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RESUMO 

A pitanga (Eugenia uniflora L.) é uma fruta tropical encontrada na região que 

compreende a parte central do Brasil e o Nordeste da Argentina. Este fruto possui baixo 

conteúdo de lipídios, sendo rico em vitaminas e compostos bioativos, como os polifenóis e 

carotenóides. Devido ao uso da pitangueira na medicina popular e escassez de trabalhos 

científicos sobre as propriedades antioxidantes e antiinflamatórias da pitanga roxa, o presente 

trabalho teve como objetivo investigar essas características na polpa e no suco tropical de 

pitanga roxa adoçado, usando experimentos in vitro e ex vivo. No presente estudo, a polpa de 

roxa foi separada em duas frações (volátil e não volátil), sendo o composto majoritário de 

cada fração identificado e quantificado. Células da gengiva humana (provenientes de seis 

voluntários) foram expostas ao suco tropical de pitanga e ao composto majoritário de cada 

fração e analisadas quanto a atividade da catalase, o dano do DNA e a liberação da 

interleucina 8 (IL-8). O experimento também foi realizado em células dos fibroblastos 

gengivais humanos (HGF-1), cujas células foram expostas aos compostos majoritários das 

duas frações da polpa de pitanga roxa e a liberação da IL-8 foi analisada. A polpa de pitanga 

roxa apresentou valores médios de sólidos solúveis (8,33 ± 0,06 °Brix), pH (3,12 ± 0,01), 

acidez titulável (1,76 ± 0,20 g ácido cítrico/100 mL) e açúcares totais (9,28 ± 0,60 g 

glicose/100 mL) dentro dos padrões exigidos pela legislação brasileira vigente. A referida 

polpa apresentou, ainda, níveis consideráveis dos compostos bioativos: antocianinas (24,82 ± 

0,46 mg/100 mL), flavonóides amarelos (11,33 ± 0,66 mg/100 mL) e polifenóis extraíveis 

totais (26,85 ± 0,30 mg GAE/100 mL), fazendo deste fruto uma boa fonte de antioxidantes 

naturais. Como composto majoritário das frações volátil e não volátil da polpa de pitanga 

observa-se a oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (85 ± 4,01 µg/mL) e a cianidina-3-glicosídeo 

(340 ± 4,19 µg/mL), respectivamente. O baixo pH do suco tropical de pitanga roxa adoçado 

provocou uma redução da atividade da catalase, enquanto a oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 

e a cianidina-3-glicosídeo não interferiram e não foram capazes de inibir a atividade desta 

enzima. O suco tropical de pitanga roxa adoçado preveniu o dano do DNA em células da 

gengiva humana. Devido ao baixo número de voluntários no experimento com o suco tropical 

de pitanga roxa adoçado e os compostos majoritários das frações volátil e não volátil da polpa 

de pitanga roxa, os resultados referentes à liberação da IL-8 são inconclusivos. Cianidina-3-

glicosídeo e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona apresentaram efeito antiinflamatório em células 

HGF-1. 

Palavras-chave: oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, cianidina-3-glicosídeo, liberação de 

interleucina 8. 
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ABSTRACT 

 Pitanga (Eugenia uniflora L.) is a tropical fruit found in the region that covers the 

central part of Brazil to Northern Argentina. This fruit has low lipid content, and is rich in 

bioactive compounds, such as polyphenols and carotenoids. In view of the use of pitanga tree 

in folk medicine and the shortage of scientific works about the antioxidative and anti-

inflammatory effect of the purple pitanga, the present work aimed to investigate these 

characteristics in the pulp and in the sweetened tropical juice of purple pitanga, using in vitro 

and ex vivo experiments. In the present study, purple pitanga pulp was divided into two 

fractions (volatile and non-volatile), and the main compound of each fraction was identified 

and quantified. Human gingival cells (from six volunteers) were exposed to purple pitanga 

sweetened tropical juice and its main volatile and non-volatile compounds and analyzed by 

the catalase activity, DNA damage and interleukin 8 (IL-8) releases. The experiment was also 

performed with human gingival fibroblast (HGF-1), where cells were exposed to the 

individual main compounds from purple pitanga pulp and the IL-8 release was analyzed. 

Purple pitanga pulp presented mean values of soluble solids (8.33 ± 0.06 °Brix), pH (3.12 ± 

0.01), titratable acidity (1.76 ± 0.20 g citric acid/100 mL) and total sugars (9.28 ± 0.60 g 

glucose/100 mL) within the standards required by current Brazilian law. This pulp also 

showed significant levels of the bioactive compounds: anthocyanins (24.82 ± 0.46 mg/100 

mL), yellow flavonoids (11.33 ± 0.66 mg/100 mL) and total extractable polyphenols (26.85 ± 

0.30 mg GAE/100 mL), making this product a good source of natural antioxidants. With 

regard to the main compound from volatile and non-volatile fractions of purple pitanga pulp, 

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-one (85 ± 4.01 µg/mL) was observed in the volatile fraction and 

cyanidin-3-glucoside (340 ± 4.19 µg/mL )was observed in the non-volatile fraction. The low 

pH of the purple pitanga sweetened tropical juice decreases catalase activity, while 

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-one and cyanidin-3-glucoside did not interfere and were not able 

to inhibit the activity of this enzyme. Purple pitanga sweetened tropical juice prevented DNA 

damage in human gingival cells. Due to the low number of volunteers in the experiment with 

purple pitanga sweetened tropical juice and the main compounds from volatile and non-

volatile fractions of purple pitanga pulp, the results regarding the IL-8 release are 

inconclusive. Cyanidin-3-glucoside and oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-one presented anti-

inflammatory effects in HGF-1 cells. 

 

Keywords: oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-one, cyanidin-3-glucoside, interleukin 8 release. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um dos três maiores produtores de frutas do mundo. Em 2009, sua 

produção de frutas tropicais, subtropicais e de clima temperado superou 41 bilhões de 

toneladas, representando 5% da produção mundial (IBRAF, 2009). 

Dentre as frutas tropicais produzidas, a pitanga apresenta um grande apelo 

sensorial e uma excelente qualidade vitamínica devido ao seu elevado teor de carotenóides 

(LOPES; MATTIETTO; MENEZES, 2005). Seu cultivo vem crescendo devido a sua 

utilização para o preparo de polpa, elaboração de sorvetes, sucos, refrescos, geleias, licores e 

vinhos (PIO et al., 2005). 

O consumo de vegetais tem sido associado com a proteção do organismo contra 

doenças crônicas, inflamação e doenças cardiovasculares (PRIOR; GU, 2005). Assim, uma 

boa nutrição pode desempenhar um papel importante na prevenção e no tratamento de 

doenças inflamatórias (CALDER et al., 2009). 

O processo inflamatório é uma resposta do organismo frente a uma infecção e está 

envolvido em diversas doenças inflamatórias (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009) 

tais como infecções respiratórios, doenças autoimunes e contusões (COTRAN; KUMAR; 

COLLINS, 2000). 

Estudos têm demonstrado que a dieta rica em açúcar e ácidos graxos saturados e 

pobre em frutas e hortaliças está associada a uma maior tendência para a ocorrência de 

doenças inflamatórias e outras doenças relacionadas, tais como doenças cardiovasculares, 

artrite e diabetes (GIUGLIANO; CERIELLO; ESPOSITO, 2006). Segundo Mueller, Hobiger 

e Jungbauer (2010), frutas, ervas e especiarias contribuem para a redução dos processos 

inflamatórios e previnem o surgimento de doenças relacionadas. 

Além disso, uma dieta rica em compostos com atividade antioxidantes pode 

reduzir o risco do desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, como Alzheimer e a 

doença de Parkinson (JOSEPH; SHUKITT-HALE; LAU, 2007). Os compostos com atividade 

antioxidante são associados com a atividade antiinflamatória das frutas (MIRANDA-VILELA 

et al., 2009). Como exemplo, tem-se os flavonóides que além de possuírem atividade 

antioxidante, são potenciais agentes terapêuticos para o processo inflamatório (COUTINHO; 

MUZITANO; COSTA, 2009). 

Dentre as fontes naturais de compostos bioativos têm-se a pitanga roxa (Eugenia 

uniflora L.), que, em sua constituição são observadas elevadas quantidades de antocianinas e 



19 

carotenóides fazendo deste fruto uma fonte promissora de compostos antioxidantes (LIMA; 

MÉLO; LIMA, 2002). 

Apesar da elevada quantidade de compostos bioativos presentes em pitangas 

roxas, destacando-se os flavonóides e ácidos fenólicos, além de outros compostos voláteis 

ainda não identificados, não existe dados na literatura sobre as propriedades antiinflamatórias 

desse fruto. 

Segundo Galhiane et al. (2006), dentre todas as espécies frutíferas existentes no 

Brasil, pelo menos a metade pode ter alguma propriedade terapêutica, porém, menos de 1% 

do total já foi estudada cientificamente. 

Em estudo com alimentos é importante saber como os compostos presentes no 

alimento afetam as células bucais humanas. O estudo realizado com células bucais é um 

modelo atrativo e de potencial uso para investigação dos efeitos in vitro e in vivo de 

compostos de alimentos (EREN; OZMERIC; SARDAS, 2002), visto que estas células são as 

primeiras que entram em contato com o alimento não digerido, sendo, portanto, expostas a 

todos os constuintes presentes no alimento (HELD; SCHIEBERLE; SOMOZA, 2007). 

Devido ao uso da pitangueira na medicina popular e escassez de trabalhos 

científicos sobre as propriedades antioxidantes e antiinflamatórias da pitanga roxa, o presente 

trabalho teve como objetivo investigar essas características na polpa e no suco tropical de 

pitanga roxa adoçado, usando experimentos in vitro e ex vivo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Pitangueira 

 

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) é uma planta originária do Brasil. Trata-se de 

uma Dicotyledoneae, pertencente à família das Mirtaceaes que cresce em regiões de clima 

tropical e subtropical (SILVA, 2006) e produzem frutos carnosos com uma única semente e 

que são caracterizados pela presença de taninos, flavonóides e mono e sesquiterpenos 

(MALAMAN et al., 2011) caracteristicamente derivados do floroglucinol (CRUZ; KAPLAN, 

2005). 

É uma fruteira encontrada na região que compreende a parte central do Brasil até 

o Norte da Argentina (DONADIO; MORO; SERVIDONE, 2002) também sendo encontrada 

em outros países da América do Sul como Uruguai e Paraguai (BAGETTI et al., 2009). 

Devido a sua alta adaptabilidade em diferentes solos e condições climáticas, esta planta 

também tem sido encontrada em outras localidades como Califórnia, Flórida, Ilhas do Caribe, 

China e sul da França (SILVA, 2006). Esta espécie frutífera adaptou-se favoravelmente às 

condições climáticas e edáficas da região Nordeste Brasileira (LIMA; MÉLO; LIMA, 2005), 

sendo a única região no país que explora comercialmente esta fruta (AURICCHIO; BACCHI, 

2003). 

A pitangueira é uma planta de fácil cultivo e é resistente às condições urbanas e 

por isso é bastante encontrada em jardins e parques (PORCU; RODRIGUEZ-AMAYA, 

2008). Segundo Scalon et al. (2001), o cultivo da pitangueira também é recomendado para 

reflorestamento de áreas degradadas tendo como objetivo proporcionar alimento para os 

animais. 

Não há dados oficiais sobre a produção e comercialização da pitanga, porém, 

sabe-se que o Brasil é o maior produtor de pitangas do mundo e que os maiores plantios desta 

fruta estão localizados no Estado de Pernambuco (BEZERRA; SILVA JÚNIOR; 

LEDERMAN, 2000) que tem uma produção estimada de 1700 toneladas de pitanga por ano 

(CEPLAC, 2013). 

A pitangueira mede em média de 6-12 m de altura e apresenta copa arredondada 

(PIO et al., 2005). Suas folhas, quando jovens, apresentam cor rosada, que se transforma em 

um verde escuro brilhante à medida que envelhece (MELO et al., 2007). Possui características 

típicas do Cerrado brasileiro, devido ter um curto período de floração no início da estação 

chuvosa e sua frutificação ocorre de outubro a dezembro (SANTOS et al., 2011). 
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A família Mirtaceae possui cerca de 130 gêneros e 4000 espécies de plantas 

(SOUZA; LORENZI, 2005). Uma característica de interesse das plantas pertencentes a esta 

família é que algumas possuem aplicações terapêuticas (OGUNWANDE et al., 2005), como 

no caso do óleo de cravo (Syzygium aromaticum) que é muito utilizado como antisséptico 

bucal (AMORIM et al., 2009) e a pitanga que é usada na medicina popular para o tratamento 

de várias condições inflamatórias (REYNERSTON et al., 2008). 

Estudos têm demonstrado que a pitanga pode trazer benefícios sendo bastante 

eficiente na prevenção de doenças. As folhas da pitangueira são usadas para o preparo de chá 

que é utilizado no tratamento da febre, reumatismo, doenças de estômago, distúrbios do trato 

digestivo, hipertensão, febre amarela, também pode reduzir o peso, a pressão arterial e servir 

como diurético (ADEBAJO; OLOKI; ALADESANMI, 1989), e pode ser utilizada no 

tratamento de influenza e bronquite (RIVERA; OBON, 1995). Os extratos da folha da 

pitangueira apresentam ação antiinflamatória (SCHAPOVAL et al., 1994) e atividade 

antimicrobiana (HOLETZ et al., 2002). Uma outra característica foi observada por Santos et 

al. (2012), que estudando o extrato alcóolico das folhas da pitangueira observaram que este 

possui efeito anti-Trypanosoma cruzi. Amorim et al. (2009) relatam que a pitangueira possui 

ação diurética e hipoglicêmica. Consolini e Sarubbio (2002) observaram efeito positivo na 

atividade cardiovascular de ratos que ingeriram o extrato aquoso bruto das folhas de Eugenia 

uniflora L. Segundo Lee, Chiou e Yen (2000), os compostos fenólicos presentes nas folhas da 

pitangueira são os responsáveis por grande parte da atividade farmacológica por elas 

apresentada. 

A ação antimicrobiana de extrato da folha de pitangueira foi relatada em estudos 

realizados por Pessini et al. (2003) que comprovaram que o extrato de Eugenia uniflora L. 

inibe o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa e dos fungos Candida albicans, Candida krusei, Candida 

parapsilosis e Candida tropicalis e por Auricchio et al. (2007) que observaram que a 

atividade antimicrobiana da folha da pitangueira é mais expressiva frente a Staphylococcus 

aureus, Salmonela cholerasuis e Pseudomonas aeruginosa, também possuindo ação contra a 

Candida albicans. O óleo essencial extraído das folhas de Eugenia uniflora L. possui 

atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas Sarcina luteu e Mycobacterium 

phlei e atividade antifúngica contra Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes (EL-

SHABRAWY, 1995). 

As sementes da pitanga são reconhecidas fontes de compostos bioativos, agentes 

antibacterianos (OLIVEIRA et al., 2008) e de fibra alimentar (AL-FARSI; LI, 2008), que 
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após alguns estudos sobre a presença de compostos antinutricionais como glicosídeos 

cianogênicos podem vir a serem utilizadas como ingredientes para a indústria alimentar 

(BAGETTI et al., 2009). Até o presente momento, não há estudos sobre a presença de 

glicosídeos cianogênicos e lecitinas nas sementes ou na polpa de pitanga. 

Devido aos benefícios à saúde proporcionado pelo uso da pitangueira na medicina 

popular, o Ministério da Saúde autorizou o uso das folhas da pitangueira para preparar 

infusões, o que pode ser observado na Resolução 267 de 22 de setembro de 2005 (ANVISA, 

2005). 

 

2.2 Pitanga roxa 

 

A pitanga é conhecida por vários nomes: “Brazilian cherry” (Brasil), “cereza de 

cayena” (Espanha), “pedanga” (Venezuela), “guinda” (El Salvador), “ñanga-piré” 

(Argentina), “cereza quadradra” (Venezuela) (LIMA; MÉLO; LIMA, 2002), “Ibitanga” e 

“Pitangatuba” (WEYERSTAHL et al., 1988). 

Este fruto é uma baga globosa, com sete a dez sulcos longitudinais de 1,5 a 5,0 cm 

de diâmetro e é coroado com sépalas persistentes (FIGURA 1). Durante a sua maturação, o 

epicarpo muda de coloração de verde para amarelo, alaranjado, vermelho, vermelho escuro, 

podendo chegar até quase negro (BEZERRA; SILVA JÚNIOR; LEDERMAN, 2000). A cor 

roxa deste fruto é devido à presença de antocianinas (LIMA et al., 2000). Sua composição é 

em média 77% de polpa e 23% de semente (SILVA, 2006). 

 

Figura 1 - Folhas, fruto e flor da pitangueira. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 
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A pitanga possui baixo conteúdo de lipídios e baixo valor calórico (SPADA et al., 

2008), é rica em vitaminas e compostos com atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2006) 

como polifenóis e carotenóides (SPADA et al., 2008). Outros compostos de interesse neste 

fruto são os compostos voláteis que, em sua maioria, são formados por monoterpenos (75,3%) 

abrangendo o trans-β-ocimene (36,2%), o cis-ocimene (13,4%), o β-ocimene (15,4%) e o β-

pinene (10,3%) (OLIVEIRA et al., 2006). 

Devido às características sensoriais, como sabor ácido e adocicado e intenso 

aroma característico (MALAMAN et al., 2011), a pitanga é um fruto bastante apreciado pela 

população (CRUZ; KAPLAN, 2005), desta forma, ela vem sendo bastante consumida in 

natura e também na forma processada como em sucos, doces, geleias, sorvete e liquor 

(OLIVEIRA; KAMIMURA; RABI, 2009). 

A maior parte do volume de produção da pitanga é comercializada em feiras livres 

ou diretamente com as fábricas para o processamento. Como este fruto é altamente perecível, 

o consumo limitava-se aos centros próximos às regiões de plantio, porém, devido aos seus 

atributos de qualidade, a pitanga tem ganhado popularidade no mundo inteiro (MARIN et al., 

2008) e vem sendo exportada amplamente para o Mercado Europeu (SILVA, 2006). 

Em razão de a pitanga ser um fruto de difícil conservação, a extração de sua polpa 

seguida de congelamento constitui uma alternativa para garantir o seu consumo nos mercados 

nacionais e internacionais mesmo quando a fruta não estiver no período de safra de produção 

(LOPES; MATTIETTO; MENEZES, 2005). 

De acordo com a Instrução Normativa n° 1 (BRASIL, 2000), polpa de fruta é o 

produto obtido de frutos polposos através de processamento adequado ao tipo de fruto, não 

podendo ser fermentado, concentrado e diluído e deve conter um teor mínimo de sólidos totais 

provenientes do fruto. De acordo com esta Instrução Normativa a polpa de pitanga deve estar 

dentro dos limites descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Padrão de identidade e qualidade da polpa de pitanga. 

 Mínimo Máximo 

Sólidos solúveis (°Brix a 20°C) 6,0 - 

pH 2,5 3,4 

Acidez titulável (g ácido cítrico/100 mL) 0,92 - 

Açúcares totais naturais da fruta (g/100 mL) - 9,50 

Sólidos totais (g/100 g) 7,0 - 

Fonte: Brasil (2000). 
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Outra forma de utilização da pitanga é na indústria de cosméticos, que utiliza as 

propriedades adstringentes associadas ao aroma agradável dos óleos essenciais extraídos da 

polpa de pitanga para formulação de xampu, condicionadores de cabelo, sabonetes, óleos 

corporais e perfumes (AMORIM et al., 2009). 

 

2.3 Compostos bioativos e atividade antioxidante 

 

Os compostos com ação antioxidante possuem efeito benéfico no organismo 

humano. Estes compostos combatem a ação de radicais livres, evitando que eles afetem a 

molécula de DNA, oxidem aminoácidos ou ácidos graxos poliinsaturados nas lipomembranas, 

causando danos severos nas células (BEARA et al., 2009). 

Os radicais livres podem ser formados durante o metabolismo normal, como 

consequência de doenças e a partir da exposição dos organismos a condições adversas como o 

cigarro, a poluição ambiental e a luz solar (HONZEL et al., 2008). Estes radicais atuam na 

produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e 

síntese de substâncias biológicas importantes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006), 

porém, quando em excesso e caso não haja antioxidantes disponíveis in vivo eles podem 

apresentar efeitos prejudiciais ao organismo vivo podendo contribuir para o surgimento de 

doenças (HUANG; OU; PRIOR, 2005) como o enfisema pulmonar, aterosclerose, doenças 

inflamatórias, câncer e envelhecimento (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). 

Os compostos com atividade antioxidante podem ser sintetizados no organismo ou 

podem ser obtidos de fontes exógenas (através da alimentação) (OLIVEIRA et al., 2009), 

sobretudo, de produtos de origem vegetal (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). 

Estes compostos são conhecidos como compostos bioativos e incluem as 

vitaminas C e E, os carotenóides, os polifenóis, os furanoides e os tióis (OLIVEIRA et al., 

2009). As frutas são importantes fontes desses compostos bioativos. 

O ácido ascórbico ou vitamina C é uma substância de extrema importância para a 

alimentação humana. Essa vitamina desempenha várias funções importantes no organismo, 

como na formação de colágeno, na absorção do mineral ferro, na inibição da formação de 

nitrosaminas (VANNUCCHI; JORDÃO JÚNIOR, 1998), possuindo atividade antioxidante 

(SILVA, 2006) e ação anti-câncer (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). 

Os polifenóis, além de possuírem atividade antioxidante, possuem ação 

antialergênica, antiviral, antibacteriana, antitumoral, antifúngica e anti hemorrágica (PIETTA, 
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2000). Estes compostos influenciam na qualidade nutricional e sensorial de vegetais 

(SCALZO et al., 2005). 

Dentre os compostos polifenólicos com propriedade antioxidante, destacam-se os 

flavonóides que quimicamente, englobam as antocianinas e os flavonóis (LIMA; MÉLO; 

LIMA, 2002). Fazem parte do grupo dos flavonóides as antocianinas, flavonóis, flavonas, 

auronas, chalconas e isoflavonas (SOARES, 2002). 

Os compostos fenólicos possuem atividade antioxidante, antiinflamatória 

(BEARA et al., 2009; LEONG et al., 2010; LI et al., 2009) e anticâncer (LIMA et al., 2001) e 

são considerados os compostos com maior ação antioxidante dentre os compostos fenólicos 

(SOOBRATTEE et al., 2005). 

O efeito antiinflamatório apresentado pelos flavonóides é devido eles serem 

capazes de inibir várias enzimas que são ativadas somente em determinadas condições 

inflamatórias (LEE et al., 2007). A quercetina, que é um tipo de composto fenólico, é 

conhecida por possuir elevada capacidade antiinflamatória (WANG; ZHOU; LIN, 2010). 

As antocianinas são corantes naturais pertencentes à classe dos flavonoides e que 

são responsáveis pela coloração vermelha, azul e roxa de muitas frutas e vegetais (BAGETTI, 

2009), podendo ser utilizadas como alternativa em substituição aos corantes sintéticos 

(LIMA; MÉLO; LIMA, 2005). Estes compostos são encontrados em frutos como mirtilo, 

framboesa, morango, groselha, uvas e vinho tinto. 

As antocianinas apresentam inúmeras propriedades benéficas à saúde (SHAHIDI; 

MARIAN, 2003). Estes compostos melhoram a circulação sanguínea, protegem o organismo 

contra o acúmulo de placas de depósitos de lipídios e diminuem os efeitos da doença de 

Alzheimer (VOLP et al., 2008) e apresentam poder antioxidante. 

Segundo Bagetti et al. (2011), comparado com outras frutas, a pitanga é uma rica 

fonte de antocianinas e dentre as diferentes colorações de pitanga, os maiores valores deste 

componente são observados em pitangas roxas. 

Na polpa de pitanga são encontrados elevados teores de compostos fenólicos e 

carotenóides (SPADA et al., 2008). As antocianinas presente na pitanga são as cianidina-3-O-

β-glicopiranosídeo e a delfinidina-3-O-β-glicopiranosídeo ambas possuem ação antioxidante 

(EINBOND et al., 2004). 

Os carotenóides são encontrados em frutas, hortaliças, peixes, grãos, flores e 

raízes (BAGETTI, 2009) e são compostos que possuem diferentes funções biológicas. Alguns 

carotenóides podem possuir atividade antioxidante, atuar no controle de doenças 

cardiovasculares (KRINSKY; JOHNSON, 2005) e possuir atividade pró-vitamina A atuando 
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na prevenção da catarata (STAHL; SIES, 2005). Estudos relatam que os carotenóides 

possuem ação contra o desenvolvimento de câncer (MAOKA et al. 2001; NISHINO et al., 

2009; ZHANG et al., 2011), Estes compostos contribuem para a atividade antioxidante da 

polpa da pitanga (SPADA et al., 2008). 

Os diferentes tipos de carotenoides atuam em diferentes funções, assim, o β-

caroteno, α-caroteno e a β-criptoxantina são precursores da vitamina A, já a luteína e a 

zeaxantina são relacionados com a proteção macular e catarata (SNODDERLY, 1995).  

A pitanga é um dos frutos que possui maiores teores de carotenóides totais 

(CAVALCANTE, 1991). Na sua polpa os carotenóides majoritários são: licopeno, a 

rubixantina e a β-criptoxantina (FILHO et al., 2008). Outros carotenóides observados em 

pitanga são: cis-rubixantina, cis-licopeno, β-caroteno, γ-caroteno, zeaxantina, luteína, 

violaxantina e β-caroteno-5,6-epoxido (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUES-AMAYA, 

2004). 

Bagetti et al. (2011) estudaram a composição de pitangas com diferentes 

colorações de polpa (roxa, vermelha e laranja) provenientes do Rio Grande do Sul e 

observaram que  a pitanga de cor roxa é rica em compostos fenólicos e possui elevada 

atividade antioxidante, já as de cor vermelha e laranja são ricas em carotenóides. Segundo 

Matsumura et al. (2000), estes compostos naturais presentes na pitanga produzem efeitos 

benéficos ao organismo tais como a atividade antiinflamatória. 

Diversas técnicas são empregadas para determinar a capacidade antioxidante de 

alimentos. Os testes in vitro diferem em relação ao mecanismo de reação, às espécies-alvo, às 

condições reacionais e na forma como os resultados são expressos (OLIVEIRA et al., 2009). 

Os ensaios in vitro mais utilizados são os que utilizam os radicais ABTS•+ e DPPH• 

(LABRINEA; GEORGIOU, 2004), o ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 

(JENSEN et al., 2008) e o sistema que utiliza o ß-caroteno/ácido linoléico. 

Os ensaios in vivo envolvem a determinação da proteção antioxidante que pode 

ser determinada utilizando eritrócitos de células humanas (JENSEN et al., 2008). Um dos 

mecanismos in vivo utilizados usa células epiteliais bucais, pois a mucosa oral é o primeiro 

tecido que entra em contato direto com o alimento não digerido e, portanto, são as células que 

são expostas a todos os constituintes voláteis e não voláteis do alimento (HELD; 

SCHIEBERLE; SOMOZA, 2007). 

 



27 

2.4 Compostos voláteis 

 

O sabor de um alimento é a resposta ao somatório das características do gosto 

(doce, amargo, ácido, salgado e umami) com o aroma (JANZANTTI; FRANCO; 

WOSIACKI, 2003), sendo o aroma obtido pela presença de compostos voláteis (WILLER; 

YUSSEFI-MENZLER; SORESEN, 2008). 

A identificação e quantificação destes compostos são essenciais para a 

caracterização do alimento e, por ter influência direta no sabor do produto, pode influenciar 

na aceitação sensorial do mesmo (BICAS et al., 2011). As técnicas empregadas para 

determinação dos compostos voláteis utilizam etapas de isolamento, separação e 

identificação, também podendo ser realizados estudos sensoriais com humanos 

(THOMAZINI; FRANCO, 2000). 

Diversos compostos voláteis foram identificados na pitanga, porém em sua grande 

maioria estão presentes em quantidades traços. Segundo Oliveira et al. (2006), os 

componentes voláteis identificados na polpa de pitanga que aparecem em maiores quantidades 

pertencem à família ocimene. Outros compostos observados em elevadas quantidades na 

polpa da pitanga foram relatados por outros autores como o germacrone, o curzerene 

(furanoelemene) e a oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (OGUNWANDE et al., 2005), e o 

bergapteno (PINO et al., 2003). 

Marin et al. (2008) estudando a fração volátil da polpa de pitanga, observaram a 

presença de α-ocimeno (7,4%), β-selinene (7,2%), β-selinene (5,2%), germacrene B (7,2%) e 

ácido hexadecanóico (11,7%). Os valores percentuais de cada composto volátil relatado por 

estes autores são baseados na área do pico observada no cromatograma. 

A selina-1, 3,7 (11)-trien-8-ona é um composto volátil de importância que foi 

observado por diversos autores, como Ogunwande et al. (2005) e Malaman et al. (2011), e 

que é reconhecida por conferir aroma e sabor ao alimento e possuir propriedades terapêuticas 

(KANAZAWA; PATIN; GREENE, 2000). 

Weyerstahl et al. (1988), estudando os componentes voláteis das folhas da pitanga 

cultivada na Nigéria, observaram elevadas quantidades de furanodienos, furanoelemene, 

selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1, 3,7 (11)-trien-8-ona. 

A variação entre os compostos voláteis observados pelos autores pode ser devido 

às características do fruto, pois, segundo Willer, Yussefi-Menzler e Soresen (2008), os 

compostos voláteis presentes em frutas podem sofrer variação de acordo com o estágio de 
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maturação, a cultivar e as condições edafoclimáticas de cultivo do fruto. Outra fonte de 

variação é a metodologia empregada. 

 

2.5 Processos inflamatórios 

 

A inflamação é um dos primeiros e o mais importante componente da resposta 

imune à infecção bacteriana (REIFE et al., 1995). Durante o processo inflamatório agudo ou 

crônico, os compostos inflamatórios são liberados em elevadas concentrações, causando um 

desequilíbrio oxidativo (NARDI et al., 2007), contribuindo assim, para a ocorrência de uma 

variedade de doenças inflamatórias tais como artrite, aterosclerose, câncer, diabetes, hepatite, 

neurodegeneração e envelhecimento precoce (ROOME et al., 2008). 

Alguns estágios dos processos inflamatórios podem levar o indivíduo a problemas 

mais sérios como o câncer. Alguns exemplos disto são: a doença inflamatória do intestino que 

predispõe o paciente ao câncer colorretal, a gastrite por Helicobacter pylori que induz ao 

câncer gástrico e a prostatite que pode levar ao câncer de próstata (BALKWILL; CHARLES; 

MANTOVANI, 2005). 

A resposta do organismo contra os agentes infecciosos envolve a produção de 

elevada quantidade de moléculas citotóxicas (MENICHINI et al., 2011) tais como fagócitos, 

linfócitos e células matadoras naturais, bem como uma subsequente produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS) e de interleucinas (VÍCTOR et al., 1998) 

pró-inflamatórias como as interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18 que são 

produzidas no local da inflamação (NARDI et al., 2007). 

O modo de ação das ROS nos processos inflamatórios ocorre através da ativação 

de fatores de transcrição como o NF-jB e a proteína ativadora (AP) que atuam induzindo a 

produção de interleucinas inflamatórias (MENICHINHI et al., 2011). Outro componente de 

interesse é o óxido nítrico (NO) por atuar como mediador e regulador em reações patológicas, 

especialmente na resposta inflamatória aguda (TERAO, 2009). 

Em circunstâncias normais as ROS e as RNS são descontaminadas pelo sistema 

antioxidante das enzimas superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidises (ROOME et 

al., 2008) ou por compostos com atividade antioxidante presentes na alimentação. 

As interleucinas ou linfocinas são proteínas que estão envolvidas na comunicação 

entre os linfócitos e apresentam as seguintes atividades: reconhecimentos de antígenos pelas 

células T, proliferação de células T, atração de macrófagos e promoção da eritropoiese 

(NAOUM, 2009). Tais compostos, também protegem o organismo humano contra o ataque de 
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bactérias, vírus e parasitas (HELD; CHIEBERLE; SOMOZA, 2007), porém, algumas podem 

ter ação pró-inflamatórias, como a IL-6 que induz a secreção de proteínas de resposta durante 

a inflamação e é um fator fisiopatológico que muitas vezes acompanha o câncer (BARTON, 

2005) e a IL-8 que é produzida por macrófagos e ativada por produtos bacterianos, resultando 

em uma resposta inflamatória local, que pode induzir febre (KAISER et al., 2004) e quando é 

liberada na circulação pode promover a angiogênse (crescimento de novos vasos sanguíneos a 

partir dos já existentes) até o foco infeccioso (NAOUM, 2009). 

A inibição das interleucinas pró-inflamatórias pode ser realizada utilizando 

substâncias antiinflamatórias que reduzem a ocorrência de reações inflamatórias associadas a 

infecções no organismo (HELD; CHIEBERLE; SOMOZA, 2007). Desta forma, as 

interleucinas antiinflamatórias combatem a ação de interleucinas pró-inflamatórias 

(MUELLER; HOBIGER; JUNGBAUER, 2010), constituindo em uma forma de auto-

regulação do organismo (CALDER et al., 2009). Exemplo de interleucinas que atuam 

inibindo a produção de interleucinas pró-inflamatórias são as IL-4 e IL-10 (NMORSI et al., 

2010). 

Alguns compostos presentes nos alimentos atuam inibindo os estágios 

inflamatórios através da inibição de componentes essenciais a ocorrência destes processos 

(YOON; BAEK, 2005) e por isso, desde a antiguidade, doenças inflamatórias têm sido 

tratadas com plantas e extratos de plantas (KRISHNASWAMY, 2008). 

O modo de ação antiinflamatória dos componentes dos alimentos ocorre da 

seguinte maneira: os ácidos graxos, a vitamina E e os flavonóides diminuem a produção do 

mediador inflamatório através de efeitos na sinalização celular e expressão do gene; a 

vitamina E e os outros antioxidantes reduzem a produção de oxidantes prejudiciais e os 

prebióticos e probióticos promovem a função intestinal e servem de barreira antiinflamatória 

(CALDER et al., 2009). 

Segundo Menichinhi et al. (2011), os compostos fenólicos, tais como os 

flavonóides, atuam inibindo a produção dos mediadores inflamatórios através da degradação 

oxidativa de produtos fagócitos tais como o O2 e o HOCl. 

Outras substâncias também estão envolvidas no controle dos processos 

inflamatórios, como os corticosteróides que atuam na supressão de múltiplos genes 

inflamatórios que estão envolvidos na inflamação crônica (BARNES, 2006). 

Diversos estudos relatam a ação antiinflamatória e o mecanismo de ação de alguns 

componentes presentes em alimentos. Reiter, Jiang e Christen (2007), estudando as 

propriedades do α e do γ-tocopherol observaram que estas duas principais formas de vitamina 
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E possuem propriedades antiinflamatórias. Mueller, Hobiger e Jungbauer (2010), estudando a 

atividade antiinflamatória de frutas, ervas e especiarias, observaram que os componentes de 

alguns vegetais como a apigenina, capsaicina, luteolina, naringenina, quercetina e resveratrol 

reduzem a secreção da interleucina pró-inflamatória IL-6, enquanto que o cortisol aumenta a 

secreção da interleucina antiinflamatória IL-10 e reduz a secreção da IL-6. Lin e Tang (2008), 

estudando o efeito dos extratos de morango, nêspera, amora e melão na inflamação induzida 

por lipopolissacarídeos (LPS) observaram que estes extratos reduziram a secreção de IL-6 e 

aumentou a secreção de IL-10. 

Outros componentes dos alimentos que podem combater aos processos 

inflamatórios são os compostos antioxidantes, pois, segundo Rafael et al. (2011), esses 

compostos apresentam excelentes possibilidades para o tratamento e prevenção do estresse 

oxidativo mediado pelos processos inflamatórios. 

 

2.6 Porphyromonas gingivalis 

 

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) são bactérias anaeróbicas 

(WINKELHOFF et al., 2002), gram-negativas, frequentemente isoladas nas bolsas 

periodontais de pacientes com doença periodontal crônica (ARA et al., 2009), sendo 

considerada um importante patógeno desta doença. 

A doença periodontal ou gengivite é um problema que causa dor e desconforto 

nos tecidos bucais de pacientes. A principal causa da gengivite é a falta de higiene oral, o que 

resulta no aumento das bactérias orais, sendo, portanto, uma doença de origem bacteriana 

(WOLF; LAMSTER, 2011) que é acompanhada pela inflamação na gengiva e destruição dos 

tecidos periodontais (ARA et al., 2009) e que eventualmente pode causar a perda do dente 

(MEALEY; RETHMAN, 2003). No Brasil, a prevalência de doenças periodontais em 

crianças e adolescentes tem sido relatada em vários estudos (GESSER; PERES; 

MARCENES, 2001; SUSIN; ALBANDAR, 2005), sugerindo um risco ainda maior de 

desenvolvimento da periodontite em adultos.  

Os lipopolissacarídeos são moléculas de estrutura complexa encontrados 

exclusivamente na monocamada externa da membrana externa das bactérias gram negativas, 

como a P. gingivalis, e desempenha papel crítico na mediação da inflamação por induzir a 

produção de interleucinas pró-inflamatórias (PAIK et al., 2003) como as interleucinas IL-1β, 

IL-6 e IL-8 e o α-fator de necrose tumoral (TNF-α) (HOLLA et al., 2004). A liberação de 

interleucina-8 (IL-8), uma citocina pró-inflamatória, é activada por LPS bacteriano, 
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resultando em uma resposta no local da inflamação (KAISER et al., 2004). Tal fato foi 

comprovado por diversos estudos, como o realizado por Chen et al. (2008), que ao estudar o 

efeito do LPS obtidos da P. gingivalis, confirmaram que estas substâncias promovem o 

aumento da secreção de interleucinas pró-inflamatórias. Zhang et al. (2008), estudaram o 

efeito do LPS obtido de Porphyromonas gingivalis e de Escherichia coli na linha celular 

monocítica humana THP-1 e concluíram que os dois LPS estudados possuem ação de induzir 

a produção de interleucinas em células THP-1. 

Em estudos anteriores, a liberação de IL-8 por fibroblastos gengivais humanos 

(HGF-1) estimulados pelo LPS de P. gingivilis tem sido utilizada para determinar 

propriedades antiinflamatórias de vegetais, tais como o trabalho realizado por Walker et al. 

(2013) que utilizaram este modelo para determinar as propriedades antiinflamatórias de 

extratos de vegetais preparados com Polygonum aviculare L., Sambucus nigra L. e Isodon 

japonicus L. e o trabalho de Ehrnhöfer-Ressler et al. (2013) que avaliaram o efeito 

antiinflamatório do 1,8-cineol, borneol, cânfora, e α-/β-thujone provenientes da Salvia 

officinalis em L. 

Desta forma, em estudos para detecção de processos inflamatórios na gengiva 

humana, faz-se necessário avaliar o efeito do composto que se quer estudar levando em 

consideração a presença do LPS da bactéria P. gingivalis. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material 

 

O experimento foi realizado com pitanga roxa (Eugenia uniflora L.) proveniente 

de pitangueiras de oito anos de idade pertencentes à Fazenda Fortaleza, município de Gandu, 

Bahia (13º 44´S, 39º 28´W), Brasil. 

Os frutos foram colhidos manualmente, armazenados em sacos de polietileno, 

congelados em freezer (-20°C) e transportados em isopor térmico via aérea até o Laboratório 

de Frutas e Hortaliças do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal 

do Ceará. Os frutos foram higienizados, removidos os caroços e a polpa foi processada em 

centrífuga doméstica até a obtenção de um líquido uniforme, que, em seguida, foi 

acondicionado em sacos de polietileno, selados e congelados ate o momento das análises. Para 

as análises realizadas no Nutritional and Physiological Chemistry Laboratory, University of 

Vienna, a polpa foi congelada em nitrogênio líquido, mantida em caixa térmica com gelo seco 

e enviada via aéreo para a Universidade. 

As análises de caracterização química e físico-química e a quantificação dos 

compostos bioativos e da atividade antioxidante foram realizadas no Laboratório de Frutos e 

Hortaliças do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceará. 

A separação da polpa de pitanga roxa em suas frações volátil e não volátil, a 

identificação e quantificação dos compostos principais de cada fração e as análises de 

determinação das propriedades antioxidantes e antiinflamatórias realizadas na polpa e no suco 

tropical de pitanga roxa foram realizadas no Nutritional and Physiological Chemistry 

Laboratory, Department of Nutritional and Physiological Chemistry, University of Vienna. 

 

3.2 Métodos 

 

3.2.1 Caracterização química e físico-química 

 

3.2.1.1 Sólidos Solúveis 

 

Determinado através de leitura direta em refratômetro de marca ATAGO, modelo 

POCKET PAL-1. Os resultados foram expressos em °Brix. 
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3.2.1.2 pH 

 

Determinado através de leitura direta em potenciômetro de marca DIGIMED, 

modelo DMF, tipo NTC, calibrado com soluções tampão de pH 4,0 e pH 7,0 conforme a IAL 

(2008). 

 

3.2.1.3 Acidez Titulável 

 

Realizado através da titulação, de 0,1 mL de polpa de pitanga roxa diluída em 50 

mL de água destilada, com solução de NaOH 0,1 N, usando solução de fenolftaleína (1%) 

diluída em etanol como indicador, conforme descrito nas normas do Instituto Adolfo Lutz 

(2008). Os resultados foram expressos em g de ácido cítrico/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.1.4 Açúcares Totais 

 

Realizado conforme metodologia descrita por Yemn e Willis (1954). O extrato foi 

preparado através da pesagem de 0,5 mL de polpa de pitanga roxa e posterior diluição em 250 

mL de água destilada. Em um tubo de ensaio, em banho de gelo, pipetou-se 0,2 mL do 

extrato, acrescentou-se 0,8 mL de água destilada e 2 mL de Antrona previamente diluída em 

ácido sulfúrico (200 mg de antrona em 100 mL de ácido sulfúrico). Realizou-se a 

homogeneização da amostra usando um agitador de tubo de ensaio. Os tubos foram colocados 

em banho-maria a 100°C por 8 minutos e em seguida foram resfriados em banho de gelo. A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro (SHIMADZU Modelo UV – 1800) a 620 nm. A 

curva padrão foi realizada com diferentes concentrações da solução de glicose. Os resultados 

foram expressos em g de glicose/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.1.5 Açúcares Redutores 

 

Determinado conforme metodologia proposta por Miller (1959). Pesaram-se 3 mL 

de polpa de pitanga roxa e diluiram-se em 40 mL de água destilada. Esta solução foi levada ao 

aquecimento em banho-maria a 60°C durante 5 minutos, seguido de resfriamento em banho 

de gelo e posterior aferição com água destilada para um volume final de 100 mL e filtração 

utilizando papel de filtro. Uma alíquota de 0,4 mL desse extrato foi pipetada em um tubo de 

ensaio juntamente com 1,1 mL de água destilada e 1 mL da solução de DNS (ácido 3,5 
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dinitrosalicílico) preparada com 0,5 g de DNS, 15 g de tartarato de sódio e potássio e solução 

de NaOH 2N. Realizou-se a homogeneização das amostras usando um agitador de tubos de 

ensaio. Os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Em seguida foram 

resfriados em banho de gelo, adicionados 7,5 mL de água destilada e homogeneizados 

novamente. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (SHIMADZU Modelo UV – 1800) a 

540 nm. A curva padrão foi realizada com diferentes concentrações da solução de glicose. Os 

resultados foram expressos em g de glicose/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.2 Compostos bioativos e atividade antioxidante 

 

3.2.2.1 Ácido ascórbico 

 

Determinado segundo metodologia proposta por Strohecker e Henning (1967). 

Utilizou-se 1 mL de polpa de pitanga roxa que foi diluida em 100 mL da solução de ácido 

oxálico 0,5%. Desta primeira diluição retirou-se uma alíquota de 2 mL, acrescentaram-se 50 

mL de água destilada e realizou-se a titulação utilizando a solução de Tillman (DFI - 2,6 

dicloro-fenol indofenol) 0,02% previamente padronizada com a solução de ácido ascórbico 

(50 mg de ácido ascórbico em 1000 mL de ácido oxálico 0,5%). Os resultados foram 

expressos em mg de ácido ascórbico/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.2.2 Carotenóides totais 

 

Quantificados segundo a metodologia proposta por Higby (1962). Pesou-se 1 mL 

de polpa de pitanga roxa, adicionaram-se 15 mL de álcool isopropílico e 10 mL de hexano. 

Esta mistura foi homogeneizada em um agitador magnético durante 1 minuto e em seguida foi 

transferida para um funil de separação de 125 mL. Completou-se o volume com água 

destilada e deixou-se descansar durante 30 minutos. A fase aquosa foi removida. Foi repetida 

a lavagem com água destilada e posterior descanso mais duas vezes. Após a terceira lavagem, 

a fase oleosa foi filtrada em algodão previamente pulverizado com sulfato de sódio anidro 

para um balão de 25 mL. Adicionaram-se 2,5 mL de acetona e aferiu-se o balão volumétrico 

com hexano. A leitura, em espectrofotômetro (SHIMADZU Modelo UV – 1800), foi 

realizada a 450 nm. Os resultados foram expressos em mg/100 mL de polpa de pitanga roxa. 
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3.2.2.3 Clorofila 

 

Determinada segundo metodologia descrita por Engel e Poggiani (1991), 

utilizando 0,5 mL de polpa de pitanga roxa. A polpa foi homogeneizada com acetona 80% até 

a completa descoloração e transferida quantitativamente para um balão de 25 mL, aferindo o 

volume com acetona 80%. Em seguida foi realizada a filtração e leitura em espectrofotômetro 

(SHIMADZU Modelo UV – 1800) utilizando o comprimento de onda de 652 nm. Os 

resultados foram expressos em mg/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.2.4 Antocianinas totais 

 

Determinadas segundo a metodologia descrita por Francis (1982). Pesou-se 0,2 

mL de polpa de pitanga roxa e realizou-se a extração com a solução etanol-HCl 1,5N (85:15, 

v/v), transferindo quantitativamente para um balão volumétrico de 25 mL. O extrato 

permaneceu sob refrigeração durante 16 horas. Em seguida, foi filtrado e realizado a leitura da 

solução em espectrofotômetro (SHIMADZU Modelo UV – 1800) a 535 nm. Os resultados 

foram expressos em mg/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.2.5 Flavonóides amarelos 

 

O extrato utilizado para determinação dos flavonóides amarelos foi o mesmo 

extrato descrito para determinação de antocianinas totais, conforme descrito por Francis 

(1982). Para a quantificação de flavonóides amarelos utilizou-se, para leitura em 

espectrofotômetro (SHIMADZU Modelo UV – 1800), o comprimento de onda de 374 nm. Os 

resultados foram expressos em mg/100 mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.2.6 Polifenóis extraíveis totais 

 

O extrato para determinação dos polifenóis extraíveis totais e da atividade 

antioxidante foi preparado conforme metodologia descrita por Larrauri, Ruperez e Saura-

Calixto (1997). Utilizaram-se 5 mL da polpa de pitanga roxa e diluiram-se em 20 mL de 

etanol 50%. Deixou-se extrair ao abrigo da luz por uma hora e em seguida realizou-se a 

centrifugação a 2700 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado em um balão 

volumétrico de 50 mL e no resíduo foram adicionados 20 mL de acetona 70% deixando 
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extrair por uma hora, seguida de centrifugação nas mesmas condições descritas anteriormente. 

O sobrenadante foi filtrado no mesmo balão volumétrico que o sobrenadante da primeira 

centrifugação e o volume do balão volumétrico foi aferido com água destilada. 

A leitura da concentração dos polifenóis extraíveis totais foi realizada conforme 

metodologia descrita por Obanda, Owuor e Taylor (1997). Pipetou-se uma alíquota do extrato, 

completou-se o volume para 0,5 mL, adicionaram-se 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteau 

(1:3, v/v), 1 mL de carbonato de sódio 20% e 1 mL de água destilada. A solução foi 

homogeneizada em agitador de tubos e a leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(SHIMADZU Modelo UV – 1800) a 700 nm, utilizando o ácido gálico como solução padrão. 

Os resultados foram expressos em mg de equivalente ácido gálico (GAE)/100 mL de polpa de 

pitanga roxa. 

 

3.2.2.7 Atividade antioxidante pelo ensaio com o radical ABTS•+ 

 

Realizado segundo metodologia descrita por Re et al. (1999) que se baseia na 

habilidade dos antioxidantes, presentes no extrato da fruta, de capturar o radical livre ABTS•+ 

[2,2’-azino-bis-(ácido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfônico)], o que irá provocar a descoloração da 

solução e, consequentemente, o decréscimo da absorbância. A partir do extrato preparado para 

determinação dos polifenóis extraíveis totais, foram preparadas quatro diferentes diluições 

(100000, 50000, 25000 e 12500 mg/L) para determinação da atividade antioxidante pelo 

ensaio ABTS•+. Foram pipetados 30 µL de cada diluição em diferentes tubos de ensaio. 

Adicionaram-se 3 mL da solução de ABTS•+ com absorbância de 0,700 ± 0,005 e agitou-se. A 

leitura, em espectrofotômetro (SHIMADZU Modelo UV – 1800) a 734 nm, foi realizada após 

6 minutos. O ensaio foi realizado utilizando a solução de Trolox (2-ácido carboxílico-6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) 2 mM como solução padrão. Os resultados foram 

expressos em µM Trolox/mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.3 Separação, identificação e quantificação dos compostos voláteis e não voláteis 

 

3.2.3.1 Separação 

 

Foi realizada segundo metodologia proposta por Engel, Bahr e Schieberle (1999) 

e consiste na utilização de uma unidade de destilação compacta ligada a uma bomba de vácuo 

(FIGURA 2) que juntas permitem uma separação com alto rendimento dos compostos de 
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frutas. Esta técnica é conhecida pela sigla SAFE do inglês Solvent Assisted Flavour 

Evaporation. 

 

Figura 2 - Equipamento do Solvent Assisted Flavour Evaporation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 

 

Inicialmente foi realizada a centrifugação de 100 mL de polpa de pitanga roxa a 

1000 x g durante 5 minutos para remoção de partículas que poderiam interferir na realização 

do SAFE. A partir do sobrenadante obtido desta centrifugação foi realizado o SAFE e, como 

resultado final, foram obtidas duas frações, uma onde se encontram os compostos voláteis 

(água destilada, AD) e a outra contendo a fração não volátil (matéria seca, MS). O rendimento 

de cada fração foi determinado pelo peso. 

 

3.2.3.2 Identificação e quantificação 

 

3.2.3.2.1 Compostos voláteis 

 

Na solução contendo a água destilada e a fração volátil foram adicionados 140 mL 

de dietil éter, transferindo-se quantitativamente para um funil de separação de 250 mL. 

Realizou-se a homogeneização da solução e em seguida foi colocado em descanso até que as 

duas fases se separassem. Recolheram-se cada uma das duas fases em Erlenmeyers distintos. 

Na fase inferior foi repetido o procedimento quatro vezes. As fases superiores obtidas das 



38 

cinco lavagens (fase orgânica) foram combinadas em um único Erlenmeyer, pulverizada com 

sulfato de sódio anidro e filtrada diretamente em um balão de fundo redondo para posterior 

remoção do solvente em rotaevaporador (450 mbar a 40°C). Todo procedimento foi realizado 

conforme descrito por Ehrnhöfer-Ressler et al. (2013). 

Os compostos voláteis foram analisados por cromatografia gasosa. Utilizou-se o 

cromatógrafo gasoso (GC-MS) Agilent Technologies 6890N Network (Agilent Techologies, 

Vienna, Austria), acoplado ao espectrômetro de massa Agilent 5973 Network (Agilent 

Techologies, Vienna, Austria) que foi operado em modo de impacto de elétrons (EI) a 70 eV. 

O volume de 1 µL da amostra foi injetado a 250°C no modo splitless pulsado com 

temperatura da coluna de 50°C. A temperatura de injeção foi mantida durante 2 minutos 

seguida de aquecimento até 280°C em 15 minutos. O gás de arraste utilizado foi o hélio, o 

qual foi utilizado a uma taxa de fluxo constante de 1,1 mL/minuto. A coluna utilizada foi a 

DB-5MS, 30 m de comprimento, 0,250 mm de diâmetro e 0,25 µm de espessura. 

Os compostos foram identificados com base em seus padrões de fragmentação em 

espectrofotometria de massa usando o banco de dados ChemStation G1707 (Agilent 

Technologies, Viena, Áustria) e com o estudo de Weyerstahl et al. (1988) que identificaram 

os compostos voláteis presente no óleo extraído das folhas da pitangueira. 

Após a identificação dos picos, escolheu-se o composto presente em maior 

quantidade na fração volátil da polpa de pitanga roxa para realizar a sua quantificação. Este 

composto não foi encontrado disponível para compra e sua síntese é muito onerosa, fazendo-

se necessário isolar este composto diretamente da polpa de pitanga roxa. Tomou-se 100 mL 

de polpa de pitanga roxa, adicionou-se 140 mL de dietil éter. A mistura foi transferida pra um 

funil de separação de 250 mL, e esperou-se a sua separação em duas fases que foram 

recolhidas em Elenmeyers distintos. Na fase inferior foi repetido o procedimento quatro 

vezes. As fases superiores foram combinadas, pulverizada com sulfato de sódio anidro, 

filtrada e concentrada em rotaevaporador a 450 mbar a 40°C até um volume final de 1 mL. A 

solução foi evaporada com nitrogênio gasoso, o resíduo foi diluído em 0,5 mL de acetonitrila 

e em seguida injetado em UHPLC (Dionex Ultimate 3000 series UHPLC system) conectado a 

um detector de arranjo de diodos (Dionex, Austria). A separação cromatográfica a 25°C foi 

realizada utilizando a coluna Luna® C18 LC (5 µm, 100 Ǻ, 250 x 3 mm, Phenomenex) usando 

as seguintes condições: C (acetonitrila) e D (água destilada) com velocidade de fluxo de 0,5 

mL/min. Um gradiente linear foi programado como descrito a seguir: 0-25 min – 40% C; 25-

30 min – 40-100% C; 30-35 min – 40% C. Os picos foram coletados usando o Chromeleon 

6.8 software (Dionex, Austria). A absorbância dos picos foi monitorada a 190 nm. Após a 
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coleta dos picos foi realizada a identificação dos mesmos em GC-MS usando as mesmas 

condições descritas na etapa de identificação dos picos. 

O composto desejado foi concentrado utilizando o nitrogênio gasoso. Em seguida 

foi diluído com acetonitrila e a confirmação de sua identidade e pureza foi realizada 

utilizando a ressonância nuclear magnética (RNM) comparando o resultado com o trabalho de 

Weyerstahl et al. (1988). Após esta confirmação foi realizada a quantificação desse composto. 

A quantificação foi realizada em LC-MS 2020 (Shimadzu Corporation, Japan) usando o 

mesmo gradiente linear usado para isolar o composto em UHPLC. A coluna utilizada foi a 

Luna 5 u C-18(2) 100Ǻ, 250 x 3,00 mm, 5 µm (Phenomenex). A quantificação foi realizada 

com o comprimento de onda de 190 nm e foi baseada na área do pico, usando uma curva 

padrão de cinco pontos preparada com o composto isolado. Os resultados foram expressos em 

µg/mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.3.2.2 Compostos não voláteis 

 

Sabendo que a pitanga roxa é rica em flavonoides (MALAMAN et al., 2011; 

LIMA, MÉLO, LIMA, 2002), optou-se por fazer a identificação destes compostos neste fruto. 

A extração dos flavonóides foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Celli, 

Pereira-Netto e Beta (2011). À fração não volátil obtida após o SAFE foi adicionado 40 mL da 

solução acetona/água/ácido acético (70:29:1, v/v/v), seguido de sonificação durante 1 hora à 

temperatura ambiente, centrifugação a 4500 x g, durante 25 minutos a 20°C e filtração em um 

filtro de seringa PVDF com poro de 0,45 µm e diâmetro nominal de 13 mm (Rotilabo®, 

Germany). A amostra foi injetada em cromatógrafo líquido acoplado a um espectrofotômetro 

de massa (LC-MS 2020, Shimadzu Corporation, Japan) usando a coluna Luna 5 u C-18(2) 

100 Ǻ, 250 x 3,00 mm, 5 µm (Phenomenex). A amostra foi eluída pela coluna com um 

gradiente consistindo de A (0,3% de ácido fórmico em água, v/v) e B (0,3% de ácido fórmico 

em metanol, v/v) com uma taxa de fluxo constante de 0,5 mL/min. O gradiente linear foi 

programado como descrito a seguir: 0-1,5 min – 5% B; 1,5-4 min – 5-10% B; 4-10 min – 10-

15% B; 10-15 min – 15-50% B; 15-20 min – 50-5% B, similar ao descrito por Celli, Pereira-

Netto e Beta (2011). O LC-MS foi utilizado no modo positivo. 

Os compostos foram identificados através da comparação com o espectro dos 

compostos em outros artigos e com trabalho de Celli, Pereira-Netto e Beta (2011). Após a 

identificação dos flavonóides, optou-se por realizar a quantificação do composto majoritário 

observado neste fruto. Este composto foi a cianidina-3-glicosídeo (C3G). Para construção da 
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curva padrão e posterior quantificação, obteve-se este produto na empresa Polyphenols 

Laboratories AS com pureza de 99,9%. 

A quantificação foi realizada com comprimento de onda de 350 nm e foi baseada 

na área do pico usando uma curva padrão de cinco pontos preparada com a solução padrão de 

cianidina-3-glicosídeo clorídrica (Polyphenols Laboratories AS). Os resultados foram 

expressos em µg/mL de polpa de pitanga roxa. 

 

3.2.4 Experimento com células HGF-1 

 

3.2.4.1 Cultivo de células HGF-1 

 

As células HGF-1 (Human Gingival Fibroblasts) foram obtidas da American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e foram mantidas em meio de cultura 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma), suplementado com 20% de FBS (soro 

fetal bovino), 8 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina. O 

meio de cultura foi mantido sob refrigeração e no momento de seu uso foi previamente 

aquecido durante 15 minutos em banho-maria a 37°C. As células HGF-1 foram cultivadas em 

frasco de cultura e incubadas a 37°C, 5% CO2. 

 

3.2.4.2 Avaliação da citotoxicidade das frações voláteis e não voláteis da polpa de pitanga 

roxa em células HGF-1 

 

A citotoxicidade foi medida através da exposição das células HGF-1 em 

diferentes concentrações das frações voláteis e não voláteis da polpa de pitanga roxa, 

utilizando dietil éter e etanol como solventes da fração volátil e não volátil, respectivamente, 

com tempo de exposição de 6 horas. 

A citotoxicidade foi medida utilizando o sal tetrazólio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil-brometo de tetrazólio) (MTT). O método baseia-se na capacidade apresentada 

pelas células ativas de reduzir o MTT a cristais de MTT-formazano de coloração roxa, cuja 

intensidade formada é proporcional ao número de células ativas (MOSSMAN, 1983). 

A extração dos compostos voláteis, após a separação dos mesmos no SAFE, foi 

realizada conforme descrito no item 3.2.3.2.1 utilizando dietil éter como solvente. A 

concentração em rotaevaporador foi realizada para que ao final fosse obtido um volume que 

correspondesse a 10% e 1% do volume de polpa de pitanga roxa utilizada. Para a extração da 
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fração não volátil utilizou-se o método otimizado que utiliza a solução de acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v), homogeneização e centrifugação conforme descrito no item 3.2.3.2.2. 

O sobrenadante foi liofilizado e ressuspenso em etanol para se obter um volume que 

correspondesse a 10% e 1% do volume de polpa de pitanga roxa utilizada. O estudo foi 

realizado, também, com a combinação das frações volátil e não volátil nas concentrações 

correspondentes a 10% e 1% do volume da polpa de pitanga roxa. 

Foram preparadas microplacas de 96 poços com uma concentração celular inicial 

de HGF-1 de 4000 células por poço em um volume final de 200 µL de meio de cultura. As 

placas foram colocadas em incubadora a 37°C, 5% CO2 por uma semana. Após este tempo, 

foi removido o meio de cultura e novos meios de cultura contendo os compostos voláteis e 

não voláteis, nas concentrações de 10% e 1%, foram preparados e 100 µL de cada meio de 

cultura foram adicionados. A exposição de cada fração às células HGF-1 foi estudada com e 

sem a adição de 10 µg/mL do lipopolissacarídeo (LPS) extraídos da bactéria P. gengivalis 

(InvivoGen, Estados Unidos) (PG-LPS). O branco do experimento foi o próprio meio de 

cultura, que também foi analisado na presença e na ausência de 10 µg/mL de PG-LPS. As 

soluções controles de dietil éter, etanol e a combinação dietil éter + etanol foram adicionadas 

ao meio de cultura até volume final de 1% de cada constituinte, correspondendo ao controle 

positivo dos compostos voláteis, não voláteis e a combinação das duas frações, 

respectivamente. 

Após a adição do meio de cultura contendo as substâncias de interesse do estudo, 

as microplacas foram colocadas em incubadora a 37°C, 5% CO2 por 6 horas. Passado esse 

tempo de incubação, o meio de cultura foi removido, cada poço foi lavado com 200 µL de 

tampão fosfato salino (PBS) que em seguida foi removido, adicionado 100 µL de meio de 

cultura e 25 µL do reagente MTT. As microplacas foram colocadas novamente na incubadora 

a 37°C, 5% CO2 durante 4 horas. Em seguida, foi removido o meio de cultura com o MTT, os 

poços foram lavados duas vezes com 200 µL de PBS que foi removido através da inversão 

cuidadosa da placa. Foram adicionados 100 µL de sulfóxido de dimetilo (DMSO) seguido de 

agitação por 5 minutos e posterior adição de 12,5 µL de glicina (50%, diluída em água 

destilada). O experimento foi realizado três vezes usando células em diferentes estágios de 

desenvolvimento. A avaliação da atividade citotóxica foi determinada por espectrofotometria 

(Tecan Infinite M200 Multi-Mode Microplate Reader) a 570 nm. Os resultados foram 

expressos em T/C% (quociente entre as células tratadas e as células controle) relativamente à 

absorbância determinada nas células controle (células incubadas somente com meio de 

cultura). 
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3.2.4.3 Quantificação da liberação da interleucina IL-8 por células HGF-1 após a 

exposição às frações voláteis e não voláteis da polpa de pitanga roxa 

 

A liberação da interleucina IL-8 em HGF-1 foi medida através da exposição das 

células HGF-1 às mesmas concentrações das frações voláteis, não voláteis e a combinação 

destas duas frações extraídas da polpa de pitanga roxa, com ou sem a suplementação de 10 

µg/mL de PG-LPS após 6 horas de exposição. 

Foram preparadas três microplacas de 24 poços com uma concentração celular de 

HGF-1 de 12000 células por poço em um volume final de meio de cultura (DMEN 

suplementado com 20% de soro fetal bovino, 8 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 

0,1 mg/mL de estreptomicina) de 1 mL. As placas foram colocadas em incubadora a 37°C, 

5% CO2 por uma semana. Em seguida, foram preparadas diferentes diluições de cada 

componente a ser avaliado. O meio de cultura foi removido e foram adicionados 300 µL de 

cada diluição (utilizando o mesmo processo de preparo e diluição descritos no item anterior). 

As soluções controles de dietil éter, etanol e a combinação das duas foi adicionada ao meio de 

cultura para se ter um volume final de 1% de cada constituinte. 

Após a adição do meio de cultura contendo as soluções de estudo, as placas foram 

colocadas novamente em incubadora a 37°C, 5% CO2 durante 6 horas. Após esse tempo, as 

placas foram removidas da incubadora, o meio de cultura de cada poço foi coletado 

individualmente e centrifugado a 4500 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente (25°C ± 

2°C) para remoção das células. O sobrenadante foi congelado em ultrafreezer a -80°C até o 

momento da análise. 

A liberação da IL-8 por células HGF-1 foi realizada por citometria de fluxo, 

utilizando o kit não magnético Human Basic Kit FlowCytomix (eBioscience), seguindo o 

protocolo do fabricante para determinação em tubos de 1,5 mL. As amostras foram incubadas 

na ausência de luz por 2 horas e a leitura foi realizada no Guava Easycyte Flow Cytometer 

(Merck-Millipore). Este experimento foi realizado em células em diferentes estágios de 

desenvolvimento, utilizando quatro repetições. 
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3.2.5 Experimento com o suco tropical de pitanga roxa adoçado 

 

3.2.5.1 Preparo do suco tropical de pitanga roxa adoçado 

 

Este experimento foi realizado com o intuito de observar o efeito da exposição do 

suco tropical de pitanga roxa adoçado em células bucais. 

O suco foi preparado conforme a Instrução Normativa n°. 12 (MAPA, 2003), 

utilizando os valores mínimos indicados para o suco de tropical de pitanga adoçado 

(TABELA 2). 

 

Tabela 2. Padrão de identidade e qualidade para suco tropical de pitanga. 

Componente Não adoçado Adoçado 

Mínimo Máximo Mínimo Máximo 

Polpa de pitanga (g/100 g) 60,0 - 35,0 - 

Sólidos solúveis (°Brix, 20°C) 5,0 - 10,0 - 

Acidez titulável (g ácido cítrico/100 g) 0,5 - 0,3 - 

Açúcares totais (g/100 g) - 8,6 7,0 - 

Fonte: MAPA (2003). 

O suco tropical foi preparado com 35% de polpa de pitanga roxa. Os sólidos 

solúveis do suco tropical foram ajustados com sacarose comercial até um conteúdo final de 

10°Brix. A solução controle foi preparada com água e sacarose comercial, nas mesmas 

concentrações observadas no suco tropical de pitanga roxa adoçado. 

 

3.2.5.2 Exposição do suco tropical de pitanga roxa adoçado às células bucais humanas 

 

O experimento foi realizado com seis voluntários. Antes do experimento foi 

solicitado que os voluntários permanecessem em jejum e não escovassem os dentes ou 

enxaguasse os mesmos com antisséptico bucal por pelo menos 12 horas. Todos os voluntários 

concordaram em participar do experimento, e assinaram um termo de consentimento. 

Cada voluntário foi solicitado a bochechar o suco tropical de pitanga roxa 

adoçado por 10 minutos. Como o objetivo é que cada voluntário bochechasse 100 mL do suco 

tropical de pitanga roxa adoçado, realizou-se o fracionamento do mesmo. Assim, cada 

voluntário bochechou primeiramente 35 mL do suco tropical de pitanga roxa adoçado por 3 

minutos, seguido de mais 35 mL por 3 minutos e por fim 30 mL por 4 minutos. Após o 
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bochechar, os voluntários expeliram o suco tropical de pitanga roxa adoçado em um copo 

plástico onde as três frações do suco tropical de cada voluntário foram combinadas e 

homogeneizadas. Esperou-se 5 minutos e em seguida foram coletadas as células da gengiva 

dos voluntários utilizando uma escova cito-brush e imediatamente colocadas em 5 mL de 

meio de cultura RPMI (suplementado com 10% de FBS, 8mM de glutamina, 100 U/mL de 

penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina) previamente aquecido até a temperatura de 37°C. 

Após a contagem das células de cada voluntário, utilizando o azul de Trypan e a câmara de 

Neubauer, as mesmas foram divididas em dois tubos de 15 mL e foram centrifugadas (400 x 

g, 5 minutos, 25°C). O sobrenadante foi descartado e as células foram resuspensas para que 

cada tubo tivesse 150000 células por mL. As células de cada voluntário foram tratadas com e 

sem adição de PG-LPS (10 µg/mL), transferidas para placas de 6 poços e incubadas a 37°C, 

95% umidade, 5% de CO2 durante 6 horas. Após a incubação, as células juntamente com o 

meio de cultura foram coletadas e centrifugadas (400 x g, 5 minutos, 25°C) para coleta do 

meio de cultura que foi utilizado na determinação da liberação da IL-8 pelas células bucais 

humanas. As células foram ressuspensas para uma concentração celular de 500000 células 

para serem utilizadas na determinação da atividade da catalase e do dano de DNA. 

O mesmo procedimento foi realizado com a solução controle (água + sacarose 

comercial na mesma concentração em que foi adicioanada ao suco tropical de pitanga 

adoçado). 

 

3.2.5.2.1  Atividade da catalase em células bucais humanas após a exposição do suco 

tropical de pitanga roxa adoçado 

 

Para a determinação da atividade da catalase foram utilizadas 40000 células 

coletadas da gengiva de cada voluntário. As células juntamente com o meio de cultura foram 

colocadas em tubos de 1,5 mL, centrifugadas a 400 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante 

foi descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL da solução tampão (2,72 g KH2PO4, 

5,3412 g Na2HPO4*2H2O, 800 mL ddH2O, pH 7 e volume final aferido em balão volumétrico 

de 1 litro com ddH2O). A diluição foi pipetada em uma placa de 96 poços (140 µL por poço) 

onde para cada amostra foram pipetados 12 poços, sendo 6 analisados com solução de H2O2 

(167 µL de H2O2 30% diluídos em 50 mL da solução tampão) e 6 analisados somente com a 

solução tampão. O comprimento de onda utilizado para as leituras foi 240 nm usando o 

espectrofotômetro Tecan Infinite F200 Multi-Mode Microplate Reader. 
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Após a leitura foi adicionado 100 µL da solução de lise N-lauroilsarcosina em 

todos os poços analisados e, com o auxílio da pipeta, homogeneizou-se a solução. A mistura 

foi mantida em congelador doméstico (-20°C) por 12 horas. A concentração do cDNA foi 

determinada usando a placa de NanoQuant no Tecan Infinite M200 Multi-Mode Microplate 

Reader. 

A atividade da catalase foi calculada através da seguinte fórmula: 

 

                 Equação (I) 

 

 

Onde: 

AC = Atividade da catalase em MU/g DNA 

V = volume total por poço (210 µL) 

a = 1000 µmol/mmol 

E1 = absorbância, a 240 nm, logo após a adição de 70 µL de H2O2 pelo equipamento 

E2 = absorbância, a 240 nm, 30 segundos após a adição de 70 µL de H2O2 pelo equipamento 

b = 60 s/min/30 s = 2/min 

v = volume da amostra por poço (140 µL) 

E = coeficiente de extensão molecular do H2O2 (0,036 L/mmol*cm) 

d = distância em cm (0,65625 cm) 

f = 1000 U/KU 

cDNA = Concentração de cDNA na presença de H2O2 - Concentração de cDNA na ausência 

de H2O2 

 

3.2.5.2.2  Dano do DNA em células bucais humanas após a exposição do suco tropical de 

pitanga roxa adoçado  

 

O dano do DNA em células bucais humanas após a exposição ao suco tropical de 

pitanga roxa adoçado foi realizado através do Ensaio Cometa. Esta técnica foi desenvolvida 

por Ostling e Johanson (1984) e modificada por Singh et al. (1988). Uma das modificações 

proposta foi a adição de enzimas de reparação específicas como a formamido pirimidina 

glicosilase (fpg) para determinação do dano no DNA causado por processos oxidativos 

(KAIN; KARLSSON, MÖLLER, 2012). 
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Para este ensaio foram utilizadas 150000 células coletadas da gengiva de cada 

voluntário. Estas células foram divididas em 6 tubos de 1,5 mL. Realizou-se a centrifugação a 

2000 x g por 10 minutos a 10°C. O sobrenadante foi descartado com o auxílio da pipeta e o 

resíduo foi ressuspenso em LMA (low-melting agarose) 0,8% diluída em PBS. A solução 

resuspensa foi então transferida para as lâminas e recoberta imediatamente com lamínulas. As 

lâminas foram mantidas em gelo a 4°C até a completa polimerização. As lamínulas foram 

removidas e as lâminas foram colocadas dentro de um pote de vidro contendo a solução de 

lise (2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris, pH 10 ajustado com NaOH) por 24 horas. 

Com o intuito de avaliar o dano oxidativo foi realizado o tratamento com a enzima 

fpg. Após a remoção da solução de lise, realizou-se a lavagem das lâminas com a solução 

tampão de enzimas (400 mM Hepes, 1 M KCl, 5 M EDTA, 2 mg/mL BSA, pH ajustado para 

8 com KOH) três vezes durante 5 minutos a 4°C. Para cada amostra, uma das duas lamínulas 

foi tratada com a enzima fpg. Nas amostras tratadas com a enzima foram adicionadas 50 µL 

de fpg e em seguida cobertas com a lamínula, nas demais, adicionaram-se 50 µL da solução 

tampão de enzimas. Todas as lâminas foram colocadas em incubadoras por 30 minutos a 

37°C, 95% umidade e 5% de CO2. Após a incubação foram removidas as lamínulas. As 

lâminas foram colocadas na cuba de eletroforese e recobertas com solução tampão de 

eletroforese (60 mL de 10 M NaOH, 10 mL 200 mM EDTA, volume aferido para 2 litros com 

de ddH2O) por 20 minutos. Após esse tempo, ligou-se a voltagem constante de 25 V, 

utilizando corrente elétrica e potência nos valores máximos por 20 minutos. 

A etapa de neutralização consistiu em colocar as lâminas no pote de vidro onde 

foram lavados com a solução de neutralização (0,4 M Tris, pH 7,4 ajustado com HCl 

concentrado) três vezes durante 5 minutos a 4°C. 

A etapa seguinte foi a de corar o DNA. Pipetou-se 40 µL de brometo de etídio (5 

µL 10 mM brometo de etídio em 1 mL de H2O destilada) e cobriu-se com as lamínulas. As 

lâminas foram armazenadas a 4°C. Para a visualização do dano no DNA foi realizada a 

medição da intensidade da cauda formada em 50 células por lâmina utilizando um 

microscópio de fluorescência. 

 

3.2.5.2.3 Determinação da liberação da IL-8 em células bucais humanas após a 

exposição do suco tropical de pitanga roxa adoçado  

 

Após as 6 horas de incubação das células bucais expostas ao suco tropical de 

pitanga roxa adoçado, o meio de cultura foi colocado em tubos de 15 mL e foi centrifugado 
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(800 x g, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi colocado em um tubo de 1,5 mL e foi 

imediatamente armazenado em ultrafreezer (-80°C) para posterior determinação da liberação 

da IL-8 pelas células. A liberação da IL-8 foi quantificada utilizando o kit não magnético 

Human Basic Kit FlowCytomix (eBioscience), seguindo o protocolo do fabricante para 

determinação em tubos de 1,5 mL. A incubação das amostras foi realizada na ausência de luz 

por 2 horas. A leitura foi realizada por citometria de fluxo (Guava Easycyte Flow Cytometer 

(Merck-Millipore)). 

 

3.2.5.3 Exposição da oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e da cianidina-3-glicosídeo às 

células HGF-1 e células bucais humana 

 

Com o intuito de verificar a ação individual dos compostos majoritários das 

frações voláteis e não voláteis da polpa de pitanga roxa realizou-se o estudo de exposição 

desses compostos, nas mesmas concentrações observadas no suco tropical de pitanga roxa 

adoçado, em células HGF-1 e células bucais humana. 

 

3.2.5.3.1 Exposição da oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e da cianidina-3-glicosídeo às 

células HGF-1 

 

As células HGF-1 foram cultivadas como descrito anteriormente, utilizando o 

meio de cultura DMEM suplementado com 10% de FBS, 8 mM de glutamina, 100 U/mL de 

penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina. O cultivo foi realizado em frasco de cultura e a 

incubação das células foi a 37°C, 5% CO2. 

Em microplacas de 24 poços, foram incubadas (37°C, 5% CO2) 150000 células 

por poço. Esperou-se quatro dias de incubação para que as células estivessem presas na 

microplaca, em seguida, removeu-se o meio de cultura e adicionaram-se novos meios de 

cultura contendo oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e cianidina-3-glicosídeo nas mesmas 

concentrações encontradas no suco tropical de pitanga roxa adoçado. Adicionou-se, também, 

PG-LPS (10 µg/mL). Realizou-se a incubação por 0,5; 1; 3; 6 e 24 h. 
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3.2.5.3.1.1 Isolamento do RNA em células HGF-1 após a exposição à oxidoselina-

1,3,7(11)-trien-8-ona e à cianidina-3-glicosídeo  

 

O isolamento do RNA foi realizado utilizando o kit SV sistema total de 

isolamento de RNA (Promega, Estados Unidos) e as etapas de isolamento seguiram as 

recomendações do fabricante. 

A expressão do gene de IL-8 foi determinada nos cinco diferentes tempos de 

incubação (0,5; 1; 3; 6 e 24 horas). Para cada experimento, 50000 células foram incubadas a 

37°C apenas com o solvente (controle), com 10 µg/mL de PG-LPS + solvente, 10 µg/mL de 

PG-LPS + 119 µg/mL de cianidina-3-glicosídeo e 10 µg/mL de PG-LPS + 30 µg/mL de 

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (que são as mesmas concentrações desses compostos no 

suco tropical de pitanga roxa adoçado). 

Após cada tempo de incubação estudado, o meio de cultura foi removido com o 

auxílio da bomba de sucção. As células foram incubadas com a solução tripisina:tampão 

fosfato salino (1:1, v/v) por 3 minutos a 37°C e 5% CO2 para separação das mesmas da 

microplaca, foram centrifugadas a 400 x g por 5 minutos a 25°C, o sobrenadante foi 

descartado e as células foram lavadas com 10 mL da solução tampão fosfato salino. Foi 

realizada a centrifugação a 300 x g por 5 minutos a 25°C, e em seguida foi removido o 

tampão fosfato salino utilizando a bomba de sucção. 

O RNA destas células foi isolado (SV sistema de isolamento de RNA total - 

Promega), conforme descrito a seguir: as células foram resuspensas em tampão para lise do 

RNA e transferidas para um tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 350 µL do tampão de 

diluição do RNA. A mistura foi colocada em chapa aquecedora a 70°C por 3 minutos. Após o 

aquecimento foi realizada a centrifugação a 14000 x g por 1 minuto a 25°C. O sobrenadante 

foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Adicionaram-se 200 µL de etanol em cada tubo, 

que em seguida foram homogeneizados utilizando a pipeta e o líquido foi transferido para um 

tubo spin column fixado dentro de um tubo de coleta. Foi realizada uma nova centrifugação a 

14000 x g por 1 minuto a 25°C. A coluna do tubo spin column foi lavada com 600 µL da 

solução de lavagem do RNA e centrifugada a 14000 x g por 1 minuto a 25°C. Foram 

adicionadas 50 µL da solução contendo 40 µL do tampão de núcleo amarelo, 5 µL de MnCl2 

0,09M MnCl2 e 5 µL de DNase I enzima (recém preparada) em cada amostra e incubou-se a 

20-25°C por 15 minutos. Em seguida foi adicionada a solução de paragem de DNase e 

realizada a centrifugação a 14000 x g por 1 minuto a 25°C. O líquido do tubo de coleta foi, 

então, descartado. Adicionaram-se 600 µL da solução de lavagem do RNA no tubo spin 
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column e centrifugou-se novamente a 14000 x g por 1 minuto a 25°C. Em seguida, 

adicionaram-se 250 µL da solução de lavagem do RNA no tubo spin column e centrifugou-se 

a 14000 x g por 2 minutos a 25°C. O tubo spin column foi transferido para um tubo de 1,5 

mL. Adicionaram-se 30 µL de água livre de nuclease e centrifugou-se a 14000 x g por 1 

minuto a 25°C. Repetiu-se a operação duas vezes. O tubo spin column foi então descartado. 

No líquido remanescente foi realizada a quantificação do RNA em placa de NanoQuant no 

Tecan Infinite M200 Multi-Mode Microplate Reader (Tecan, Austria). 

Após a quantificação, a solução foi congelada a -80°C. No RNA isolado foi 

realizada a transcrição do c-DNA utilizando o kit RNase Inibitor Kit (Applied Biosystems). 

Primeiramente fez-se o preparo da solução de transcrição do RNA conforme especificações 

do fabricante (TABELA 3). 

 

Tabela 3 - Componentes utilizados no preparo na solução de transcrição do RNA. 

Componente Volume (µL) 

10X tampão de transcrição reversa 2,0 

25X mix da solução de desoxinucleotídeo (100 mM) 0,8 

10X iniciadores aleatórios de transcrição reversa 2,0 

MultiScribeTM transcriptase reversa 1,0 

Inibidor de RNase 1,0 

Água livre de nuclease 3,2 

 

Para cada amostra de RNA isolada foram adicionados 10 µL da solução de 

transcrição do RNA. A mistura foi homogeneizada cuidadosamente com o auxílio da pipeta e 

em seguida foi centrifugada por 10 segundos para sedimentar a solução e remover bolhas. O 

c-DNA foi então quantificado utilizando a placa de NanoQuant no Tecan Infinite M200 

Multi-Mode Microplate Reader (Tecan, Austria). O c-DNA foi armazenado a -20°C até o 

momento da determinação da expressão do gene da IL-8 por PCR. 

Para todas as amostras, a expressão do gene alvo por PCR foi comparada com a 

do gene de arrumação (PPIA). A análise de PCR utilizando 50 ng por amostra de reação e 200 

nM de iniciadores foi realizado sob as seguintes condições: desnaturação 95°C/20 segundos; 

anelamento 45 ciclos de 95°C/3 segundos e 60°C/30 segundos e extensão 95°C/15 segundos, 

60°C por 1 minuto com aumento de 0,5°C e finalizando com 95°C/15 segundos. A mistura 

utilizada para a reação foi preparada utilizando 132 µL de Master mix, 100,3 µL de água livre 

de nuclease, 5,3 µL de forward primer e 5,3 µL de reverse primer. Em tubos de 1,5 mL foram 
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pipetadas 28,6 µL das soluções de análise (solução de análise de PPIA ou de interleucina 8) e 

3,2 µL do c-DNA isolado das células HGF-1 após os tempos de 0,5; 1; 3; 6 e 24 h de 

incubação. A solução foi homogeneizada com o auxílio da pipeta e centrifugada por alguns 

segundos para a remoção de bolhas. Em uma microplaca de 96 poços foram pipetados 10 µL 

de cada solução em triplicata. 

A eficiência da PCR (1,8 a 2,0) foi determinada (LinRegPCR) e utilizada para 

calcular a quantidade de molde no início (N0-valor). Os N0-valores de IL-8 foram 

normalizados para os valores de N0-PPIA. Estes valores foram normalizados em relação ao 

respectivo controle de solvente (ajustado para 1,0) em cada ponto de tempo, resultando na 

mudança de dobragem do tratamento versus controle.  

 

3.2.5.3.1.2 Determinação da liberação da IL-8 em células HGF-1 após a exposição à 

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e à cianidina-3-glicosídeo  

 

De posse dos resultados da análise de PCR, escolheu-se o tempo de incubação 

onde foi possível observar a maior expressão do gene de IL-8. 

Prepararam-se microplacas de 24 poços, contendo 12000 células de HGF-1 por 

poço. As células foram incubadas a 37°C, 5% CO2. Esperou-se quatro dias de incubação para 

que as células ficassem presas à placa. O meio de cultura foi removido e novos meios de 

cultura contendo 30 µg/mL de oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e 119 µg/mL de cianidina-3-

glicosídeo foram adicionados. Adicionou-se, também, PG-LPS (10 µg/mL). Após o tempo de 

incubação, o meio de cultura foi coletado e transferido para tubos de 1,5 mL, foi centrifugado 

a 800 x g, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado em um tubo de 1,5 mL e 

imediatamente foi armazenado em ultrafreezer (-80°C). 

A liberação da IL-8 foi quantificada utilizando o kit não magnético Human Basic 

Kit FlowCytomix (eBioscience), seguindo o protocolo do fabricante para determinação em 

tubos de 1,5 mL, incubando as amostras na ausência de luz por 2 horas e com leitura realizada 

no Guava Easycyte Flow Cytometer (Merck-Millipore). Este experimento foi realizado em 

células em três diferentes estágios de desenvolvimento, com quatro repetições. 
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3.2.5.3.2  Exposição da oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e da cianidina-3-glicosídeo às 

células bucais humana 

 

Semelhante ao que foi realizado com o suco tropical de pitanga roxa adoçado, o 

experimento foi conduzido com 6 voluntários. No dia do experimento, os voluntários estavam 

em jejum, não haviam escovado os dentes e não poderiam ter usado antisséptico bucal por 

pelo menos 12 horas. Todos os voluntários concordaram em participar do experimento, e 

assinaram um termo de consentimento. 

Os compostos individuais foram, primeiramente, solubilizados em 

dimetilsulfóxido (DMSO). Em meio de cultura RPMI (suplementado com 10% de FBS, 8mM 

de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina) foi adicionado a 

solução de 30 µg/mL de oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e de 119 µg/mL de cianidina-3-

glicosídeo. O controle desse experimento foi o meio de cultura RPMI (suplementado com 

10% de FBS, 8 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina) 

contendo 1% de DMSO. 

Foram coletadas as células de cada voluntário utilizando a escova cito-brush e 

imediatamente foram colocadas em meio de cultura contendo as soluções de 30 µg/mL de 

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e de 119 µg/mL de cianidina-3-glicosídeo. O meio de 

cultura junto com as células foi colocado em shake à baixa velocidade, simulando o 

bochechamento, por 10 minutos. O número de células de cada provador foi contado utilizando 

o azul de Trypan e a câmara de Neubauer. O volume total de células foi dividido em dois para 

posterior incubação com ou sem adição de PG-LPS (10 µg/mL) e, em seguida, foram 

centrifugadas (400 x g, 5 minutos, 25°C). O sobrenadante foi descartado e as células foram 

resuspensas para que cada tubo tivesse 150000 células por mL. As células foram transferidas 

para placas de 6 poços e incubadas a 37°C e 5% de CO2 durante 6 horas. Após a incubação, as 

células juntamente com o meio de cultura foram coletadas e centrifugadas (400 x g, 5 

minutos, 25°C), o sobrenadante foi coletado para posterior determinação da liberação da IL-8 

pelas células bucais humanas. As células foram ressuspensas para uma concentração celular 

de 500000 células para serem utilizadas na determinação da atividade da catalase e do dano de 

DNA. 

A determinação da atividade da catalase, do dano do DNA e a liberação da IL-8 

pelas células bucais humanas após a exposição das mesmas aos compostos majoritários 

presentes nas frações volátil e não volátil da polpa de pitanga roxa seguiram os mesmos 
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protocolos descritos no experimento de exposição do suco tropical de pitanga roxa adoçado às 

células bucais humanas. 

 

3.2.5.3.3 Análise estatística 

 

As análises de caracterização química e físico-química, de quantificação dos 

compostos bioativos e da atividade antioxidante, de rendimento das frações volátil e não 

volátil e de quantificação do composto majoritário presente em cada uma destas frações foram 

realizadas em triplicada e os resultados são apresentados como valores médios ± desvio 

padrão. 

Os experimentos realizados com células HGF-1 (avaliação da citotoxicidade, 

estudo da expressão do gene e quantificação da liberação/inibição da liberação de IL-8) foram 

realizados com células em três diferentes estágios de desenvolvimento. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata. Foi realizado o teste t de Student não 

emparelhado para comparar o efeito da substância com a estimulação de PG-LPS. Onde foi 

verificada diferença significativa (p<0,05) foi realizado o teste de Tukey. No estudo da 

expressão do gene, o teste one-way ANOVA foi utilizado para determinar os efeitos do tempo 

de exposição e as diferenças entre os compostos. 

No experimento com as células bucais humanas (atividade da catalase, dano do 

DNA e quantificação da liberação/inibição da liberação de IL-8) utilizaram-se seis voluntários 

e todas as análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram analisados 

estatísticamente pelo teste t de Student. Onde foi verificada diferença significativa (p<0,05) 

foi realizado o teste de Tukey. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização química e físico-química 

 

Os resultados da caracterização química e físico-química da polpa de pitanga roxa 

são apresentados na Tabela 4. 

O valor médio de sólidos solúveis foi de 8,33 ± 0,06 °Brix (TABELA 4). 

 

Tabela 4 – Características químicas e físico-químicas da polpa de pitanga roxa e padrão de 

identidade e qualidade da polpa de pitanga. 

Pitanga roxa Características 

químicas e físico-

químicas* 

Padrão de identidade e 

qualidade da polpa de pitanga** 

Mínimo Máximo 

Sólidos solúveis (°Brix) 8,33 ± 0,06 6,0 - 

pH 3,12 ± 0,01 2,5 3,4 

Acidez titulável (g ácido cítrico/100 mL) 1,76 ± 0,20 0,92 - 

Açúcares totais (g glicose/100 mL) 9,28 ± 0,60 - 9,50 

Açúcares redutores (g glicose/100 mL) 5,28 ± 0,22 - - 

* Valores médios ± desvio padrão. (n = 3) 

** Fonte: Brasil (2000). 

 

O valor médio de sólidos solúveis observado, quando comparado com outros 

autores, pode ser considerado baixo, pois segundo Franzom (2004), os sólidos solúveis na 

polpa de pitanga roxa geralmente são elevados, podendo apresentar de 12 a 17 °Brix. Bagetti 

et al. (2011), estudando a composição da polpa de pitanga roxa, observaram valores médios 

de sólidos solúveis de 13,8 °Brix. 

A diferença nos valores de sólidos solúveis entre diferentes autores pode ser 

devido a diferenças no cultivo e colheita dos frutos, já que, segundo Cocozza (2003), o 

conteúdo de sólidos solúveis em um fruto pode variar conforme o seu estádio de maturação, 

as condições climáticas e o manejo cultural. 

Santos et al. (2002), estudando a polpa de pitanga roxa em diferentes estádios de 

maturação, observaram que a polpa de pitanga roxa no primeiro estádio de maturação (pitanga 

verde) possui 8,53 °Brix e a polpa de pitanga roxa madura (pitanga roxa escura) possui em 

média 13,04 °Brix. O valor observado por estes autores na polpa obtida de frutos verdes é 
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semelhante ao observado no presente estudo, porém o estádio de maturação é diferente, já que 

o presente trabalho foi realizado com pitangas no estádio maduro (pitanga roxa escura). Esta 

variação pode ter ocorrido devido a diferenças climáticas e de cultivo, já que as pitangas 

estudadas foram obtidas em cidades diferentes. Outro fator que pode causar variação é o local 

de colheita do fruto na planta. Pio et al. (2005) estudando a composição da polpa de pitanga 

colhida de diferentes partes da planta observaram variação de 12,96 a 14,97 °Brix 

dependendo do local de coleta e que os valores de sólidos solúveis eram crescentes na 

seguinte ordem: região apical > região mediana > região basal. 

Apesar do valor de sólidos solúveis observado no presente trabalho ser baixo 

quando comparado com outros autores, este valor está dentro do limite permitido pela 

Instrução Normativa n° 01 (BRASIL, 2000) que afirma que a polpa de pitanga deve possuir o 

valor mínimo de sólidos solúveis de 6,0 °Brix. 

No presente estudo, a média de pH foi de 3,12 ± 0,01 (TABELA 4) e é semelhante 

aos relatados por Bagetti et al. (2011) e Santos et al. (2002) que estudaram a polpa de pitanga 

roxa e observaram valores de pH de 3,38 e 3,55, respectivamente e superior ao relatado por 

Mélo, Lima e Nascimento (1999) que observaram valor de pH de 2,6. Lopes, Mattietto e 

Menezes (2005), estudando a polpa de pitanga vermelha, observaram valores de pH de 3,40. 

Os valores do presente estudo estão de acordo com a Instrução Normativa n° 01 (BRASIL, 

2000), que afirma que a polpa de pitanga deve possuir valor de pH mínimo de 2,5 e máximo 

de 3,4. 

A acidez titulável média da polpa de pitanga roxa foi 1,76 ± 0,20 g ácido 

cítrico/100 mL (TABELA 4). A Instrução Normativa n° 01 (BRASIL, 2000) afirma que a 

polpa de pitanga deve possuir um valor mínimo de acidez de 0,92 g ácido cítrico/100 mL, não 

existindo um valor máximo para esta variável. 

Bagetti et al. (2011), Santos et al. (2002) e Melo, Lima e Nascimento (1999) 

estudaram a polpa de pitanga roxa e observaram valores de acidez de 1,87; 1,64 e 2,04 g ácido 

cítrico/100 mL. Na polpa de pitanga vermelha, Lopes, Mattietto e Menezes (2005) relataram 

valores médios de acidez de 1,25 g ácido cítrico/100 mL. 

O teor de açúcares totais na polpa de pitanga roxa foi de 9,28 ± 0,60 g glicose/100 

mL (TABELA 4). Este valor encontra-se próximo ao máximo permitido pela Instrução 

Normativa n° 01 (BRASIL, 2000) para polpa de pitanga que é de 9,50 g glicose/100 mL. 

Lopes, Mattietto e Menezes (2005) estudando a polpa de pitanga vermelha observam valores 

de açúcares totais de 7,90 g de glicose/100 mL. 
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A média de açúcares redutores foi de 5,28 ± 0,22 g glicose/100 mL (TABELA 4). 

Não há limites na legislação brasileira para esta variável. Lopes, Mattietto e Menezes (2005) 

observaram valores de açúcares redutores de 7,73 g glicose/100 mL na polpa de pitanga 

vermelha. 

Dias (2010), estudando a polpa de pitanga vermelha, observaram teores de 

açúcares totais e redutores inferiores aos observados no presente estudo. Os referidos autores 

relataram valor médio de açúcares totais de 8,41 g glicose/100 mL e de açúcares redutores de 

4,71 g glicose/100 mL. A diferença entre os resultados de Dias (2010) e os do presente estudo 

podem ser relacionada às diferenças nos genótipos, o estádio de maturação e as condições 

ambientais do local onde os frutos foram cultivados. 

 

4.2 Compostos bioativos e atividade antioxidante 

 

Os resultados da quantificação dos compostos bioativos e da atividade 

antioxidante são apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Compostos bioativos e atividade antioxidante da polpa de pitanga roxa. 

Pitanga roxa Compostos bioativos e atividade antioxidante 

Ácido ascórbico (mg/100 mL) 1,57 ± 0,60 

Carotenóides (mg/100 mL) 1,96 ± 0,01 

Clorofila (mg/100 mL) 0,84 ± 0,04 

Antocianinas totais (mg/100 mL) 24,82 ± 0,46 

Flavonóides amarelos (mg/100 mL) 11,33 ± 0,66 

Polifenóis extraíveis totais (mg 

GAE/100 mL) 

26,85 ± 0,30 

Atividade antioxidante (µM Trolox/g) 9,78 ± 0,26 

* Valores médios ± desvio padrão. (n = 3) 

 

O teor médio de ácido ascórbico foi de 1,57 ± 0,60 mg/100 mL (TABELA 5). 

Estes resultados são considerados baixos, quando comparados com outros frutos tropicais 

como a acerola e a goiaba que possuem teor médio de 1191,90 e 175,50 mg/100 mL, 

respectivamente, dependendo da variedade e das condições de plantio (GODOY et al., 2008; 

ROJAS-BARQUERA; NARVÁEZ-CUENCA, 2009). 



56 

A quantidade de ácido ascórbico observada no presente trabalho encontra-se 

muito abaixo do que o relatado por Mélo, Lima e Nascimento (1999) e por Oliveira et al. 

(2006) que observaram valores de ácido ascórbico na polpa de pitanga de 95 mg/100 mL e 

13,42 mg/100 mL, respectivamente. Santos et al. (2002), estudando a variação do teor de 

ácido ascórbico durante o amadurecimento de pitangas roxas observou o teor de vitamina C 

aumentava com o amadurecimento do fruto. Os referidos autores observaram valores de ácido 

ascórbico de 21,85 mg/100 mL na polpa de pitanga verde e 31,85 mg/100 mL na polpa 

madura (pitanga roxa escura). A elevada diferença observada no teor de ácido ascórbico do 

presente estudo comparada com os outros autores pode ser devido ao tipo de processamento 

realizado, às características de plantio e cultivo dos frutos e ao método titulométrico utilizado, 

que mascara o ponto de viragem devido a cor roxa da pitanga. Outro fator que pode provocar 

alteração no teor de ácido ascórbico é a ocorrência de sua destruição pela oxidação, o que 

pode ter ocorrido durante o transporte dos frutos da fazenda até o laboratório de análise, pois, 

segundo Giannakourou e Taoukis (2003), o ácido ascórbico pode ser facilmente destruído 

pela oxidação, quando é exposto ao calor, alcalinidade, catalisadores metálicos, danos físicos 

e baixa umidade relativa. 

O teor médio de carotenóides observado na polpa de pitanga roxa foi de 1,96 ± 

0,01 mg/100 mL (TABELA 5). Este resultado é inferior aos relatos por Lima, Mélo e Lima 

(2002), que ao estudarem as polpas de pitanga vermelha e roxa, observaram que estas 

possuíam teor de carotenóides totais de 11,1 e de 10,4 mg/100 mL, respectivamente e por 

Jacques et al. (2009) que observaram teor de carotenoides na polpa de pitanga roxa de 9,06 

mg/100 mL. 

Alguns fatores podem contribuir para a variação quantitativa de compostos em 

frutas. Assim, a exposição à luz e às altas temperaturas (ZANATTA; MERCADANTE, 

2007), a oxidação, a presença de enzimas, a disponibilidade de água, a presença de 

substâncias oxidantes e/ou pró-oxidantes (CAVALCANTE, 1991), e a forma de 

processamento e estocagem dos alimentos podem provocar alterações na composição dos 

carotenóides. Segundo Rodriguez-Amaya (1999), o tipo de congelamento e a temperatura de 

estocagem são cruciais para manutenção dos carotenóides, pois o congelamento rápido e a 

estocagem sob temperaturas de congelamentos propiciam a retenção deste composto. Lopes, 

Mattietto e Menezes (2005) estudando a estabilidade da polpa de pitanga congelada, 

observaram que o teor de carotenóides decresceu de 12,3 mg/100 mL a 10,6 mg/100 mL 

quando estocadas -18°C durante 90 dias de armazenamento. 
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De acordo Lima, Melo e Lima (2002), é possível observar diferenças no teor de 

carotenóides entre a película e a polpa de pitanga, e entre os diferentes estádios de maturação. 

Os referidos autores observaram que na película existe 75 mg/100 mL de carotenóides e na 

polpa de pitanga este valor é de apenas 11,1 mg/100 mL. Quanto ao estádio de maturação, os 

referidos autores afirmam que na polpa de pitanga madura há 11,1 mg/100 mL de 

carotenóides e na polpa semi-madura há 9,8 mg/100 mL. 

Diversos estudos foram realizados sobre a identificação e quantificação dos 

carotenóides da polpa de pitanga. O trabalho de Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) 

citam o licopeno e a rubixantina como os principais carotenóides da polpa de pitanga 

proveniente do estado de São Paulo, já Cavalcante e Rodruiguez-Amaya (1992) citam o 

licopeno e o γ-caroteno como os carotenóides majoritários na polpa de pitanga obtida do 

estado de Pernambuco. Bagetti et al. (2011), estudando a composição dos carotenóides das 

pitangas vermelha e laranja, observaram a presença de β-criptoxantina (16 e 34 µg/g), 

licopeno (166 e 151 µg/g) e β-caroteno (2,9 e 5,1 µg/g) nas polpas de pitanga vermelha e 

laranja, respectivamente. 

O teor médio de clorofila do presente estudo foi de 0,84 ± 0,04 mg/100 mL 

(TABELA 5), evidenciando que os frutos foram colhidos no estádio maduro, já que a clorofila 

é o pigmento de coloração verde. De acordo Yamanishi et al. (2005), o teor de clorofila pode 

ser utilizado como indicativo do estádio de desenvolvimento do fruto. Dos Santos, Silva e 

Alves (2006) estudaram o teor de clorofila na polpa de pitanga nos estádios de maturação 

vermelho-alaranjado e vermelho predominante e relataram teores deste composto variando de 

0,75 a 2,0 mg/100 mL. 

A média de antocianinas totais foi de 24,82 ± 0,46 mg/100 mL (TABELA 5). Este 

resultado é semelhante aos relatados por Santos et al. (2002) e Lima, Mélo e Lima (2002) que 

observaram teores de antocianinas totais na polpa de pitanga roxa de 29,60 e 26 mg/100 mL, 

respectivamente. Resultados inferiores foram relatados por Lima et al. (2005), que estudaram 

a estabilidade das antocianinas da polpa de pitanga roxa e observaram valores no dia da 

colheita de 16,23 mg/100 mL e após 35 dias de colheita de 8,78 mg/100 mL, para extratos 

expostos à luz e de 10,01 mg/100 mL para extratos protegidos da luz. De acordo com Lima, 

Mélo e Lima (2002), o maior teor de antocianinas na pitanga roxa é encontrado na película 

que reveste o fruto. Os referidos autores observaram teores de 420 mg/100 mL de 

antocianinas na película da pitanga roxa. 

O elevado teor de antocianinas no fruto pode contribuir para a preferência desse 

fruto pela população devido a cor atrativa proporcionada por este composto e, segundo Espín 
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et al. (2000) e Kalt et al. (2000) é indicativo de que o fruto possui elevada atividade 

antioxidante. 

Kuskoski et al. (2006), trabalhando com a polpa de açaí (Euterpe oleracea), que é 

reconhecido por possuir elevado teor de antocianinas, observaram teores de antocianinas 

totais de 22,8 mg/100 g, o que é inferior ao observado no presente estudo, evidenciando a 

riqueza de antocianinas presentes na polpa de pitanga roxa. Teixeira, Stringheta e Oliveira 

(2008) quantificaram o teor de antocianinas de diferentes frutas e observaram valores de 

21,63 mg/100 mL para o açaí e de 641,01 mg/100 mL para a jaboticaba. Outras fontes 

naturais de antocianinas foram relatadas por Mazza e Miniati (1993): mirtilo, framboesa, 

morango, groselha, uvas e vinho tinto. 

O teor de flavonóides amarelos foi de 11,33 ± 0,66 mg/100 mL (TABELA 5). 

Lima, Mélo e Lima (2002) estudando a polpa de pitanga roxa observaram valores de 

flavonóides amarelos de 18 mg/100 mL. Segundo Malaman et al. (2011), a pitanga é rica em 

composto fenólicos e estes estão normalmente presentes na forma de ésteres, glicosídeos e 

muitos deles são flavonóides. 

A presença dos pigmentos naturais (carotenóides, flavonóides, clorofila e 

antocianinas) na polpa de pitanga roxa faz deste fruto uma fonte promissora de compostos 

bioativos e consequentemente de atividade antioxidante (LIMA; MÉLO; LIMA, 2002). 

A média de polifenóis extraíveis totais foi de 26,85 ± 0,30 mg GAE/100 mL 

(TABELA 5). Bagetti et al. (2011) e Jacques et al. (2009), trabalhando com a polpa de 

pitanga roxa liofilizada observaram teor de polifenóis extraíveis totais de 463 mg GAE/100 

mL e 420 mg GAE/100 mL (resultados expressos em matéria seca). Celli, Pereira-Nettto e 

Beta (2011), estudando os compostos fenólicos da polpa de pitanga roxa observaram que a 

mesma possui 3090 mg de ácido ferrúlico/100 mL (resultados expressos em matéria seca).  

Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008), avaliando os compostos fenólicos de 

diferentes tipos de frutos criaram uma classificação de acordo com o teor de polifenóis 

extraíveis totais observadas no fruto. Essa classificação separa os frutos em baixo (< 100 mg 

GAE/100 mL), mediano (200-500 mg GAE/100 mL) e elevado (> 1000 mg GAE/100 mL) 

conteúdo de compostos fenólicos quando os resultados são expressos em matéria seca. 

Comparando com os resultados observados por Bagetti et al. (2011), que observaram teores 

de polifenóis extraíveis totais na polpa de pitanga roxa de 463 mg GAE/100 mL, pode-se 

classificar a pitanga roxa como fruto com mediano conteúdo de compostos fenólicos. 

A presença de elevados teores de compostos fenólicos na pitanga faz com que este 

fruto possua elevada atividade antioxidante. A caracterização e quantificação destes 
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compostos podem servir de incentivo para a utilização deste fruto como fonte de antioxidantes 

naturais (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011). Há trabalhos na literatura que 

demonstram a correlação positiva entre os compostos fenólicos e a atividade antioxidante de 

frutas (ABIDILLE et al., 2005; PINTO; LAJOLO; GENOVESE, 2007; GARMUS et al., 

2013). Segundo Wu et al. (2004), os compostos fenólicos são responsáveis por mais de 90% 

da capacidade antioxidante total de frutas. 

A atividade antioxidante determinada pelo ensaio com o radical ABTS•+ 

apresentou valor médio de 9,78 ± 0,26 µM trolox/g (TABELA 5), tal resultado é superior ao 

observado em morango (6,79 µM trolox/g) e em amora preta (8,03 µM trolox/g) (SILVA; 

VENDRUSCOLO; TORALLES, 2011), porém, é considerado baixo quando comparado a 

outros frutos como goiaba (44,8 µM trolox/g) (CONTRERAS-CALDERÓN et al., 2011), 

acerola (96,6 µM trolox/g) (RUFINO et al., 2010) e mirtilo (29,20 µM trolox/g) (REQUE et 

al., 2013). 

A determinação da atividade antioxidante pelo método com o radical ABTS•+ foi 

descrita como sendo o melhor método para o óleo essencial de pitanga em comparação ao 

método com o ensaio DPPH• por Victoria et al. (2012), este fato é devido a atividade 

antioxidante deste fruto ser baseada principalmente na transferência de um elétron sendo 

melhor detectada pelo método ABTS•+. 

Na literatura, somente são observados trabalhos de determinação da polpa de 

pitanga pelo método com o radical DPPH•, como o trabalho de Velásquez et al. (2003) que 

estudaram a atividade antioxidante de plantas utilizadas na medicina popular através do 

ensaio com o radical DPPH• e verificaram que as plantas Cecropia pachystachya Trec 

(umbaubeira), Eugenia uniflora L. (pitangueira) e Schinus terebinthifolia Engler (pimenteira 

brasileira), dentre as seis estudadas, são as com maior atividade antioxidante e o trabalho de 

Celli, Pereira-Netto e Beta (2011) que estudou a atividade antioxidante da polpa de pitanga 

roxa em diferentes estádios de maturação e observaram que à medida que o fruto amadurece 

sua atividade antioxidante decrescia. Os referidos autores observaram valores de 74,9% na 

polpa de pitanga roxa colhida no estádio “verde” e de 43,5% na polpa de pitanga roxa 

madura. 
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4.3 Separação, identificação e quantificação dos compostos majoritários das frações 

voláteis e não voláteis 

 

Após o processo de separação da polpa de pitanga roxa em duas frações através 

do SAFE, foi observado que o rendimento de cada fração foi de 87,64 ± 2,38 g e 10,04 ± 1,01 

g, para a fração onde se encontram os compostos voláteis e a fração contendo os compostos 

não voláteis, respectivamente, mostrando a elevada eficiência de separação da técnica 

empregada, visto que a soma das duas frações foi próxima a 100%. A eficiência deste tipo de 

processo de separação foi relatada por Ehrnhöfer-Ressler et al. (2013) e por Held, Schieberle 

e Somoza (2007), que, ao estudarem o chá de Salvia officinalis L. e o suco de laranja, 

observaram rendimento de 97,7 e 87 g na fração de compostos voláteis de 1,45 e 11 g na 

fração contendo os compostos não voláteis. 

 

4.3.1 Compostos voláteis 

 

O cromatograma de identificação dos compostos voláteis extraídos da polpa de 

pitanga roxa está apresentado na Figura 3. 

 

Figura 3 – Cromatograma de identificação dos compostos voláteis presentes na polpa de 

pitanga roxa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 
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Com essa pesquisa objetivou-se identificar os picos com maiores áreas. Através 

da comparação dos fragmentos de cada composto com os relatados em artigos científicos foi 

possível identificar que os picos majoritários são a oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 

(FIGURA 4A) e a selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (FIGURA 4B), com tempos de retenção de 

13,5 e 12,6 minutos, respectivamente. 

 

Figura 4 – Estrutura molecular da (A) oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e da (B) selina-

1,3,7(11)-trien-8-ona. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 

 

Estes compostos já foram identificados na pitangueira. A oxidoselina-1,3,7(11)-

trien-8-ona foi identificada no óleo essencial extraído das folhas da pitangueira por 

Ogunwande et al. (2005) e por Weyerstahl et al. (1988). A selina-1,3,7(11)-trien-8-ona foi 

identificada como maior componente na fração volátil do óleo essencial das folhas da 

pitangueira por Ogunwande et al. (2005), também sendo observada por Weyerstahl et al. 

(1988), Pino et al. (2003) e Oliveira et al. (2006) nas folhas de pitangueira, na polpa de 

pitanga oriunda de Cuba e na polpa de pitanga oriunda do Brasil, respectivamente. Costa et al. 

(2010), estudando o óleo essencial extraído das folhas da pitangueira identificou esse 

composto e relatou que o mesmo possui atividade antifúngica. 

A observação de compostos iguais em diferentes partes da pitangueira confirma a 

afirmação feita por Malaman et al. (2011) de que muitos dos compostos presentes nas folhas 

de Eugenia uniflora L. também estão presentes na polpa do fruto. 

Outros compostos voláteis já foram identificados na polpa de pitanga, como o β-

ocimeno, α-selinene, β-selinene e ácido hexadecanóico, relatados por Marin et al. (2008), 

cubebene, spatulenol, β-damascenone, 5,6,7,7 α-tretraydro-4-4-7-trimetil-2 (4H)-

benzofuranone, 2-benzotiazolinona e 10-(1-metiletenil)-(E,E)-3,7-cyclodecadien-1-ona, por 

Malaman et al. (2011) e germacreno e curzerene por Ogunwande et al. (2005) e no óleo 

B A 
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essencial extraído da folha da pitangueira, como o trans-β-ocimeno, cis-ocimeno e β-pineno, 

por Oliveira et al. (2006) e furanodieno e seu produto de rearranjo furanoelemeno (ou 

curzereno), β-elemeno e α-cadinol, por Melo et al. (2007). 

A variação nos compostos voláteis identificados por diversos autores em um 

mesmo produto pode ser devido às diferenças no processamento, do método de extração e de 

identificação empregados (JANZANTTI; FRANCO; WOSIACKI, 2003). Frutos de uma 

mesma espécie e cultivados na mesma região podem apresentar grandes variações em sua 

composição de voláteis. Outras fontes que afetam a composição dos voláteis são: fatores 

ambientais, variedade e grau de maturação do fruto e condições de armazenamento. Margis et 

al. (2002) afirmam que os compostos voláteis presentes em frutos pode variar, também, 

devido a quimiotipos, origem geográfica e sazonalidade. 

A quantificação do composto majoritário da fração volátil foi realizada após o 

isolamento deste composto por UHPLC conforme descrito anteriormente. Diversos picos 

foram coletados e em seguida, injetados no cromatógrafo gasoso para posterior identificação 

dos mesmos. A confirmação da identidade foi realizada por ressonância nuclear magnética e 

os dados obtidos são apresentados no Apêndice A. 

O valor médio de oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona na polpa de pitanga roxa foi 

de 85 ± 4,01 µg/mL de pitanga roxa. Não foram observados trabalhos na literatura sobre a 

quantificação dos componentes da fração volátil da pitanga. Os resultados apresentados por 

outros autores somente identificam os compostos e observam o percentual da área do pico do 

composto no fruto. Até onde o autor conhece, esta pesquisa foi a primeira a quantificar a 

oxidoselina-1, 3,7 (11)-trieno-8-ona em pitanga. 

 

4.3.2 Compostos não voláteis 

 

O cromatograma de identificação dos compostos não voláteis da polpa de pitanga 

roxa está apresentado na Figura 5. 
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Figura 5 – Cromatograma de identificação dos flavonóides na polpa de pitanga roxa. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 

 

Baseado nos fragmentos observados e comparando com os dados de m/z de Celli, 

Pereira-Netto e Beta (2011) foi possível identificar a cianidina-3-glicosídeo como composto 

majoritário presente na fração não volátil da polpa de pitanga roxa (FIGURA 6). 

 

Figura 6 – Fragmentação da cianidina-3-glicosídeo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 

 

A cianidina-3-glicosídeo (FIGURA 7) pertence à classe das antocianinas que são 

pigmentos responsáveis pela maioria das colorações azul, violeta e vermelho, sendo 

largamente distribuídos na natureza em flores, frutos e algumas folhas, caules e raízes de 

plantas (VINSON et al., 1999). As antocianinas são reconhecidas por sua capacidade de 

captar radicais livres (atividade antioxidante) e efeito protetor contra doenças 

cardiovasculares, circulatórias (STOCLET et al., 2004), diabetes, mal de Alzheimer 

(ABDILLE et al., 2005) e possui efeito anti-câncer (KATSUBE et al., 2003). 
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Figura 7 – Estrutura molecular da cianidina-3-glicosídeo. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 

 

A presença de cianidina-3-glicosídeo já foi relatada em diferentes tipos de frutos 

como groselha (SÓJKA et al., 2009), morango (AABY; EKEBERG; SKREDE, 2007), mirtilo 

(blueberry) (PRIOR et al. 2001) e acerola (OLIVEIRA et al., 2012). 

Para a quantificação da cianidina-3-glicosídeo foram realizados uma série de 

testes, visando obter uma extração eficiente deste composto, utilizando diferentes 

concentrações de solventes e métodos de extração. 

Os solventes foram testados nas seguintes concentrações: acetona:água (70:30, 

v/v), acetona:água:ácido acético (70:29:1, v/v/v) e acetona:água:ácido clorídrico (70:20:10, 

v/v/v). Adicionou-se cianidina-3-glicosídeo pura na concentração de 0,04 mg/mL, diluiu-se 

em cada um dos três solventes separadamente e em seguida foi realizada a filtração (filtro de 

seringa PVDF com poro de 0,45 µm e diâmetro nominal de 13 mm, Rotilabo®, Germany) e a 

injeção destas amostras foi realizada no LC-MS nas mesmas condições descritas 

anteriormente. Levando em consideração o possível tempo de espera entre preparação da 

amostra e injeção da mesma no cromatógrafo, as amostras foram injetadas com 0, 30 e 60 

minutos após a diluição em cada uma das três soluções. O tempo de 0 minuto correspondeu a 

100% de cianidina-3-glicosídeo e com base neste valor, observou-se a ocorrência de perda da 

cianidina-3-glicosídeo após 30 e 60 minutos da diluição nos diferentes solventes. 

Aos 30 e 60 minutos após a diluição da cianidina-3-glicosídeo em 

acetona:água:ácido clorídrico (70:20:10, v/v/v), aproximadamente 18 e 26%, respectivamente, 

da cianidina-3-glicosídeo já havia sido degradada, enquanto que com solução 

acetona:água:ácido acético (70:29:1, v/v/v) apenas 2 e 6% de degradação foi observada, 

respectivamente (FIGURA 8). 
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Figura 8 – Estabilidade da cianidina-3-glicosídeo em diferentes soluções durante 60 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A Autora (2014). 

 

De posse destes resultados, optou-se por realizar a extração da cianidina-3-

glicosídeo usando a solução de acetona:água:ácido acético (70:29:1, v/v/v). 

Os testes seguintes foram realizados para determinar a ocorrência de perdas da 

cianidina-3-glicosídeo em diferentes métodos de extração utilizando como solvente 

acetona:água:ácido acético (70:29:1, v/v/v). Os métodos de extração empregados são 

descritos na Tabela 6. O solvente e as condições de sonificação e centrifugação foram às 

mesmas descritas por Celli, Pereira-Netto e Beta (2011). 

As quatro amostras, após o processo de extração, foram filtradas (filtro de seringa 

PVDF com poro de 0,45 µm e diâmetro nominal de 13 mm, Rotilabo®, Germany) e injetadas 

no LC-MS nas mesmas condições descritas anteriormente. Os resultados da injeção das quatro 

amostras foram comparados com a cianidina-3-glicosídeo diluída em acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v), na mesma concentração (0,04 mg/mL) das três amostras analisadas, 

porém sem passar pelas etapas de sonificação, centrifugação ou refrigeração. 
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Tabela 6 – Formas de extração da cianidina-3-glicosídeo empregadas para obtenção de uma 

extração mais eficiente. 

Preparação da C3G Solvente Extração 

SAFE acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v) 

Sonificação (1 h/ 25°C) seguida de 

centrifugação (25 minutos/ 20°C/ 4500 x g) 

   

Liofilização acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v) 

Sonificação (1 h/ 25°C) seguida de 

centrifugação (25 minutos/ 20°C/ 4500 x g) 

   

- acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v) 

Sonificação (1 h/ 25°C) seguida de 

centrifugação (25 minutos/ 20°C/ 4500 x g) 

   

- acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v) 

Refrigeração (8°C) por uma hora 

 

Após a injeção, foi possível observar que nas amostras de cianidina-3-glicosídeo 

que passaram pelo SAFE e pela liofilização, e na cianidina-3-glicosídeo que foi extraída 

utilizando a sonificação e centrifugação, as perdas deste composto foram de 36, 38 e 22%, 

respectivamente, podendo estas perdas ser atribuídas principalmente às etapas de sonificação 

e centrifugação, o que pode ter ocorrido devido aos elevados tempos utilizados nas duas 

etapas. Já na amostra da cianidina-3-glicosídeo submetida à 1 hora de refrigeração (8°C) a 

perda deste composto foi de 8%. 

O teste realizado diretamente na polpa de pitanga roxa, utilizando 

acetona:água:ácido acético (70:29:1, v/v/v), homogeneização por 2 minutos e centrifugação 

(4500 x g/4°C/1 min) mostrou-se o mais eficiente. Na primeira extração foi possível detectar 

92% do conteúdo total da cianidina-3-glicosídeo e na segunda extração 7%. Nas outras 3 

extrações realizadas no precipitado obtido da primeira extração foi observado o 1% restante. 

De posse desses resultados, optou-se por realizar duas extrações utilizando as mesmas 

condições descritas neste último teste para a quantificação da cianidina-3-glicosídeo na polpa 

de pitanga roxa. 

Após os testes descritos acima foi realizado o teste com a própria polpa da pitanga 

roxa. Utilizaram-se 5 g da polpa de pitanga roxa, adicionaram-se 10 mL da solução 

acetona:água:ácido acético (70:29:1, v/v/v), homogeneizou-se em agitador de tubos por 2 

minutos e centrifugou-se (4500 x g/4°C/1 min). O sobrenadante foi filtrado (filtro de seringa 
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PVDF com poro de 0,45 µm e diâmetro nominal de 13 mm, Rotilabo®, Germany) e injetado 

no cromatógrafo líquido. No precipitado foi repetida a extração mais quatro vezes. Como 

resultado, observou-se que a cianidina-3-glicosídeo somente pode ser observada até a segunda 

extração. 

Ao final dos testes, optou-se por realizar a extração com acetona:água:ácido 

acético (70:29:1, v/v/v), homogeneização em agitador de tubos por 2 minutos, seguido de 

centrifugação por 1 minuto (4500 x g/4°C), filtração (filtro de seringa PVDF com poro de 

0,45 µm e diâmetro nominal de 13 mm, Rotilabo®, Germany) e injeção. 

A determinação do conteúdo de cianidina-3-glicosídeo na polpa de pitanga roxa 

mostrou um teor de 340 ± 4,19 µg/mL de polpa. Celli, Pereira-Netto e Beta (2011), estudando 

os flavonóides presentes na polpa de pitanga roxa observaram que a mesma contém 1689,67 

µg/g (resultados expressos em matéria seca). Se utilizarmos o valor médio de umidade em 

polpa de pitanga roxa (81,2%) relatado por Baguetti (2009), e aplicarmos nos dados de Celli, 

Pereira-Netto e Beta (2011), pode-se estimar que a polpa de pitanga roxa em questão tem 

aproximadamente 318 µg cianidina-3-glicosídeo/mL de polpa. 

Jacques et al. (2009) determinaram o teor de antocianinas por método 

espectrofotométrico na polpa de pitanga e observaram teor de 1387 µg cianidina-3-

glicosídeo/mL, resultados expressos em matéria fresca. A diferença observada pode ser 

devido à metodologia empregada na extração e quantificação e nas diferenças inerentes do 

próprio fruto. 

 

4.4 Experimento com células HGF-1 

 

4.4.1 Avaliação da citotoxicidade das frações voláteis e não voláteis da polpa de pitanga 

roxa em células HGF-1 

 

A exposição das diferentes frações extraídas da polpa de pitanga roxa em células 

HGF-1 por 6 horas não apresentou efeito tóxico a essas células nas concentrações estudadas, 

mostrando que a polpa de pitanga roxa não apresenta compostos nocivos às células. O mesmo 

foi observado na exposição do dietil éter 1%, etanol 1% e lipopolissacarídeo de P. gingivalis 

quando comparadas com a solução controle (FIGURA 9). 
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Figura 9 – Avaliação da citotoxicidade da fração volátil (V) (9A), não volátil (NV) (9B) e da 

combinação das frações (V + NV) (9C) extraídas da polpa de pitanga roxa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Incubação a 37°C e CO2 a 5% por 6 horas; n = 3. 

 

E dessa forma, os demais experimentos podem ser continuados, pois estes 

resultados asseguram que se adicionarmos a polpa de pitanga em suas diferentes frações ou 

qualquer composto nela presente neste tipo de célula não irá haver morte celular. 

O efeito citotóxico de extratos preparados com as folhas da pitangueira em 

diferentes tipos celulares é observado na literatura. Ogunwande et al. (2005), relatam que o 

óleo essencial extraído das folhas e da polpa de pitanga apresentam excelente efeito citotóxico 

para as linhas celulares de tumores humanos de PC-3 e Hep G2 e inibe completamente o 

crescimento de HS 578T (células do câncer de mama). Holetz et al. (2002), observaram que o 

extrato etanólico das folhas da pitangueira possuem ação tóxica moderada em Staplylococcus 

aureus e Escherichia coli. Em estudo com camundongos, Schmeda-Hirschmann et al. (1987), 

trabalhando com folhas de pitangueira, não verificaram toxicidade em doses de até 4,2 g do 

extrato hidroalcoólico por kg de peso administrado por via oral. A dose letal (DL50), por via 

A B 

C 
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intraperitoneal, obtida pelos autores, foi de 220 mg/kg. Níveis mais elevados foram estudados 

por Auricchio et al. (2007) aplicando o extrato hidroalcoólico da pitanga na concentração de 

3,0 g/kg e 3,6 g/kg em camundongos. Os referidos autores observaram que, nessas doses, os 

animais se mantiveram ativos, normais no comportamento e reação a estímulos indicando 

ausência de sinais de toxicidade nas doses testadas. Não há relatos na literatura sobre o efeito 

citotóxico polpa de pitanga em células HGF-1. 

 

4.4.2 Estudo da expressão do gene em diferentes tempos de incubação de células HGF-

1 exposta aos compostos majoritários isolados das frações volátil e não volátil 

 

Os resultados do estudo da expressão do gene após a exposição aos compostos 

majoritários presentes na polpa de pitanga roxa em diferentes tempos de incubação são 

apresentados na Figura 10. 

 

Figura 10 – Expressão do gene da IL-8 por células HGF-1 expostas por 0,5, 1, 3, 6 e 24 horas 

à oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (OxS) (30 µg/mL) e cianidiana 3-glicosídeo (C3G) (119 

µg/mL), adicionados de PG-LPS (10 ng/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

** Incubação a 37°C e CO2 a 5%; n = 3. 

 

A presença da PG-LPS não provocou influência na expressão do mRNA de IL-8 

após a incubação de 0,5 e 1 hora. Já na incubação por 3, 6 e 24 horas a presença de PG-LPS 
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(10 ng/mL) estimulou a expressão de mRNA do gene quando comparação com o controle, o 

que já era esperado, visto que, de acordo com o estudo sobre a resposta pró-inflamatória das 

células HGF-1 por lipopolissacarídeos, a expressão do mRNA é aumentada depois de 3 e 6 

horas de estimulação PG-LPS, o que sugere que a liberação de IL-8 deverá ser medido após 

estimulação durante mais de 3 horas (TAKADA et al., 1991). Os resultados da expressão 

genética também suportam os resultados anteriores que mostram que a liberação de IL-8 na 

presença de PG-LPS (10 µg/mL) aumenta ao longo do tempo e que, depois de 6 horas a 

máxima estimulação de HGF-1 é atingida (WALKER et al., 2013). Além disso, neste mesmo 

estudo, demonstrou-se que tanto a liberação de IL-6 e de IL-8 por HGF-1 é estimulada pela 

PG-LPS, com uma estimulação mais pronunciada da liberação de IL-8. Assim, no estudo aqui 

apresentado, centrou-se na liberação de IL-8, que foi aumentada após 6 horas de estimulação 

com 10 ng/mL de PG-LPS (FIGURA 10). 

Ambos os compostos testados inibiram a expressão do gene estimulada por PG-

LPS após 3 e 6 horas, exibindo um efeito antiinflamatório nas células HGF-1. Não houve 

diferença entre a eficiência da cianidina-3-glicosídio e da oxidoselina-1,3,7(11)-trieno-8-ona 

em inibir a expressão do gene da IL-8 nas concentrações observadas no suco tropical de 

pitanga roxa adoçado (FIGURA 10). 

 

4.4.3 Quantificação da liberação da interleucina IL-8 por células HGF-1 após a 

exposição aos compostos majoritários isolados das frações volátil e não volátil 

 

Com a exposição da oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e da cianidina-3-glicosídeo, 

ambas na presença de PG-LPS (10 ng/mL), em células HGF-1 foi possível observar que estes 

dois compostos provocaram um decréscimo no valor T/C [%] (células tratadas/controle) 

quando comparado ao resultado das células tratadas com Controle + PG-LPS (FIGURA 11), 

provando o que já tinha sido observado na expressão do gene da IL-8 por células HGF-1, 

onde observou-se que a adição desses compostos causa um decréscimo na expressão de IL-8 

quando comparação com o controle. 

Com base nestes resultados, pode-se concluir que a oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-

ona e a cianidina-3-glicosídeo possuem ação antiinflamatória. 

A cianidina, além de ser um potente antioxidante possui atividade antiinflamatória 

in vivo (TSUDA et al., 1999). Sua atividade antiinflamatória foi comprovada pelo estudo de 

Tsuda, Horio e Osawa (2002), que observaram que a administração da cianidina-3-glicosídeo 

suprime a produção de citocinas pró-inflamatórias no processo de inflamação aguda em ratos. 
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Em macrófagos humanos, um pré-tratamento de 2 horas com 25 µg/mL de cianidina-3-

glicosídeo inibiu a liberação de IL-6 após 24 horas de incubação (DESJARDINS et al., 2012) 

Além disso, cianidina-3-glicosídeo administrada a rato exibe um efeito antiinflamatório in 

vivo, reduzindo a atividade induzida pela carragenina de ciclooxigenase-2 e a liberação de 

prostaglandina E2 (HASSIMOTTO et al., 2013). Até onde o autor conhece, não há trabalhos 

na literatura sobre o efeito anti ou pró-inflamatório da oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona. 

 

Figura 11 – Liberação da IL-8 por células HGF-1 expostas à oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 

(OxS) (30 µg/mL) e cianidiana 3-glicosídeo (C3G) (119 µg/mL), adicionados de PG-LPS (10 

ng/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Diferença significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

** Incubação a 37°C e CO2 a 5% por 6 horas; n = 3. 

 

Estudos avaliando a liberação de interleucinas pró-inflamatórias são observados 

na literatura. Ehrnhöfer-Ressler et al. (2013), em seu estudo sobre o efeito antiinflamatório 

dos compostos voláteis presentes no chá de Salvia officinalis L. (1,8-cineol, borneol, cânfora, 

e α-/β-thujone) em células HGF-1, observaram que estes compostos provocam uma redução 

da interleicina pró-inflamatória IL-6, possuindo, então, atividade antiinflamatória. Yee et al. 

(2012), estudando o efeito de Porphyromonas gingivalis em células THP-1, observaram que 

esta bactéria estimula a liberação da forma ativa de IL-18, contribuindo para progressão da 

periodontite. Held, Schieberle e Somoza (2007), estudando a exposição do suco de laranja e 

de suas frações volátil e não volátil em células do carcinoma bucal (KB), observaram que 
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tanto a exposição do suco de laranja, como das frações isoladas deste suco, provocam um 

aumento da liberação da interleucina pró-inflamatória IL-6. 

 

4.5 Experimento com o suco tropical de pitanga roxa adoçado 

 

4.5.1 Atividade da catalase em células bucais humanas após a exposição do suco 

tropical de pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritários isolados das 

frações volátil e não volátil 

 

No presente estudo foi possível observar que o suco tropical de pitanga roxa 

adoçado provocou um decréscimo na atividade da catalase apresentando diferença 

significativa (p<0,05) da amostra controle (FIGURA 12). O decréscimo na atividade desta 

enzima pode ser explicado pelo baixo pH do suco tropical de pitanga roxa adoçado, pois, 

segundo Guwy et al. (1999), a atividade desta enzima decresce em pH inferior a 3,5. 

 

Figura 12 – Atividade da catalase em células bucais humana após à exposição do suco tropical 

de pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritários isolados da fração volátil (oxidoselina-

1,3,7(11)-trien-8-ona (OxS) - 30 µg/mL) e não volátil (cianidiana 3-glicosídeo (C3G) - 119 

µg/mL), adicionados ou não de PG-LPS (10 ng/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Diferença significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

** Letras minúsculas – análise estatística do experimento realizado na presença de PG-LPS; 

Letras maiúsculas - análise estatística do experimento realizado na ausência de PG-LPS. 

*** Incubação a 37°C e CO2 a 5% por 6 horas; n = 6 voluntários. 
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A oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona provocou um ligeiro aumento na atividade da 

catalase quando incubada na ausência de PG-LPS, já a cianidina-3-glicosídeo não provocou 

efeito na atividade da catalase. O aumento ou a manutenção da atividade desta enzima é 

importante, visto que se trata de uma enzima antioxidante essencial (PIRES et al., 2012) que é 

responsável pela remoção do excesso de espécies reativas de oxigênio (MITTLER, 2002). As 

espécies reativas de oxigênio podem ser tóxicas para as células e podem provocar danos 

celulares, desencadeando uma série de doenças (STEPNIEWSKA; WOLINKA; ZIOMEK, 

2009). 

De uma maneira geral, oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e cianidina-3-glicosídeo 

não interferiram na atividade da catalase. Tedesco et al. (2001), estudando o efeito das 

antocianinas presentes do vinho (malvidina 3-glicosídeo, cianidina-3-glicosídeo, peonidina 3-

glicosídeo e delfinidina 3-glicosídeo) na atividade da catalase, observaram que estes 

compostos não interferem na atividade desta enzima. 

 

4.5.2  Dano do DNA em células bucais humanas após a exposição do suco tropical de 

pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritários isolados das frações volátil e 

não volátil 

 

Baseado nos conhecimento de que a intensidade da cauda no ensaio do cometa 

reflete na quantidade de danos no DNA, é possível concluir que o suco tropical de pitanga 

roxa adoçado provoca uma redução no dano no DNA (FIGURA 13). 

Semelhante ao que foi observado no suco tropical de pitanga roxa adoçado, Szeto 

et al. (2005) relatam que a exposição de células bucais humanas ao chá verde rico em 

antioxidantes leva à uma diminuição aguda do dano do DNA. Os referidos autores também 

estudaram o efeito da ingestão de alimentos ricos em carotenoides nas células bucais por 28 

dias e observaram uma redução no dano do DNA. Desta foram, pode-se concluir que 

alimentos que apresentam compostos antioxidantes em sua constituição possuem o efeito de 

reduzir o dano do DNA. 
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Figura 13 – Dano no DNA em células bucais humana provocado pela exposição do suco 

tropical de pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritários isolados da fração volátil 

(oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (OxS) - 30 µg/mL) e não volátil (cianidiana 3-glicosídeo 

(C3G) - 119 µg/mL), adicionados ou não de PG-LPS (10 ng/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Diferença significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

** Letras minúsculas – análise estatística do experimento realizado na presença de PG-LPS; 

Letras maiúsculas - análise estatística do experimento realizado na ausência de PG-LPS. 

*** Incubação a 37°C e CO2 a 5% por 6 horas; n = 6 voluntários. 

 

Jensen et al. (2008) avaliando o dano oxidativo in vitro provocado pela exposição 

de um suco misto preparado com açaí, uva, pêra, acerola, aronia, uva roxa, cramberry, 

ameixa, kiwi, maracujá, mirtilo, romã, lichia, camu camu, banana e mirtilo observaram que 

este suco diminui o dano oxidativo intracelular. Os referidos autores associaram este efeito 

aos antioxidantes presentes no suco. 

O mesmo não foi observado após a exposição das células à cianidina-3-glicosídeo 

na concentração estudada, já que um pequeno aumento na intensidade da cauda foi observado, 

apresentando diferença significativa (p<0,05) das células tratadas somente com o controle. 

Devido a este comportamente observado, é possível afirmar que a cianidina-3-glicosídeo na 

concentração de 119 µg/mL provoca um aumento não possui a capacidade de reduzir o dano 

do DNA, não apresentando, assim, atividade antioxidante ex vivo. 

A oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona não provocou efeito na intensidade da cauda 

na concentração de 30 µg/mL. 

Devido o aumento da intensidade da cauda causada pela exposição à cianidina-3-

glicosídeo e o não efeito observado após a exposição das células à oxidoselina-1,3,7(11)-
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trien-8-ona, é possível concluir que estes dois compostos, nas concentrações estudadas, não 

são os responsáveis pela redução no dano do DNA provocado pela exposição das células 

bucais ao suco tropical de pitanga roxa adoçado. Tais compostos podem atuar em sinergia 

com outros compostos possuindo efeito antioxidante, porém quando avaliados 

individualmente não apresentam tal efeito. 

A Figura 14 mostra os resultados do dano do DNA em células bucais humanas 

expostas ao suco de pitanga, nas amostras onde foi realizada a adição da enzima formamido 

pirimidina glicosilase (fpg) que reconhece purinas oxidadas no DNA. 

 

Figura 14 – Dano no DNA em células bucais humana provocado pela exposição do suco 

tropical de pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritários isolados da fração volátil 

(oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (OxS) - 30 µg/mL) e não volátil (cianidiana 3-glicosídeo 

(C3G) - 119 µg/mL), adicionados ou não de PG-LPS (10 ng/mL), na presença da enzima fpg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Diferença significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

** Letras minúsculas – análise estatística do experimento realizado na presença de PG-LPS; 

Letras maiúsculas - análise estatística do experimento realizado na ausência de PG-LPS. 

*** Incubação a 37°C e CO2 a 5% por 6 horas; n = 6 voluntários. 

 

Comparando os resultados do dano do DNA sem a adição de fpg (FIGURA 13) 

com os resultados onde foi adicionada esta enzima (FIGURA 14), observa-se que esta enzima 

não provocou alteração no dano do DNA, sugerindo que não há a ocorrência de processos 

oxidativos durante exposição do suco tropical de pitanga roxa adoçado e dos compostos 
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majoritários isolados da fração volátil e não volátil da polpa de pitanga roxa em células bucais 

humanas. 

 

4.5.3 Determinação da liberação da IL-8 em células bucais humanas após a exposição 

do suco tropical de pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritários isolados 

das frações volátil e não volátil 

 

Analisando a liberação da IL-8 após a exposição do suco tropical de pitanga roxa 

adoçado em células bucais humanas não foi possível observar diferença significativa (p>0,05) 

entre as células expostas ao suco tropical de pitanga roxa adoçado e as células expostas ao 

controle (água + açúcar) (FIGURA 15). A semelhança entre os resultados dessas amostras 

pode ser devido ao baixo número de voluntários e a elevada diferença entre as células de cada 

voluntário, o que gerou um elevado desvio padrão. Tal afirmação já foi reportada por Szeto et 

al. (2005), que, ao estudarem o efeito da ingestão de alimentos ricos em carotenoides nas 

células bucais em sete voluntários por 28 dias, observaram elevadas variações nas células 

intra-individuais e nos diferentes dias de coleta. 

Assim, com o estudo ex vivo realizado com seis voluntários não foi possível 

confirmar os resultados do estudo in vitro (estudo com células do HGF-1). Isto pode ser 

devido a diferenças nos métodos, onde na experiência ex vivo, as células foram expostas aos 

compostos durante 10 minutos, seguido por incubação durante 6 horas, e no ensaio in vitro, o 

tempo de exposição da célula para o compostos foi de 6 horas. Outros estudos têm 

demonstrado que um pré-tratamento dos fibroblastos gengivais humanos e com células bucais 

humanos com cianidina-3-glicosídeo inibe a liberação de marcadores pró-inflamatórias 

(ZDARILOVÁ et al., 2010; DESJARDINS et al., 2012). No presente estudo, a escolha do 

estimulante e a possibilidade de uma coerente estimulação repetida com o PG-LPS, ou o curto 

tempo de pré-tratamento podem ser os responsáveis pela falta de eficácia da cianidina-3-

glicosídeo. 
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Figura 15 – Liberação da IL-8 por células bucais humana após exposição do suco tropical de 

pitanga roxa adoçado e dos compostos majoritário isolados da fração volátil (oxidoselina-

1,3,7(11)-trien-8-ona (OxS) - 30 µg/mL) e não volátil (cianidiana 3-glicosídeo (C3G) - 119 

µg/mL), adicionados ou não de PG-LPS (10 ng/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Diferença significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

** Letras minúsculas – análise estatística do experimento realizado na presença de PG-LPS; 

Letras maiúsculas - análise estatística do experimento realizado na ausência de PG-LPS. 

** Incubação a 37°C e CO2 a 5% por 6 horas; n = 6 voluntários. 

 

Schapoval et al. (1994), estudando diferentes extratos preparados com a folha de 

pitangueira, relataram o efeito antiinflamatório destas folhas em ratos. 

No presente estudo, resultado semelhante ao observado para o suco tropical de 

pitanga roxa adoçado foi observado no experimento com os compostos individuais da polpa 

de pitanga roxa. 

Cianidina-3-glicosídeo, na ausência de PG-LPS, apresentou efeito 

antiinflamatório. Esse resultado já era esperado, porém, como na presença de PG-LPS este 

composto não diferiu significativamente (p>0,05) do controle, e conclui-se que tais 

resultados, em células bucais humanas, são inconclusivos devido ao elevado desvio padrão 

que foi causado pelo baixo número de voluntários. Este composto já foi descrito na literatura 

por ter efeito antiinflamatório (SUNG-WON; SU-NOH; DONG-HYUN, 2010). 

Diversos estudos avaliam o efeito da exposição de compostos, utilizando 

experimentos in vivo e ex vivo na liberação de interleucinas pró-inflamatórias. Fischäder et al. 

(2008) estudaram o efeito de compostos orgânicos voláteis (clorobenzeno, estireno e xileno) 

em células epiteliais de pulmão (A549) e observaram que estes compostos provocam o 
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aumento da liberação de IL-8, sendo, portanto, considerados compostos com efeito pró-

inflamatório. Gonzalez-Quintela et al. (2007), estudaram o nível sérico de IL-8 em pacientes 

submetidos a diferentes níveis de consumo de álcool, observando que os níveis de IL-8 é 

dependente da dose de álcool, sendo mais elevado em pessoas que ingerem maior quantidade 

de álcool. Os autores observaram também que as mulheres são mais propensas que os 

homens. 
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5. CONCLUSÕES 

 

A polpa de pitanga roxa apresentou resultados de sólidos solúveis, pH, acidez 

titulável e açúcares totais dentro dos padrões exigidos pela Legislação Brasileira vigente. A 

referida polpa apresentou, ainda, elevados teores dos compostos bioativos: antocianinas, 

flavonóides amarelos e polifenóis extraíveis totais, fazendo deste fruto uma boa fonte de 

antioxidantes naturais. 

A oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e a cianidina-3-glicosídeo foram identificadas 

como compostos majoritários das frações volátil e não volátil da polpa de pitanga roxa, 

respectivamente. Observa-se que a polpa de pitanga roxa apresenta teor de oxidoselina-

1,3,7(11)-trien-8-ona de 85 ± 4,01 µg/mL de polpa de pitanga roxa. Quanto ao composto 

majoritário da fração não volátil, foi observado um teor de cianidina-3-glicosídeo de 340 ± 

4,19 µg/mL de polpa de pitanga roxa. 

É válido ressaltar a importância deste estudo uma vez que a quantificação da 

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona foi realizada pela primeira vez em um estudo científico. 

No experimento com células HGF-1 é possível observar que as duas frações 

isoladas da polpa de pitanga roxa, quando analisadas separadamente e em combinação das 

duas, não apresentam efeito tóxico nas células em estudo quando expostas a estas frações 

durante 6 horas de incubação. 

O estudo da expressão do gene de IL-8 mostra uma maior expressão após 6 horas 

de incubação, sendo, portanto, o tempo de maior liberação da IL-8 por células HGF-1. 

Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e cianidina-3-glicosídeo apresentam efeito 

antiinflamatório, por inibirem a liberação da IL-8 por células HGF-1. 

O baixo pH do suco tropical de pitanga roxa adoçado provocou um decréscimo na 

atividade da catalase. De uma maneira geral, a oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona e a 

cianidina-3-glicosídeo não interferem na atividade da catalase e não são capazes de inibir a 

atividade desta enzima. 

O suco tropical de pitanga roxa adoçado provoca um decréscimo no dano do 

DNA, provando possuir atividade antioxidante ex vivo. O mesmo não foi observado após a 

exposição das células à cianidina-3-glicosídeo e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona nas 

concentrações estudadas. A redução no dano do DNA provocada pelo suco tropical de pitanga 

roxa adoçado não foi devido a presença de cianidina-3-glicosídeo e oxidoselina-1,3,7(11)-

trien-8-ona nas concentrações estudadas. 
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Faz-se necessário um estudo com maior número de voluntários para se ter uma 

maior homogeneidade dos resultados com o intuito de verificar os bons resultados observados 

in vitro (experimento com HGF-1 células) em análises ex vivo (experimento com células 

bucais humanas). 
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APÊNDICE A 

Dados referentes à análise de confirmação de identidade da oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 

por ressonância nuclear magnética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona: tempo de eluição no cromatógrafo gasoso: 13,517 

minutos; óleo amarelo; GCMS: m/z (%) = 232,1462 (C15H20O2; M
+), 232 (28), 217 (4), 150 

(18), 135 (44), 122 (82), 96 (60), 95 (58), 79 (37), 68 (100), 67 (40); 1H-NMR (500 MHz, 

(CD3)2SO): δ (ppm) 0.86 [dt, 3 H, CH], 1.17 [s, 3 H, CH], 1.24 [s, 2 H, CH], 1.75 [d, 1 H, 

CH], 1.89 e 2.27 [2 s, 1 H, CH], 1.96 e 2.21 [2 s, 1 H, CH], 2.84 [s, 1 H, CH], 4.38 [dd, 1 H, 

CH], 6.08 [s, 1 H, CH], 6.21 [s, 1 H, CH]; 13C-NMR (500 MHz; (CD3)2SO): δ (ppm) 21.5 

[CH], 23.1 [CH], 28.3 [CH], 29.2 [CH], 31.1 [CH], 32.8 [CH], 33.9 [CH], 50.4 e 57.6 [CH], 

111.0 [CH], 119.9 [CH], 124.1 [CH], 130.9 [CH], 137.9 [CH], 140.8 [CH], 206.9 [CH]. 


