares de pitangueira coletados, estdo ilustrados na Tabela 13 e as estruturas sdao

mostradas na Figura 23.
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Tabela 13. Distribuigéo percentual das 12 substancias com maior teor percentual nos OEs dos
exemplares de Eugenia uniflora L. coletados nas diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro.

B® Substancia Menor Maior Média Mediana Fas®  Frewd
1 Curzereno 8,5 78,8 49,2 52,5 12 55
2 Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 6,2 56,4 34,7 41,1 5 23
3 Espatulenol 0,2 36,7 9,0 1,6 21 95
4  Amorfa-4,9-dien-2-ol 0,8 35,0 9,8 1,6 4 18
5  pB-Selineno/viridifloreno 0,1 26,3 55 0,5 5 23
6 Epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 9,8 25,8 17,3 14,7 5 23
7  Biciclogermacreno 0,4 15,8 4,2 1,7 7 32
8  Allo-Aromadendreno 0,2 13,4 79 10,1 3 14
9 (E)-B-Ocimeno 0,3 12,3 2,4 1,1 17 77
10 9-epi-(E)-Cariofileno 0,1 121 2,3 0,4 15 68
11 (E)-Cariofileno 0,4 11,8 34 2,5 21 95
12 Germacrona 0,1 11,4 3,1 1,0 11 50

aNumeragdo das substancias com 0s maiores teores percentuais, em ordem decrescente. °Frequéncia absoluta.

°Frequéncia relativa percentual.

PN Q N #°
- W, T
“Y \ \( \,‘/

(1) Curzereno (2) Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (3) Espatulens!

(4) Amorfa-4,9-dien-2-0l

Figura 23. Estruturas das substancias com os maiores teores percentuais nos OEs dos diferentes
exemplares de Eugenia uniflora L.

Os constituintes quimicos que apresentaram 0s maiores teores nos OEs analisados
foram curzereno (78,8%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (56,4%), espatulenol (36,7%) e amorfa-
4,9-dien-2-ol (35,0%). E pertinente ressaltar que, com exce¢do das duas primeiras substancias,
as outras duas posicionadas dentre as quatro com 0s maiores teores, ndo foram reportadas na

literatura com os teores observados neste trabalho.
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Assim como descrito na bibliografia, as duas primeiras substéancias em teor sdo

majoritariamente sesquiterpenos oxigenados, formadas por trés unidades de isopreno, ciclicas

e com grupos cetona e epoOxi, repectivamente, bem como a terceira e a quarta possuem

grupamento hidroxila. Ademais, o espatulenol foi uma substancia que, além dos teores

relevantes demonstrados nas analises, teve uma frequéncia de 95%, sendo uma das substancias

com as maiores frequéncias nos OEs extraidos, como exemplificado na Tabela 14 e as

estruturas na Figura 24.

Tabela 14. Distribuicdo percentual das 12 substancias com maior frequéncia nos OEs dos
exemplares de Eugenia uniflora L. coletados nas diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro.

B® Substancia Menor Maior Média Mediana Fas®  Freio®
1  Espatulenol 0,2 36,7 9,0 1,6 21 95
2  (E)-Cariofileno 0,4 11,8 34 2,5 21 95
3  B-Elemeno 0,5 8,3 4,9 4,6 18 82
4  (E)-B-Ocimeno 0,3 12,3 2,4 11 17 77
5 Germacreno B 0,5 10,5 5,9 5,8 16 73
6  9-epi-(E)-Cariofileno 0,1 121 2,3 0,4 15 68
7  Oxido de Cariofileno 0,1 10,0 3,2 1,0 15 68
8 Germacreno A 0,2 8,6 1,3 0,5 15 68
9 y-Elemeno 0,7 4.9 2,3 2,1 15 68
10 Germacreno D 1,0 45 2,4 2,0 15 68
11 Viridiflorol 0,3 2,9 0,8 0,6 15 68
12 o-Cadinol 0,1 55 19 1,0 14 64

aNumeracdo das substdncias com as maiores concentragdes, em ordem decrescente. °Frequéncia absoluta.

°Frequéncia relativa percentual.

=
X

(2) (E)-Cariofileno

=

(3) f-Elemeno

(5) Germacreno B

W

4) (E)-p-Ocimeno

Figura 24. Estruturas de algumas das substancias com as maiores frequéncias nos OEs dos diferentes
exemplares de Eugenia uniflora L.

85



As substancias com as maiores frequéncias relativas percentuais, presentes nos OEs
de pitangueira analisados foram espatulenol (95%), (E)-cariofileno (95%), B-elemeno (82%),
(E)-B-ocimeno (77%) e germacreno B (73%). Esses constituintes quimicos também foram
reportados com frequéncia alta na literatura, sendo as principais majoritariamente
sesquiterpenos ndo oxigenados ciclicos, com excecao do (E)-B-ocimeno, que é um monoterpeno
ndo oxigenado, de cadeia aberta e formado por duas unidades de isopreno. O espatulenol e 0
(E)-cariofileno, tiveram uma frequéncia um pouco maior nas amostras analisadas, em
comparacdo com os artigos selecionados, mas muito significativa em ambos 0s casos, embora

ndo seja possivel afirmar que sdo marcadores quimicos da espécie.

A Figura 25 mostra a relacdo entre a distribuicdo dos teores percentuais e das
frequéncias de algumas das substancias mais relevantes que foram observadas na literatura e no

presente estudo.
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Figura 25. Grafico boxplot com distribuicdo dos teores percentuais e frequéncias de algumas
principais substancias identificadas nos OEs de pitangueira: Dados “in situ” (cinza escuro), dados da
literatura (cinza claro). Média (+)

E importante mencionar que as substancias mostradas na figura 25 apresentaram teores
ou frequéncias importantes em ambas as situacdes. O curzereno, que é produto do rearranjo
térmico do furanodieno na analise CG-MS, apresentou frequéncia de 55% na literatura e 63%

no estudo “in situ”, que foi relativamente semelhante. Contudo, também demonstrou diferenca
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significativa na distribuicdo percentual dos teores com primeiro quartil, mediana e segundo
quartil de 5,8%, 19,3% e 47,3%, respectivamente, bem como média 26,8% nos dados da
literatura, bem como primeiro quartil, mediana e segundo quartil de 31,7%, 52,5% e 72,08%.
Respectivamente, bem como média de 49,23% nos dados “in situ”. Em ambos os casos algumas
amostras apresentaram um predominio dessa substancia frente as demais, mas a literatura teve

mais amostras com menor percentual desse composto quimico.

Outras duas substancias que apresentaram perfis de distribuicdo semelhantes foram a
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona que, na maioria dos casos,
foram identificadas nas mesmas amostras. As frequéncias percentuais dessas substancias foram
de 38% para a primeira e 42% para a segunda 23% na literatura e de 23% para ambas as
substancias no presente estudo, apresentando relativa diferenga. As distribuices percentuais
guanto aos teores ndo apresentaram diferenca significativa entre os dados da literatura e “in
situ” para ambas as substancias, com médias de 29,7% e 34,7% (selina-1,3,7(11)-trien-8-ona),
bem como 20% e 17,3% (epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona), no primeiro e segundo conjuntos
de dados, respectivamente. Entretanto, foi possivel observar que no caso das amostras com
presenca de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona deste estudo, ainda que com frequéncia um pouco
menor que na literatura, foram de amostras com predominio desta substancia em relacéo as

demais.

Ja no caso da germacrona, houve uma relativa diferenca entre as frequéncias
percentuais, sendo identificada em um maior nimero de amostras (79%), nos artigos
selecionados, em comparagdo com o0s dados deste estudo (50%). N&o foi demonstrada uma
diferenca significativa entre a distribuicdo percentual dos teores dessa substancia em ambos 0s
casos, embora foram identificadas mais amostras na literatura com niveis significativos da

mesma.

O espatulenol apresentou uma frequéncia relativamente superior nos OEs analisados
nesse trabalho (95%) em comparacao com a literatura (63%), possuindo valores altos em ambos
0s casos. Contudo, a substéancia foi identificada em um maior nimero de amostras com maiores
teores nesse estudo, em comparacgao ao observado na literatura, que tinham um grande nimero

de amostras com teores menos expressivos desse constituinte.

O (E)-cariofileno e o germacreno B, foram duas substancias que ndo demonstraram
diferenga significativa na distribuicdo entre os teores encontrados nas amostras, tanto da
literatura, como no estudo “in situ”, ndo demonstrando niveis tdo expressivos em nenhum dos

dois casos, se comparado com outras substancias identificadas com maiores teores. Contudo,
88



apresentaram frequéncias expressivas em ambos 0s conjuntos de dados, sendo que o (E)-
cariofileno teve uma frequéncia maior nos OEs desse estudo (95%) e o0 germacreno B teve

maior frequéncia nos OEs dos artigos selecionados da literatura (83%).

Por fim, o B-elemeno foi um constituinte que também apresentou uma frequéncia
elevado tanto nos OEs desse trabalho (95%) como na literatura (79%). Contudo, foi observada
uma diferenca significativa na distribuicdo percentual dos teores, tendo um maior nimero de
amostras com niveis relevantes desse constituinte nos OEs apresentados nesse capitulo, em

comparagdo com os OEs da literatura.

Aplicando os critérios previamente estabelecidos no capitulo anterior, para definigdo
dos quimiotipos para os OEs da espécie, com base na dominancia de uma ou mais espécies em

cada amostra, a Tabela 15 foi construida.

Tabela 15. Quimiotipos encontrados nos OEs dos exemplares de Eugenia uniflora L. coletados
nas diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro.

Amostras Quimiotipo? bArea (%)

EU20 (PARATY - RJ); EU21 Curzereno® (78,8%; 76,9%; 72,7%; 70,2%;
(PARATY - RJ); EU19 (ANGRA 60,2%; 56,6%; 48,4%; 34,8%;
DOS REIS - RJ); EU15 (SAHY - RJ); 34,7% e 30,7%)

EU18 (ANGRA DOS REIS - RJ);
EU22 (PARATY -RJ); EU16
(CONCEICAO DE JACAREI- RJ);
EUO1 (GUARATIBA - RJ); EU02
(GRUMARI - RJ); EU03 (GRUMARI
-RJ)

EU11 (ARRAIAL DO CABO - RJ); Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/ (56,4%/21,5%; 55,7%/25,8%)
EU12 (ARRAIAL DO CABO - RJ) Epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona

EU17 (PONTAL - RJ) Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (41,1%)

EU10 (ARARUAMA - RJ); EU09 Espatulenol (36,7%; 30,6%; 29,4%; 26,9%)
(SAQUAREMA - RJ); EU14

(BUZIOS - RJ); EU08

(SAQUAREMA - RJ)
EU04 (GRUMARI - RJ) Amorfa-4,9-dien-2-ol (35%)

EUO05; EUO06; EU07 e EU13 Indefinido ou misto Variavel

2A definicdo de quimiotipo ndo é clara na literatura e foram escolhidos baseados na metodologia de Nascimento
(2021), sendo: quimiotipo A se A>2B e A>25%; quimiotipo A/B se B>2C e B>15%; quimiotipo A/B/C se C>2D
e C>10% e nos demais casos, indefinido ou misto. "Area percentual correspondente aos picos observados nos
cromatogramas para cada substancia. A substania curzereno é produto de rearranjo térmico do furanodieno na

andlise cromatografica com rampa de aquecimento.
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O estudo mostrou resultados surpreendentes nessa fase, pois dos 22 OEs analisados,
18 eram abrangidos por algum grupo quimiotipo definido e apenas 4 indefinidos. Ao todo,
foram identificados 5 quimiotipos, sendo 2 deles inéditos e as substancias desses Ultimos ndo
foram encontradas com a dominancia observada em nenhum trabalho publicado até a data da
realizacdo dessa pesquisa. Cabe enfatizar também que o quimiotipo curzereno, que é produto
do rearranjo térmico do furanodieno na anélise cromatografica com rampa de aquecimento,
assim como foi observado nos artigos selecionados, foi 0 que apresentou 0 maior predominio
desse constituinte frente as demais substancias, tendo a amostra EU20, cujo exemplar é
proveniente de Paraty, com maior teor de 78,8%, bem proximo ao teor visto em L18 de Chang
et al (2011), com 85,1%. Além disso, esse quimiotipo foi 0o que teve o maior nimero de
representantes, sendo 10 ao todo, a maioria de exemplares localizados na Regido da Costa

Verde e trés da Regido Metropolitana.

Ja os OEs EU11l e EU12, ambos de exemplares coletados em Arraial do Cabo,
apresentaram niveis elevados de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona/epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-
ona, com 56,4%/21,5% e 55,7%/25,8%, respectivamente e ambas as amostras foram as que
apresentaram 0s maiores rendimentos em comparagdo com os demais OEs extraidos nesse
estudo. O que também foi muito relevante é que o quimiotipo dessas substancias com o0s
maiores niveis foi reportado no estudo de Morais et al (1995) com 48,5%/17,3%, ou seja, niveis
menores que os observados na andlise. No caso de EU17, ele foi configurado como um
quimiotipo com predominancia apenas da substancia selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (41,1%), uma
vez que a forma oxidada dessa substancia foi detectada em niveis menos expressivos nessa
amostra (14,5%).

Um destaque nessa investigacdo foi o quimiotipo espatulenol, que além de ser inédito,
teve 0 segundo maior numero de representantes, sendo 4 ao total. Todos os OEs com a
prevaléncia significativa dessa substancia frente as demais foram EU10, EUQ9, EU14 e EUOS,
com teores percentuais de 36,7%, 30,6%, 29,4% e 26,9%, respectivamente e todos foram
referentes aos exemplares coletados na Regido da Baixada Litoranea. O maior teor de
espatulenol encontrado em um OE do espécime foi relatado no artigo de Sobeh et al (2016), em
L15 no Egito, com 15,8%, significativamente inferior aos niveis observados nos quimiotipos
desse estudo. E interessante citar que todas as plantas, referentes a esses quimiotipos, foram
coletadas em local com vegetacdo do tipo restinga, solo arenoso, clima quente e tempo
ensolarado, sendo estes os fatores edafoclimaticos, que podem influenciar na expressdo de

determinadas substancias, podendo estas estarem presentes nos OEs (JOSE et al, 2015). Outro
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quimiotipo inédito foi o amorfa-4,9-dien-2-ol, cuja substancia ndo foi descrita em niveis
superiores a 5% em nenhum trabalho anterior e foi encontrado com o teor de 35% no OE EU0A4.
Esse quimiotipo é referente a um exemplar de pitangueira localizado em uma formacao rochosa,
localizado em Grumari, clima quente e exposta a luz solar no momento da coleta, sendo fatores
que também podem influenciar na expressdo de determinadas substancias pela planta, como

citado anteriormente.

Também ¢é interessante mencionar o quimiotipo indefinido, referente a coeluigéo entre
as substancias [3-selineno e viridifloreno, encontrado no OE EU06, com concentragéo de 26,3%.
Ambos os constituintes foram identificados com uma boa frequéncia na bibliografia publicada,
mas em teores percentuais baixos na grande maioria dos casos. Embora a substancia -selineno
tenha sido relatada no levantamento de Silveira et al (2021) com 25,9%, ele na verdade referiu-
se ao artigo de Peixoto et al (2009) em que a extracdo foi realizada por fluido supercritico e,
portanto, a amostra em questdo nao pode ser considerada como OE, de acordo com a norma

estabelecida pela ISO 9235 de 1997, seguida por esse trabalho.

Assim como no capitulo anterior, para a representacdo visual dos teores das
substancias na analise de correlacdo entre os OEs dos exemplares de E. uniflora coletados nas
trés regides mapeadas do Estado do Rio de Janeiro, foram construidos graficos de colunas
empilhadas, em cores, com o auxilio do programa Microsoft Excel (Figura 26). Foram
consideradas as substancias com area > 21% e frequéncia > 60%, além da germacrona e do
biciclogermacreno que foram selecionadas no capitulo anterior. Isso foi feito com o intuito de
facilitar a visualizagdo da diversidade entre as diferentes amostras, em conjunto com a analise
AAH.
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Figura 26. Graficos de colunas empilhadas com cores, representando as substancias com 0s maiores

tores nos OEs dos exemplares de Eugenia uniflora L. coletados no Rio de Janeiro.

A matriz de dados amostrais foi construida com os mesmos critérios estabelecidos de
representatividade das substancias nos respectivos OEs, abordados no capitulo anterior. Assim,
foi obtida uma matriz (22X32), considerando os constituintes quimicos com concentra¢ao > 5%

e/ou frequéncia > 32%.

Assim como no capitulo I, O teste de Mardia foi aplicado para verificacdo da
distribuicdo simétrica e da curtose, apresentando resultados com p<0.001 e confirmando a
hipétese ndo normalidade. Os dados também precisaram ser normalizados e 0 método
empregado que apresentou o melhor delineamento também foi a normalizacdo por raiz

quadrada dos dados amostrais.

A analise da consisténcia, realizada com base na relacdo entre a matriz fenética e
cofenética foi de 0.9601 (96%), ou seja, uma correlagdo excelente entre as matrizes, uma vez
que a correlacdo e considerada satisfatdria se for maior ou igual a 0,7 e a observada nas anélises
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foi proxima a 1. Por fim, O nimero de grupos 6timos presentes no dendrograma (Figura 28)
gerado pelo método UPGMA dos OEs de Eugenia uniflora L. também foi dado pelo método
de Kelley et al (1996), sendo que o ponto de corte adequado possibilitou a formacao de 6 grupos
(Figura 27).

kgsUPGMA
16 20 22
| |
(o]
@]
o]
(o]

14

names(kgsUPGMA)

Figura 27. Anélise de grupos 6timos KGS para os OEs de Eugenia uniflora L.
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Figura 28. Dendograma dos OEs de Eugenia uniflora L.
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No dendrograma, os diferentes OEs de pitangueira foram agrupados e 0S grupos
formados com base na similaridade entre os teores das substancias presentes nas amostras
analisadas. Os grupos | e 1V, com EUO6 e EUO04, respectivamente, foram 0s que mais se
distanciaram dos demais, sendo o primeiro representado pela amostra com dominéncia de -
selineno e viridifloreno, além de niveis relevantes de (E)-B-ocimeno e curzereno, e 0 segundo
pelo quimiotipo que néo foi reportado em literatura com dominancia de amorfa-4,9-dien-2-ol,

além de niveis significativos de allo-aromadendreno, germacreno A e espatulenol.

O grupo 11, com as ressalvas do “rearranjo de Cope” na analise cromatografica, foi
formado majoritariamente pelas amostras que apresentaram 0s maiores teores percentuais de
curzereno, tendo 11 representantes ao total, ou seja, metade das amostras analisadas, das quais
10 foram quimiotipos da substancia. Os OEs EU19 e EU20, além de EU21, foram agrupados
proximos também por possuirem teores semelhantes de p-elemeno e germacreno B, enquanto
EU22 se distanciou dessas trés por também possuir um nivel pertinente de espatulenol. Por
outro lado, EUOL e EUO2 também se aproximaram devido aos niveis proximos de -elemeno e
germacreno B, mas com teores um pouco menos expressivos de curzereno no grupo. Isso foi
verificado também nos artigos selecionados, em que as amostras L14, L18, L6 e L16, foram
agrupadas préximas com niveis parecidos desses dois Ultimos constituintes, além do
predominio de curzereno. EU03 também se aproximou de EUO1 e EUQ2, pelos teores analogos
de curzereno e B-elemeno, mas se distinguiu um pouco de ambas por apresentar quantidades

importantes de (E)-cariofileno e germacreno A.

Ainda no grupo Il, as amostras EU15 e EU18 se posicionaram adjacentes devido a
fracdes similares de germacrona. Ainda que o OE EUL6, tenha apresentado uma certa
proporcdo dessa Ultima substancia citada, ele se distanciou por possuir também um nivel
relevante de (E)-B-ocimeno. Cabe ressaltar que os OEs elucidados por Junior et al (2021),
Sviech et al (2018) e Pereira et al, 2017, também demonstraram um alto percentual de
germacrona, embora, como relatado anteriormente, essa substancia também seja um produto do
“rearranjo de Cope”. A amostra EUQO7 foi a que mais se distanciou dentro do grupo, sendo a
unica que néo foi quimiotipo curzereno, com niveis menos expressivos desse composto, além

de também possuir um bom teor de biciclogermacreno.

Outra observacdo interessante foi relacionada ao grupo I1l, que foi formado pelos OEs

EU11 e EU12, em que ambos sé@o quimiotipos com predominio de selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona/epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e se aproximaram também pela similaridade, além dessas
substancias, de germacreno B e B-elemeno. Da mesma forma, EU17 também foi um
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representante desse grupo, mas se distinguiu por uma maior proporcdo de selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona, frente aos demais constituintes, sendo quimiotipo da mesma. Na bibliografia, foram
reportados muitos OEs de pitangueira com teores expressivos dos compostos majoritarios desse
grupo, como foi com L7, L13, L24, L8, L12, L10 e L11, que foram representantes no mesmo

grupo por essa razéo.

Finalmente, os grupos V e VI foram gerados com base nos teores percentuais
expressivos e similares de espatulenol. O grupo VI teve 4 representantes, incluindo os
quimiotipos EU08 e EUQ9, que se aproximaram devido a niveis semelhantes também de 9-epi-
(E)-cariofileno e 6xido de cariofileno. Outro quimiotipo espatulenol presente nesse grupo foi o
EU10, que se distanciou devido a quantidade consideravel de allo-aromadendreno detectada
nessa amostra. O OE que mais se afastou dos demais nesse grupo, foi o EU05, pois nédo
apresentou teor de espatulenol a nivel de quimiotipo e ainda quantidades relevantes de (E)-
cariofileno, B-elemeno e biciclogermacreno. O grupo V possui 2 representantes, EU13 e EU14,
sendo o segundo quimiotipo da substancia. Ambos também demonstraram teores semelhantes
de epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona. Como mencionado, a maioria dos trabalhos publicados
ndo demonstraram OEs com teores expressivos de espatulenol, com excegéo de L15, que teve
0 maior teor mencionado, ainda que bem menor em comparagdo com 0s quimiotipos inéditos

presentes nesses dois grupos.

Assim como no capitulo anterior, a realizacdo da analise ACP foi tentada. Semelhante
ao que foi observado com os dados trabalhados nos artigos selecionados, os OEs dos
exemplares de pitangueira coletados para esse estudo também apresentaram uma diversidade
guimica muito grande. Como um volume grande de variaveis tende a ser prejudicial na analise
multivariada como um todo, inicialmente foram consideradas apenas as substancias
representativas. Portanto, de um total de 132 substancias, 100 foram descartadas, sendo
consideradas 32 para analise, de acordo com os critérios previamente estabelecidos. Contudo,
também foi averiguado um forte efeito relacionado a multicolinearidade, conforme mostrado
na Tabela 16, pois a variancia acumulada foi de apenas 53% na CP3, devido aos mesmos
fatores mencionados no capitulo I. Do mesmo modo, o descarte com base na metodologia de
Jolliffe (1973) foi realizado, de forma adicional, com a exclusdo de mais 15 variaveis, que
contribuiram para variancia nas componentes mais distantes, restando 17. Nesse caso, houve
uma melhora significativa, mas ndo suficiente para seguir com a analise ACP, pois a variancia
acumulada nessa situagdo foi de 64% na CP3, menor que o minimo de 70% para uma

representacdo grafica confiavel (Tabela 17).
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Tabela 16. Varidncia acumulada e autovalores relacionados as variaveis representativas nos

OEs dos exemplares de Eugenia uniflora L., coletados no Rio de Janeiro.

Componente principal (CP)  Autovalores(ri) Variancia por CP (%) Variancia acumulada (%)

CP1 3,0694 29,44% 29,44%
CP2 2,0170 12,71% 42,15%
CP3 1,8446 10,63% 52,79%
CP4 1,5915 7,92% 60,70%
CP5 1,5656 7,66% 68,36%
CP6 1,5179 7,2% 75,56%

Tabela 17. Variancia acumulada e autovalores, apos o descarte de varidveis pela metodologia

de Jolliffe nos OEs dos exemplares de Eugenia uniflora L., coletados no Rio de Janeiro.

Componente principal (CP)  Autovalores(Ai) Variancia por CP (%) Variancia acumulada (%6)

CP1 2,4958 36,64% 36,64%
CP2 1,5905 14,88% 51,52%
CP3 1,4525 12,41% 63,93%
CP4 1,3721 11,08% 75,01%

3. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho possibilitaram estabelecer as seguintes

conclusoes:

i. Os teores percentuais das amostras de OEs analisados variaram entre 0,26% e 2,81%.
ii. Foi verificada uma grande diversidade quimica entre os teores e os OEs.
iii. Os OEs dos acessos de pitangueira de Arraial do Cabo, foram os que apresentaram 0s
maiores rendimentos percentuais, sendo 2,81 e 2,66%.
iv. Foram identificados 2 quimiotipos que ndo foram relatados na literatura, os com
predominio de espatulenol foram de quatro exemplares coletados na Regido da Baixada
Litoranea e a amostra com predominio de amorfa-4,9-dien-2-ol foi de um exemplar de

Grumari.
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v. Os OEs de pitangueira acessada nas trés regibes do Estado do Rio de Janeiro
apresentaram uma grande diversidade quimica, sendo identificados seis grupos com base na
similaridade quimica, verificando-se o predominio das substancias p-selineno, viridifloreno,
curzereno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, epoxiselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e espatulenol.

vi. O espatulenol possuiu uma frequéncia de 95% nos OEs analisados e teores expressivos
ndo reportados em literatura, sobretudo nas amostras de pitangueira acessada nas Baixadas

Litoraneas.

4. CONSIDERACOES FINAIS

De um modo geral, os resultados demonstraram um bom potencial, no que tange a
futuras pesquisas com os OEs analisados nesse trabalho. Sobretudo devido identificacdo de
alguns quimiotipos que nao foram relatados anteriormente na literatura, abrindo uma
perspectiva para estudos de melhoramento genético dos exemplares de pitangueira na producéo
de Gleos essenciais.

Além disso, esses dados também trazem uma possibilidade interessante na realizacédo
de outros trabalhos, tais como testes de atividade inseticida, fungicida e carrapaticida, em
espécies alvo relacionadas as percas no campo e em graos armazenados na agricultura, além da
realizacdo de testes para verificacdo de protecdo de sementes. Bem como um estudo metabolico
para identificar e compreender possiveis interacdes de uma ou mais substancias, em

determinados alvos bioguimicos nesses organismos.
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ANEXOS

Anexo A. Estruturas das substancias quimicas representativas presentes nos OEs de Eugenia
uniflora L. dos exemplares coletados no Estado do Rio de Janeiro.
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Anexo B. Autorizagdo de pesquisa cientifica nas UCs estaduais protegidas pelo INEA.
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Governo do Estade do Rio de Janeiro
Instirate Estadual do Ambients
Diretoria de Biodiversidade Areas Protegidas e Ecossistemas

AUTORIZACAO DE PESQUISA CIENTIFICA EM UNIDADE DE CONSERVACAQ INEA N°
023/2021

O Diretor de Biodiversidade, Areas Protegidas e Ecossistemas do Instituto Estadual do
Ambiente — INEA, no use de suas atmbuigdes legals, considerando a Portana IEF/EJPE n® 227 de
18122007 e considerando, ainda, © que consta ne procedimento administrative SEI-
070002/003728/2021, AUTORIZA o pesqusador EDUARDO BARROS DUARTE JUNIOR,
vinculado 8 Universidade Federal Bural de Rio de Janeiro (UFEEJ) e sua equipe Elisabeth Alves Duarte
Pereira, Lucas Medeiros Fagundes, Paulo Ricardo de Souza Fana, Rayssa Vicente Nascimento, Sandra
Gomes do Nascimento, Thayna Fermeira Guedes, Ygor Nunes Moreira, Marco Andre Alves de Souza,
Rafael Torre, Lucas Oliveira de Souza, a obter dados no Parque Estadual da Costa do Sol (PECS), Parque
Estadual Cunhambebe (PEC), Parque Estadual da Ilha Grande (PEIG), Parque Estadual da Lagoa do Agu
(PELAG), Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB), Parque Estadual da Pedra Selada (PEPS), Parque
Estadual da Serra da Concordia (PESC), Parque Estadual da Serra da Tinnica (PESET), Parque Estadual
do Desengano (PEDY), Parque Estadual Mendanha (PEM), Parque Estadual dos Trés Picos (PETP),
Befiagio de Vida Silvestre Estadual da Serra da Estrela (REVISEST), Refugio de Vida Silvestre Estadual
do Médic Paraiba (REVISMEF), Refiigio de Vida Silvestre Estadual Lagoa da Turfeira (REVISTUE),
Estacdo Ecologica Estadual de Guaxindiba (EEEG), Reserva Biologica Estadual da Praia do Sul (RBPS),
Reserva Biologica Estadual de Araras (FBA), Feserva Ecologica Estadual da Juatinga (REET), Reserva
Biologica Estadual de Guaratiba (FBG), APA de Mangaratiba (APAMAN), APA de Gericind-Mendanha
(APAGM), APA da Bacia do Pio Macacu (APABM), APA da Sema de Sapeatiba (APASES), APA de
Marica (APAMAE), APA de Massambaba (APAMAS), APA de Tamoios (APATAM), APA do Alte Tguagu
(APAIGTT), APA do Pau-Brasil (APAPBER), APA do Rie Guandu (APAGDU), APA de Sepetiba II
(APASEP), Floresta Estadual José Zago (FLOEJZ), Reserva de Desenvolvimente Sustentivel do
Aventureiro (EDSAVENT), Reserva Extrativista Mannha de Itaipu (RESEXMAR]), com vistas & execugio
do projeto de pesquisa “Abordagem Multidisciplinar para o Estudo da Pitangueira em Fragmentos
da Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro: Prospeccio, Conservacio, Exploracio e Aplicacdes
Biotecnologicas”, devendo ser observadas as condigdes discriminadas neste documento e ainda aquelas
previstas na Portania supracitada.

A presente autorizacdo tem validade de 02 (deis) anos a partir da data de sua assinatura.

Condicionantes desta autorizacio:

1. O pesquisador fica autorizado a:

a) Coletar até 05 (cinco) ramos férteis e inférteis por individuo de Engemia nniflora,
utilizando tesoura de poda,

b) Coletar até 10 (dez) frutos/sementes por individuo de Engenia uniflora.

2. 0 pesquisador devera remover todas as marcagdes e equipamentos das dareas de estudo ao
final da pesquisa, sendo sugenda a identificagio de todo material deixade na unidade, enguante o trabalho
durar, com ¢ nome da instituigdo responsavel pelo frabalho e o nimero da Autorizagio de Pesquisa do
INEA.
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Anexo C. Autorizacdo de pesquisa cientifica nas UCs federais protegidas pelo ICMBio.
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De acordo com o art. 28 da IN 032014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no croncgrama de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sishio no prazo de até 20 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.
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Mome da Instiuigio: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRD | CHP.J: 20427 485/0001-05
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Equipe
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1 [Marco André Alves de Souza Coordenador do projeio DE9.677.5697-80 Eraslieira
2 |¥gor Nunes Maoreira Colaborador 142.472.757-83 Eraslieira
3 |Thayna Ferreira Guedes Colaboradora 167.972.237-82 Eraslielra
4 |[Sandra Gomes do Nascimento Colaboradora D57.975.467-12 Eraslieira
5 |RAYSSA VICENTE NASCIMENTO Colaboradora 132.550.167-03 Eraslieira
£ |Pauo Ricardo De Souza Fana Colaborador [093.259.229-59 Eraslieira
7 [Lucas Medelros Fagundes Colaborador 157.108.577-77 Eraslielra
E [Elsaneth Alves Duare Perelra Colaboradora 164.134.067-39 Eraslieira
% |Rarael Tome Colaborador 442.333.393-88 Eraslieira
10 [Lucas Oilvelra de Souza Colaborador 158.672.567-07 Eraslieira
Observagdes e ressalvas
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i g @ B e el EEevi L BT SUlToN PSS iega iekiivos B0 Pegle o agrottaioes (Le n® TUB0C, de 11 e julbo de 1080, Decrets #4074, de 4 da

jansirs da 2002, ente oulos)

4 | o muer de snedmacks cu de zenga pafTranenis, Eeeie oo o8 Bembio G S e, quands da viclgle da legslagie Wgents, cu guands & e, oo m
faina descriche da infomiciies nlevantes s subsidiens & epedicle do s, poderl, medanie decido movada, ti @ esisriEaglo cu loson Susoens o fevogids pela

B, nes ermes di legslaglo brasdeim em vigar

5 | Este docurmentn somarte podanh sar uSizeds pare ok fies prtos e el Mermatve GBS n° 052074 cu na il Nermats ICMB0 n* 100090, f gue sspeciics mba

Auterizaclie, fllo poderds ser Ulitede pare B oo O materisl biokdgos cobstade divend s uieds par abvidedes dentfon ou ddifioes mo

i, |t ou ot

Arnbis de afine supencn

Este documents fil xpedido com base na iNstupSs Normative n® 032074 Afrsves do codige de sutenficacdo abak, qualquer cliadso
poderd vertficar a auwtenticidade ou regiandade deste documento, por mein da paging do SIEN0ACME!s Na infemet (www.icmbio.gov.brsishig).
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Anexo D. Requisi¢do para analise cromatografica dos OEs na CAM-UFRRJ.

Instituto de Quimica — IQ/UFRRJ
Central Analitica Multiusuario (CAM) Laboratério de
Espectrometria de Massas
Técnico Responsavel: Cristiane Cardoso dos Santos Prof.

UFRR]J Responsavel: Rosane N. Castro (nora@ufrrj.br)

Requisi¢do de Andlises para Cromatografia Gasosa

1) Identificacéo do solicitante

Requerente: Eduardo Barros Duarte Junior (Matricula:20211003017) |e-mail: decoerej@yahoo.com.br

Instituicdo: PPGQ/UFRRJ Tel.: 21 98166 2669

Orientador/Colaborador: MARCO ANDRE A. SOUZA

2) Anélise solicitada

(X)CG-MS (X) CG-FID
3) Identificacdo deamostra(s)
Natureza Codigo Armazenamento Concentracao (mg/mL) Solvente*
Oleo Esseu”nﬁ'fj‘gf; Eugenia EUO1 até EU22 ()Tamb | () geladeira | (x) freezer 10 mg/mL Etanol 95%

*As amostras ndo devem conter tracos de agua, DMSO e DMF

4) Descricdo da metodologia de analise

Nome do método: IOFI_MARCO ANDRE.qgm () SPLITLESS (X) SPLIT (%) 1/50 ou 1/20

Faixadeanalisedemassas: 40 a 400 m/z

Coluna: similar DB5 e HP5

Programag&o de temperaturas:

Injetor: 250°C Interface: 310°C Fonte: 250 °C

Detector: 250 °C

O presente pedido diz respeito a anélise de 6leo essencial da espécie Eugenia uniflora,
coletada em diferentes regies do estado do RJ. O odleo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo, submetido a parti¢do quimica com cloreto de metileno, filtrado e seco com
sal anidro e armazenado livre de umidade em freezer -20°C. As amostras foram preparadas
diluindo 10 mg de OE + 100 microlitros de solucéo octanoato de metila (ISTD, 10 mg/mL)
em 890 microlitros de etanol absoluto. Concentragcdo do OE na amostra é de 1% (m/v) e a
concentracgdo do ISTD é de 0,1% (m/v).

Solicito a corrida nas mesmas condi¢des CG-DIC e CG-EM. Serie homéloga de alcanos
C7-C30 ou outra disponivel. Solicito os relatorios com extensdo em pdf e qgd. Solicito a
inclusdo no relatdrio do CG-DIC de outras informagdes relativos a aquisi¢do dos dados
como a area absoluta, além do percentual (%) baseado em ara relativa.

PROGRAMACAO DE TEMPERATURA

. Tempo Taquec Tempo
Temperatura ("C) (min) (°C/min) (min)
50°C 5 min 3°C/min 23,3
120°C 50 C/min 26,0
250° C 15° C/min 2,7
290° C 20 min

Resultados devem ser processados: (x) PDF (x) ggd (extensdo GC solution)

(x) TIC () Biblioteca Nist () SIM. lonsparaMonitoramento:

Observacédo do Técnico:

IAsamostrasdeveraoserentreguesemfrascosetiquetadose identificadosalapis,comrequisi¢do preenchidaecolocadosem coposdescartaveiscomnomedo

requerente.

Comprometo-me a cumprir as normas estabelecidas e agradecer a Central Analitica do 1Q em todas as publicagdes cientificas.

Recebida em
[ [201as: hs

Assinatura do(a) Orientador (a) Solicitante

Assinatura do(a) Requerente

Saida em
[/ /201as: hs

Assinatura da Técnica
(criscardoso@ufrrj.br)

Lapllass
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Anexo E. Etiquetas com os registros dos exemplares tombados de pitangueira depositados no
Herbario RBR-UFRRJ.

S Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Y RBR 56110

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Reserva Biolégica Estadual de
Guaratiba. Guaratiba. Antiga Embratel. A planta foi localizada préxima a uma
rua dentro da antiga Embratel. 22°59'50" S, 43°36'14" W.

Regido litordnea. Altura: 4 m. Habitat: Mata Atlantica. Hébito/Forma de vida:
Arboreo. Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 1, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
03-1X-2021

RBR00056110

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

T\ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

™

% RBR 56101

/

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Araruama. Area de Protecdo Ambiental Estadual de
Massambaba. Praia Seca. A planta foi localizada em uma vegetagéo na Praia
Seca, perto da Avenida Atlantica em Araruama. 22°56'11" S, 42°18'49" W.

Regido litordnea. Altura: 0.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.
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Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 11, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
14-X-2021

RBR00056101

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

"

% RBR 56100

Y Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Arraial do Cabo. Area de Protecdo Ambiental Estadual
de Massambaba. Praia da Figueira. A planta foi localizada em regido
préxima a praia da Figueira, na beira da Avenida Pedro Francisco Sanhes
em Arraial do Cabo. 22°56'40" S, 42°08'58" W.

Regido litordnea. Altura: 2.1 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 11, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
14-X-2021

RBR00056100

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

e~ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

2y RBR 56099

)

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Arraial do Cabo. Area de Protecdo Ambiental Estadual
de Massambaba. Praia Grande. A planta foi localizada em area de
vegetacdo na Praia Grande, nas proximidades de uma rua sem identificacéo
em Arraial do Cabo. 22°57'25" S, 42°03'2" W.

Regido litordnea. Altura: 2.3 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
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Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 12, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

14-X-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I | | |
RBR00056099

~—- Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

‘ j\_,_f':?.‘j' RBR 56098

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Cabo Frio. Area de Prote¢cdo Ambiental do Rio S&o
Jodo/Mico-Ledo-Dourado. Praia das Conchas. A planta foi localizada na
beira de uma estrada de terra que leva a praia das conchas no bairro
Cajueiro. 22°52'20" S, 41°59'5" W.

Regido litoranea. Altura: 3.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 13, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

14-X-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I ‘ | | |
RBR00056098

o \ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

\

RBR 56097

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.
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Brasil, Rio de Janeiro, Blzios. Area de Protecdo Ambiental Pau Brasil. Praia
das Caravelas. A planta foi localizada na parte baixa da descida da estrada
das Caravelas, nas proximidades da praia das Caravelas em uma passagem
de dgua. 22°48'50" S, 41°57'16" W.

Regido litoranea. Altura: 1.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 14, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

14-X-2021

RBR00056097

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

y \ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

.27 RBR 56096

/

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Mangaratiba. Reserva Ecol6gica do Sahy. Pier do
Sahy. A planta foi localizada em uma praia no pier do Sahy, préximo a rua
Juriti. 22°56'16" S, 43°59'25" W.

Regido litoranea. Altura: 2.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbdreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 15, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-XI1-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I | |‘|
RBR0O0056096

—=.\ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

RBR 56095
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MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Mangaratiba. Area de Protecdo Ambiental de
Mangaratiba. Conceicdo de Jacarei. Porto Real Resort. A planta foi
localizada proximo ao porto Real Resort nas margens da Rodovia Rio Santos
em Conceicao de Jacarei. 23°02'6" S, 44°09'5" W.

Regido litordnea. Altura: 2 m. Habitat: Mata Atlantica. Habito/Forma de vida:
Arbéreo. Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 16, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-XI1-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I | |‘|
RBR00056095

e Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

" RBR 56094

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Angra dos Reis. Area de Protecio Ambiental de
Mangaratiba. Pontal. Alameda dos Sabias. A planta foi localizada proximo a
alameda dos sabias, as margens da Rodovia Rio Santos no bairro Pontal em
Angra dos Reis. 22°56'52" S, 44°19'43" W.

Regido litordnea. Altura: 3.2 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 17, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-XI-2021

RBR00056094

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u
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Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

SN RBR 56093

/

AT

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Angra dos Reis. Parque Nacional da Serra da Bocaina.
Praia dos Recifes. A planta foi localizada na Praia dos Recifes proximo a Estrada
dos Recifes em Angra dos Reis. 22°56'52" S, 44°25'10" W.

Regido litordnea. Altura: 4 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 18, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
07-XI-2021

RBR00056093

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

PPN Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

,

.2y RBR56109

)

A7\
.

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Parque Natural Municipal de Grumari.
Grumari. Estrada do Grumari. A planta foi localizada na beira da estrada do
Grumari, proximo a sede administrativa de parque. 23°02'57" S, 43°32'18" W.

Regido litorAnea. Altura: 2 m. Habitat: Mata Atlantica. Habito/Forma de vida:
Arbéreo. Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 2, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
03-1X-2021




Proj.: Prospeccéo da pitangueira.

RBR00056109

“—_ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

7% RBR 56092

)]

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Angra dos Reis. Parque Nacional da Serra da Bocaina.
Praia Vermelha. A planta foi localizada na Praia Vermelha, préximo a Rua das
Canoas em Angra dos Reis. 22°01'30" S, 44°30'2" W.

Regido litordnea. Altura: 5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 19, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-X1-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I |I |‘|
RBR00056092

~—-,_ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
N

=
7Y RBR 56091

)]

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Paraty. Parque Nacional da Serra da Bocaina. Praia do
Coqueiro. A planta foi localizada na Praia do Coqueiro, proximo a Rodovia
Governador Mario Covas em Paraty. 23°02'12" S, 44°33'24" W.

Regido litordnea. Altura: 4 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.
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Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 20, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-XI1-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I I |‘|
RBR00056091

\ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

~.

7Y RBR 56090

P
A\

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Paraty. Parque Nacional da Serra da Bocaina. Praia de Sao
Gongalo. A planta foi localizada nas proximidades da praia de S&o Gongalo, perto
da Rodovia Rio Santos em Paraty. 23°02'36" S, 44°37'15" W.

Regido litordnea. Altura: 2.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 21, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-X1-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I I |‘|
RBR0O0056090

’ SH\ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

7Y RBR 56089

AT
i

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Paraty. Parque Nacional da Serra da Bocaina. Praia
Areal do Taquari. A planta foi localizada na praia Areal do Taquari, proximo
a uma rua de terra sem identificagdo em Paraty. 23°03'47" S, 44°40'41" W.

Regido litoranea. Altura: 2 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
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Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 22, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

07-XI-2021
Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u ‘l |I |I I |‘|
RBR00056089

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

RBR 56108

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Parque Natural Municipal de Grumari.
Grumari. Praia de Grumari. A planta foi localizada na beira da av. Estado da
Guanabara, préximo a praia. 23°02'52" S, 43°31'16" W.

Regido litordnea. Altura: 1 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 3, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
03-1X-2021

RBR00056108

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

¥

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

RBR 56107

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.
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Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Parque Natural Municipal de Grumatri.
Grumari. Praia do Secreto. A planta foi localizada em uma formacéo rochosa
entre a estrada do pontal e av. Estado da Guanabara, proximo a praia do
secreto. 23°02'2" S, 43°29'35" W.

Regido litoranea. Altura: 1.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 4, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
03-1X-2021

RBR00056107

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

—__ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
N

.Y RBR 56106

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Parque Estadual Maci¢o da Pedra
Branca. Jacarepagua. Pedra Branca. A planta foi localizada em uma area
de vegetacao fechada dentro da sede administrativa do INEA na Estrada
do Pau da Fome, no parque Estadual da Pedra Branca. 22°55'58" S,
43°26'40" W.

Regido litoranea. Altura: 8 m. Habitat: Mata Atlantica. Habito/Forma de vida:
Arbéreo. Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 5, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
03-1X-2021

RBR00056106

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

SHL Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
W )

N RBR 56105

P
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MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Marica. Area de Protecdo Ambiental Estadual de
Marica. Avenida Maysa. A planta foi localizada a beira da Avenida Maysa,
préximo a um grande Lago e orla no Bairro Inod em Marica. 22°57'17" S,
42°53'6" W.

Regido litoranea. Altura: 2.2 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
E.B. Duarte-Junior, 6, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza
14-X-2021

RBR00056105

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

"

2 RBR 56104

)

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
A

%
>

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Marica. Area de Protecdo Ambiental Estadual de Maricé.

Avenida Reginaldo Zeidan. A planta foi localizada préxima a uma praca entre a
Avenida Reginaldo Zeidan e a Avenida Maysa, em regido perto de um Lago e
orla no bairro Zacarias em Marica. 22°57'33" S, 42°482" W.

Regido litoranea. Altura: 3 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 7, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u | mll"” ‘

14-X-2021
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RBR00056104

g *\ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

"7 RBR56103

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Saquarema. Parque Estadual da Costa do Sol. Ponta
Negra. Praia de Jaconé. A planta foi localizada a beira da braia e proximo a
um grande lago na Avenida A, no Bairro Jaconé em Ponta Negra. 22°56'11"
S, 42°38'46" W.

Regido litordnea. Altura: 1.5 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arboreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira

E.B. Duarte-Junior, 8, M.A. Souza, E.A.D. Pereira, R.
Torre, L.O. Souza

14-X-2021

RBR00056103

Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

-\ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
N

=y RBR 56102

MYRTACEAE
Eugenia uniflora L.

Brasil, Rio de Janeiro, Saquarema. Area de Prote¢cdo Ambiental Estadual de
Massambaba. Praia de Massambaba. A planta foi localizada préximo a rua
Mar Novo na Vilatur, na area da praia de Massambaba em Saquarema.
22°56'2" S, 42°27'31" W.

Regido litoranea. Altura: 1 m. Habitat: Restinga. Habito/Forma de vida: Arbéreo.
Usos: Fitoterapico e alimenticio.

Nome popular: Pitangueira
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Proj.: Prospeccéo da pitangueira. ” “ m u

Anexo F. Cronograma com as atividades realizadas durante a realizagdo do mestrado.

Atividade trimestral

Atividades 0-15 16-30
112|3|4]5|1(2|3|4|5

Cadastro do projeto e solicitacdo de autorizacdo aos 6rgdos

e institutos de protecdo ambiental para coleta. X[ X|X

Prospeccdo da pitangueira no estado do Rio de Janeiro. X [ X

Preparacéo e confecgdo de exsicatas e registro no Herbario X

da UFRRJ.

E_xtragéo dos Gleos essenciais de pitangueira coletados "in x| x

situ".

Anadlise do perfil quimico dos 6leos essenciais. X |X|X

Analise estatistica e comparacéo dos resultados. X[ X |X

Organizacdo dos dados e preparacdo da dissertacéo. X[X|X]|X]|X

Disciplinas do curso, seminarios e defesa de dissertacao. X[ X|X|X]|X]|X X[ X

Revisdo de literatura, reunides de grupos de pesquisa,

atividades de organizacédo do laboratorio. XXX XX XXX

Participacdo em eventos cientificos e anais. X X X

Anexo G. Indice de retenco aritmética calculado e area percentual das amostras analisadas
por CG-MS e CG-FID, considerando o0s picos uteis.

Amostra 1 Amostra 2

N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 16,107 986 0,54 1 16,291 990 0,87
2 18,690 1034 0,56 2 18,870 1037 2,53
3 19,276 1044 1,52 3 19,461 1048 5,45
4 33,625 1337 0,63 4 33,762 1341 0,45
5 35,656 1392 7,67 5 35,789 1395 8,30
6 36,791 1426 4,29 6 36,921 1430 4,25
7 36,994 1433 3,41 7 37,117 1437 1,96
8 38,461 1479 0,37 8 38,593 1483 0,39
9 38,751 1488 3,43 9 38,879 1492 4,30
10 39,148 1501 34,93 10 39,267 1505 34,80
11 39,225 1504 3,48 11 39,348 1508 4,21
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12 39,378 1509 0,47 12 39,902 1528 0,45
13 39,779 1524 0,33 13 41,256 1576 7,26
14 41,143 1572 9,48 14 41,743 1594 1,97
15 41,618 1589 1,62 15 41,926 1600 0,34
16 41,799 1596 0,22 16 42,009 1603 0,58
17 42,940 1640 1,78 17 42,258 1613 0,34
18 43,642 1667 0,94 18 43,064 1645 1,77
19 43,870 1676 2,58 19 43,768 1672 0,87
20 44,768 1712 0,91 20 43,992 1681 2,38
21 44,880 1717 0,26 21 45,842 1757 0,57
22 45,092 1726 0,36 22 46,145 1770 0,37
23 45,725 1752 1,48 23 48,344 1866 0,36
24 46,027 1765 0,78 24 48,781 1886 1,31
25 48,229 1861 0,92 25 49,377 1913 7,69
26 48,665 1881 0,54 26 51,315 2005 5,86
27 49,275 1908 10,88 27 51,461 2012 0,38
28 51,205 1999 5,60

Amostra 3 Amostra 4
N°Pico TR IRcalc  Area(%) [ N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 19,261 1044 0,34 1 33,457 1332 0,62
2 33,609 1336 0,94 2 34,296 1355 0,39
3 35,371 1384 0,09 3 35,569 1389 0,49
4 35,635 1391 6,64 4 36,718 1424 2,02
5 36,779 1426 9,21 5 38,057 1466 7,05
6 36,973 1432 2,28 6 38,681 1486 1,86
7 37,943 1463 0,17 7 39,012 1497 1,43
8 38,092 1467 0,09 8 39,145 1501 2,49
9 38,73 1488 4,48 9 39,611 1518 1,49
10 39,111 1500 30,68 10 39,728 1522 5,80
11 39,203 1503 8,58 11 40,018 1532 0,80
12 39,761 1523 0,11 12 41,245 1576 1,27
13 41,112 1571 8,80 13 41,581 1588 10,71
14 41,598 1588 1,72 14 41,748 1594 0,96
15 41,779 1595 0,82 15 42,688 1630 1,69
16 41,866 1598 0,80 16 42,742 1632 5,39
17 42,115 1608 0,66 17 43,042 1644 1,73
18 42,915 1639 1,03 18 43,248 1652 1,54
19 43,082 1645 0,22 19 43,305 1654 3,18
20 43,636 1667 0,08 20 43,445 1660 0,82
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21 43,844 1675 0,74 21 43,626 1667 5,49
22 44,736 1711 0,12 22 45,178 1729 35,04
23 48,647 1880 1,30 23 46,412 1781 3,54
24 49,25 1907 13,31 24 46,644 1791 0,91
25 51,179 1998 6,46 25 46,999 1806 0,80
26 51,329 2006 0,33 26 49,119 1901 1,50
27 49,314 1910 0,76
28 52,872 2082 0,24
Amostra 5 Amostra 6
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 35,776 1395 7,03 1 16,115 987 1,75
2 36,928 1431 11,78 2 18,696 1034 5,55
3 37,107 1436 1,76 3 19,302 1045 12,32
4 38,082 1467 0,51 4 22,259 1098 1,06
5 38,232 1472 1,26 5 35,641 1391 4,91
6 38,583 1483 2,13 6 36,791 1426 8,51
7 38,864 1492 0,45 7 36,974 1432 1,38
8 39,199 1503 6,16 8 37,945 1463 0,43
9 39,336 1508 6,80 9 38,096 1468 0,56
10 39,888 1527 0,41 10 38,453 1479 0,39
11 41,236 1576 4,42 11 38,741 1488 3,60
12 41,769 1595 16,75 12 39,148 1501 26,33
13 41,934 1601 4,77 13 39,232 1504 8,51
14 42,016 1604 1,02 14 39,767 1523 0,47
15 42,259 1613 0,50 15 41,129 1572 5,93
16 43,064 1645 3,30 16 41,434 1583 0,33
17 43,212 1650 2,23 17 41,606 1589 0,62
18 43,780 1673 1,12 18 41,872 1598 1,27
19 43,949 1679 1,62 19 42,130 1608 1,20
20 44,140 1687 0,59 20 42,905 1638 0,83
21 44,860 1716 0,41 21 43,638 1667 0,77
22 45,206 1731 0,95 22 43,858 1676 1,98
23 45,841 1757 1,98 23 48,662 1881 0,69
24 46,139 1770 0,80 24 49,267 1908 6,72
25 46,810 1798 0,95 25 51,194 1999 3,52
26 48,338 1866 0,47 26 51,342 2006 0,37
27 48,779 1886 1,78
28 49,382 1914 10,63
29 51,317 2005 9,18
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Amostra 7 Amostra 8
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 19,464 1048 1,07 1 19,231 1043 1,13
2 22,455 1102 1,05 2 22,223 1098 2,57
3 33,750 1340 1,25 3 33,473 1333 1,13
4 35,769 1395 7,33 4 34,308 1355 0,68
5 36,895 1430 0,43 5 35,583 1390 0,81
6 37,100 1436 3,54 6 36,732 1424 4,64
7 38,221 1472 0,98 7 38,076 1467 12,05
8 38,572 1483 0,53 8 38,966 1495 1,48
9 38,861 1492 5,32 9 39,150 1501 1,66
10 39,223 1504 18,31 10 39,609 1518 1,17
11 39,344 1508 15,78 11 39,732 1522 2,56
12 39,476 1513 0,56 12 40,025 1532 1,95
13 39,883 1527 0,75 13 41,335 1579 0,43
14 41,245 1576 10,23 14 41,633 1590 26,94
15 41,552 1587 0,59 15 41,780 1595 9,99
16 41,722 1593 0,51 16 42,750 1632 3,72
17 41,987 1603 2,55 17 43,053 1644 2,14
18 42,245 1613 2,87 18 43,256 1652 1,05
19 42,534 1624 0,48 19 43,314 1654 2,22
20 43,010 1643 1,17 20 43,629 1667 2,94
21 43,767 1672 0,75 21 44,055 1683 1,33
22 43,946 1679 1,59 22 44,734 1711 0,83
23 44,863 1716 2,05 23 45,128 1727 0,85
24 49,380 1913 13,76 24 46,428 1782 7,93
25 51,300 2004 5,99 25 46,652 1791 0,85
26 51,448 2012 0,56 26 47,832 1843 0,72
27 47,949 1849 0,95
28 49,131 1902 3,76
29 49,320 1911 1,52
Amostra 9 Amostra 10
N°Pico TR IRcalc  Area(%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 16,028 985 1,19 1 33,702 1339 0,92
2 18,603 1032 0,93 2 36,934 1431 0,60
3 19,186 1043 1,48 3 38,285 1474 13,43
4 22,176 1097 1,47 4 39,156 1501 0,77
5 36,703 1423 3,83 5 39,792 1524 1,19
6 38,038 1466 7,98 6 39,923 1529 1,51
7 39,126 1500 0,53 7 40,221 1539 2,39
8 39,576 1516 1,12 8 41,532 1586 0,90
9 39,707 1521 2,09 9 41,624 1589 0,55
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10 40,000 1531 2,00 10 41,835 1597 36,69
11 41,237 1576 1,62 11 41,973 1602 5,90
12 41,328 1579 0,54 12 42,056 1605 1,06
13 41,597 1588 30,55 13 42,934 1640 2,03
14 41,749 1594 8,25 14 43,242 1652 1,55
15 42,726 1631 4,72 15 43,504 1662 1,64
16 43,027 1643 2,32 16 43,815 1674 1,50
17 43,290 1654 2,90 17 43,947 1679 0,77
18 43,608 1666 2,92 18 44,244 1691 1,54
19 43,736 1671 0,78 19 44,544 1703 1,98
20 44,029 1682 2,06 20 44,918 1718 1,40
21 44,712 1710 1,35 21 45,318 1735 3,84
22 45,108 1726 3,08 22 46,617 1790 8,77
23 46,407 1781 7,70 23 46,836 1799 0,96
24 46,982 1805 0,82 24 47,186 1815 0,80
25 47,535 1830 0,75 25 48,022 1852 0,83
26 47,814 1843 0,81 26 48,139 1857 1,07
27 47,930 1848 1,14 27 49,313 1910 3,07
28 48,980 1895 0,58 28 49,514 1920 2,32
29 49,110 1901 2,77
30 49,305 1910 1,73

Amostra 11 Amostra 12
N°Pico TR IRcalc  Area(%) [ N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 19,312 1045 0,28 1 19,227 1043 0,35
2 22,305 1099 0,29 2 33,574 1335 0,24
3 33,636 1337 0,39 3 35,599 1390 2,81
4 35,655 1392 2,92 4 36,735 1424 1,07
5 36,792 1426 0,94 5 36,941 1431 1,59
6 37,001 1433 2,31 6 38,059 1466 0,13
7 38,470 1479 0,17 7 38,414 1478 0,16
8 38,755 1488 1,83 8 38,698 1487 1,33
9 39,039 1497 0,51 9 38,984 1496 0,60
10 39,214 1503 1,66 10 39,158 1501 1,90
11 39,784 1524 0,20 11 39,728 1522 0,18
12 40,258 1541 0,20 12 40,201 1539 0,13
13 41,143 1572 5,89 13 41,076 1570 3,49
14 41,346 1579 0,19 14 41,291 1578 0,34
15 41,627 1590 0,16 15 41,574 1588 0,34
16 42,102 1607 0,74 16 41,838 1597 0,30
17 43,079 1645 56,39 17 42,088 1607 0,40
18 43,685 1669 0,19 18 43,044 1644 55,70
19 43,846 1675 0,37 19 43,632 1667 0,19
20 44,040 1683 0,14 20 43,791 1673 0,41
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21 44,130 1686 0,33 21 43,984 1681 0,14
22 44,770 1712 1,64 22 44,074 1684 0,42
23 45,102 1726 0,28 23 44,700 1709 0,39
24 45,905 1760 21,54 24 44,806 1714 0,16
25 48,104 1856 0,43 25 45,044 1724 0,28
26 45,869 1758 25,76
27 48,043 1853 0,17
28 51,145 1997 0,99
Amostra 13 Amostra 14
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 16,459 993 0,5 1 16,209 988 0,5
2 33,803 1342 1,9 2 33,617 1337 2,4
3 34,630 1364 1,2 3 34,450 1359 1,5
4 35,459 1386 0,8 4 35,284 1379 1,0
5 37,032 1434 1,2 5 36,856 1428 1,2
6 38,375 1476 8,0 6 38,202 1471 10,1
7 39,252 1505 0,4 7 39,277 1506 0,9
8 39,445 1512 1,0 8 39,740 1522 1,1
9 39,906 1528 1,0 9 39,855 1526 4,1
10 40,023 1532 4,0 10 40,147 1537 1,1
11 40,315 1543 1,1 11 41,461 1584 0,6
12 41,626 1589 0,5 12 41,754 1594 29,4
13 41,919 1600 21,2 13 41,899 1599 8,3
14 42,067 1606 6,2 14 43,025 1643 6,2
15 43,222 1651 13,9 15 43,164 1649 1,4
16 43,338 1655 1,0 16 43,372 1657 1,3
17 43,602 1666 4,2 17 43,431 1659 3,1
18 43,923 1678 4,7 18 43,749 1671 4,5
19 44,612 1706 1,9 19 43,877 1676 0,6
20 45,000 1722 0,6 20 44,444 1699 1,1
21 45,390 1738 1,3 21 44,831 1715 1,0
22 46,100 1768 14,7 22 45,132 1727 1,0
23 46,699 1793 4,0 23 45,236 1732 0,7
24 47,281 1819 0,9 24 45,910 1760 9,8
25 48,100 1855 0,4 25 46,532 1786 3,8
26 48,227 1861 0,5 26 47,118 1812 0,7
27 49,398 1914 1,3 27 49,234 1907 1,1
28 49,603 1924 1,0 28 49,435 1916 1,3
29 51,407 2010 0,7
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Amostra 15 Amostra 16
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 16,124 987 0,6 1 16,078 986 4,5
2 19,289 1045 0,5 2 18,075 1022 1,0
3 33,638 1337 0,6 3 18,652 1033 3,9
4 35,664 1392 4,9 4 19,243 1044 9,2
5 36,797 1426 0,7 5 35,62 1391 3,9
6 37,003 1433 1,8 6 36,76 1425 1,5
7 38,48 1480 0,2 7 36,962 1432 0,7
8 38,762 1489 3,0 8 38,728 1488 2,0
9 38,883 1493 0,1 9 39,134 1501 48,4
10 39,201 1503 70,2 10 39,76 1523 0,2
11 39,399 1510 0,6 11 41,101 1571 3,6
12 39,798 1524 0,3 12 41,6 1589 1,2
13 41,142 1572 4,8 13 41,784 1595 0,1
14 41,634 1590 0,3 14 41,878 1598 0,5
15 41,905 1599 0,7 15 42,077 1606 2,0
16 42,108 1607 2,1 16 42,923 1639 1,2
17 42,95 1640 0,6 17 43,626 1667 1,1
18 43,66 1668 0,8 18 43,859 1676 3,8
19 43,893 1677 1,9 19 43,944 1679 0,4
20 44,812 1714 5,2 20 44,801 1714 10,2
21 46,709 1794 0,2 21 49,207 1905 0,6
22 49,255 1908 0,1

Amostra 17 Amostra 18
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 16,45 993 0,5 1 19,323 1045 0,5
2 19,029 1040 0,3 2 33,655 1338 0,4
3 19,611 1050 0,7 3 35,676 1392 4,5
4 35,879 1398 7,8 4 37,018 1433 3,1
5 37,014 1433 4,1 5 38,136 1469 0,2
6 37,214 1440 4,9 6 38,49 1480 0,3
7 38,18 1470 0,2 7 38,772 1489 2,0
8 38,678 1486 0,4 8 38,9 1493 0,2
9 38,961 1495 3,0 9 39,195 1503 60,2
10 39,244 1504 1,1 10 39,806 1525 0,3
11 39,422 1511 2,0 11 40,274 1541 0,2
12 39,979 1531 0,4 12 40,463 1548 0,1
13 41,348 1580 10,5 13 40,601 1553 0,2
14 41,829 1597 1,0 14 41,157 1573 6,4
15 42,009 1603 0,3 15 41,639 1590 0,2
16 42,291 1614 0,5 16 41,909 1600 0,6
17 43,218 1651 41,1 17 41,976 1602 0,3
18 43,868 1676 0,6 18 42,122 1608 4,8
19 44,036 1683 1,0 19 42,947 1640 0,6
20 44,224 1690 0,3 20 43,672 1668 0,8
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21 44,951 1720 1,0 21 43,897 1677 2,3
22 45,063 1725 0,4 22 44,837 1715 11,4
23 45,296 1734 0,6 23 45,206 1731 0,2
24 45,929 1761 0,7
25 46,055 1766 14,5
26 46,24 1774 0,7
27 48,861 1889 1,3

Amostra 19 Amostra 20
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 16,098 986 0,4 1 18,674 1033 0,3
2 18,104 1023 0,7 2 19,258 1044 0,7
3 18,677 1033 0,8 3 33,599 1336 0,6
4 19,263 1044 2,0 4 35,627 1391 4,7
5 33,604 1336 0,3 5 36,766 1425 2,6
6 35,629 1391 4,4 6 36,968 1432 1,6
7 36,767 1426 1,8 7 37,939 1463 0,2
8 36,973 1432 2,4 8 38,447 1479 0,2
9 38,445 1479 0,2 9 38,731 1488 2,3
10 38,728 1488 1,9 10 38,854 1492 0,1
11 39,172 1502 72,7 11 39,176 1502 78,8
12 39,366 1509 0,6 12 39,368 1509 0,6
13 39,767 1523 0,3 13 39,769 1523 0,2
14 41,111 1571 5,0 14 41,104 1571 3,4
15 41,6 1589 0,8 15 41,603 1589 0,2
16 41,776 1595 0,1 16 41,876 1598 0,3
17 41,871 1598 0,6 17 42,115 1608 0,3
18 42,126 1608 0,6 18 43,626 1667 0,7
19 42,916 1639 0,7 19 43,862 1676 2,1
20 43,628 1667 0,9 20 46,676 1792 0,3
21 43,858 1676 2,4
22 44,654 1707 0,2
23 46,673 1792 0,3

Amostra 21 Amostra 22
N°Pico TR IRcalc  Area (%) | N°Pico TR IRcalc  Area (%)
1 19,442 1047 0,7 1 16,114 987 0,8
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35,765
36,904
37,102
38,572
38,856
39,279
39,486
41,227
41,724
41,896
41,995
42,25

43,738
43,972
49,325

1395
1430
1436
1483
1492
1506
1513
1575
1593
1599
1603
1613
1671
1680
1911

4,4
2,5
1,8
0,3
1,8
76,9
0,5
4,1
1,1
0,3
0,7
0,6
0,9
2,8
0,3

18,128
18,698
19,286
35,652
36,793
36,993
38,113
38,745
39,16

39,781
41,127
41,63

41,806
41,891
42,148
42,943
43,094
43,867
44,872
45,083
46,035
46,843
49,221

1023
1034
1044
1392
1426
1433
1468
1488
1501
1524
1572
1590
1596
1599
1609
1640
1646
1676
1717
1725
1765
1799
1906

1,0
1,4
2,9
4,5
4,9
2,1
0,6
1,4
56,6
0,2
5,8
6,0
1,7
1,4
1,2
1,4
1,1
2,3
0,4
0,8
0,2
0,4
0,8
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Anexo H. Cromatogramas gerados na analise CG-MS das amostras do OEs de exemplares de
pitangueira coletados no Estado do Rio de Janeiro.
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Anexo |. Anélise de Componentes Principais 2D dos OEs de exemplares nativos de pitangueira
das diferentes Regibes do Estado do Rio de Janeiro.
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Anexo J. Andlise de Componentes Principais 3D dos OEs de exemplares nativos de pitangueira
das diferentes Regibes do Estado do Rio de Janeiro.
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