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RESUMO

A espécie Bougainvillea spectabilis € endémica da América do Sul, podendo ser
encontrada na maioria dos estados brasileiros. E um arbusto espinhento de flores
branco-amareladas, utilizada como parte de decoracao e protecdo de residéncias.
Na literatura, sdo encontrados diversos trabalhos que exibem atividades bioldgicas
desta espécie vegetal, podendo citar a atividade anti-hipoglicémica, antiviral,
inseticida, dentre outras. O presente trabalho teve como objetivo investigar a
variagdo dos metabdlitos secundérios volateis das folhas de B. spectabilis, coletada
na cidade de Parnaiba-Pl, por meio de um estudo circadiano. Os 6leos essenciais
das folhas de B. spectabilis, foram extraidos do mesmo espécime, em trés horarios
distintos (08:00, 12:00 e 16:00 horas) de um mesmo dia, utilizando a técnica de
hidrodestilacdo em aparelho doseador tipo Clevenger modificado por O. R. Gottlieb,
e analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM). O rendimento do 6leo obtido aumentou ao longo do dia, tendo um aumento de
aproximadamente 50% entre o maior e menor rendimento. Nos Oleos essenciais dos
horéarios de 08:00 h e 16:00 h, foram detectados doze metabolitos volateis. Enquanto
que no horario de 12:00 h foram obtidos apenas onze compostos. Foram
identificados sete compostos simultaneos nos horarios de extracdo, mas com
diferentes percentagens, como é caso do hexanol e linalol, cujos valores para 0s
horéarios de 08:00 h, 12:00 h, e 16:00 h, corresponderam, respectivamente a: 16,06 -
18,10 - 15,62%; 3,29 - 2,93 - 2,00%. Neste estudo, foram identificados seis
compostos majoritarios: (E)-hex-2-en-1-ol, (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol, hexanol,
salicilato de metila, (Z) - formiato de hex-3-en-1-ol e 7-hidroxi-hepteno. No entanto,
apenas o hexanol foi identificado como majoritario em todos os Oleos essenciais
obtidos no estudo circadiano.

Palavras-Chave: Oleo Volatil; Hidrodestilagdo; Estudo circadiano; Hexanol.



ABSTRACT

The species Bougainvillea spectabilis is endemic to South America, can be found in
most Brazilian states. It’'s a thorny shrub with yellowish white flowers, used as part of
decoration and recidence protection. In the literature, several works showed
biological activity of this plant species as antihyperglycemic, antiviral, insecticidal
activities, among others. The present work aimed to investigate the variation of the
volatile secondary metabolites of leaves of B. spectabilis through of cicardian study.
The essential oils of B. spectabilis leaves were extracted from the same specimen at
three different times (08:00, 12:00 and 16:00 hours), using the hydrodetilation
technique in a Clevenger dosing device modified by OR Gottlieb, and analyzed by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry. The yield of the oil obtained
increased throughout the day, with an increase of approximately 50% between the
highest and the lowest yield. In the essential oils of the hours of 08:00 and 16:00 h,
twelve volatile metabolites were detected. Whereas in the hour of 12:00 h only
eleven compounds were obtained. Seven simultaneous compounds were identified
at extraction times, but with different percentages, such as hexanol and linalol,
whose values for the hours of 08:00 h, 12:00 h, and 16:00 h correspond respectively
to: 16.06 - 18.10 - 15.62%; 3.29 - 2.93 - 2.00%. In this study, six major compounds
were identified: (E) -hex-2-en-1-ol, (Z) -hex-3-en-1-ol acetate, hexanol, methyl (Z) -
formate salicylate of hex-3-en-1-ol and 7-hydroxyheptene. However, only hexanol
was identified as major in all essential oils obtained in the circadian study.

Key words: Volatile Oil; Hydrodistillation; Circadian study; Hexanol.
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1 INTRODUCAO

A humanidade sempre extraiu alimentos, farmacos, além dos mais diversos
produtos industriais da biodiversidade, localizada principalmente nas florestas
tropicais (LEWINSOHON & PRADO, 2000). A biodiversidade pode ser considerada
como uma gigantesca variedade e variabilidade que existem entre 0s organismos
vivos e as complexidades ecolbgicas nas quais eles ocorrem, o que pode fornecer
uma gama de produtos economicamente importantes (NODARI & GUERRA, 2010).

O Brasil € detentor da maior extensdo de florestas tropicais do mundo,
concentrada especialmente na regido amazonica. Por este motivo, nosso pais abriga
uma gigantesca diversidade bioldgica, possuindo entre 15% a 20% de 1,5 milhdo de
espécies descritas no planeta, o que faz do Brasil o principal entre os paises que
possuem uma megadiversidade, além de possuir a flora e a fauna mais diversificada
do mundo, com aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores, 524
espécies de mamiferos, 1.677 de aves, 517 de anfibios e 2.657 de peixes
(LEWINSOHON & PRADO, 2000).

Esta imensa variedade de vegetais permite a identificacdo de inumeras
substancias bioativas (FURLAN & MOTTA, 2008). A investigacdo quimica dos
constituintes fixos e volateis, bem como a avaliagdo farmacoldgica, permitem a
descoberta de novas substancias organicas de importancia cientifica, social e
econdmica (TORRES et al., 2010; MESQUITA et al., 2011).

Inimeras sdo as aplicacfes de plantas e de substancias extraidas delas nos
diferentes setores industriais, como no setor farmacéutico, de pigmentos, de
corantes, perfumaria, dentre outros. Essas substancias, na maioria das vezes, sao
provenientes do metabolismo secundario das mais diversas espécies de plantas
(FURLAN & MOTTA, 2008).

Metabolitos secundarios volateis ou 6leos essenciais (OE) sdo compostos
naturais, volateis e de grande complexidade, resultado do metabolismo secundario
das plantas aromaticas. Sao caracterizados por um forte odor, sendo normalmente
extraidos de plantas encontradas em paises quentes (MACHADO & JUNIOR, 2011).
Estes Oleos sdo uma enorme mistura de substancias complexas, com cerca de 20 a
60 componentes. Nas plantas, podem ser encontrados em diversas partes, como

flores, folhas, frutos, raizes e sementes (BAKKALI et al., 2008).



15

O Brasil € uma das nacdes que mais se destaca na producdo de Oleos
essenciais, tal posicdo decorre da extracdo em larga escala de citricos, tais como
laranja (Citrus sinensis), lima (Citrus aurantifolia), dentre outros. Entre os anos de
1925 a 1927, o Pais se sobressaia na exportacdo de Oleos essenciais de pau-rosa
(Aniba rosaeodora), sassafras (Sassafras albidum) e menta (Mentha arvensis). Isto
porque o Brasil € o principal e Unico fornecedor de 6leo essencial de pau-rosa que
pode ser comercializado em sua forma bruta ou beneficiada. Demonstrando que a
producdo de Oleos essenciais no Brasil ndo é apenas possivel, mas também
bastante lucrativa (B1ZZO; HOVELL & REZENDE, 2009).

Os vegetais por serem mais diversos que o0s produtos sintéticos,
transformam-se em excelentes fontes para o desenvolvimento de novos farmacos
com indmeras atividades (NOVAIS et al., 1992; RODRIGUES et al., 2006), sendo
portanto, fontes inesgotaveis de metabdlitos secundarios (YUNES & CECHINEL-
FILHO, 2001).

A exploracdo de compostos secundarios de plantas vem se mostrando como
uma importante alternativa para substituir o emprego de produtos sintéticos, a
exemplo disto, tem-se o controle de fitopatbgenos com extratos brutos e Oleos
essenciais, pois apresentam propriedades fungicidas e/ou fungitoxicas eficientes
(MATOS, 1997).

No Nordeste brasileiro, diversos estudos foram realizados gerando diversas
iniciativas de sucesso com produtos da flora local, sendo estes, exportados e
utilizados na industria e medicina local (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007).

Bougainvillea spectabilis (B. spectabilis), pertence a familia Nyctaginaceae e
foi o primeiro membro do género a ser identificado no Brasil em 1798 (KENT;
MCCONNELL & GRIFFIS, 2007). E uma planta angiosperma e endémica da
América do Sul, sendo também uma das espécies mais conhecidas e cultivadas no
Brasil. Possui um ciclo de vida perene, flores de diversas cores e € uma trepadeira
espinhenta, geralmente utilizada como parte da decoracdo de diversas residéncias
(MARCHIORETTO; LIPPERT & SILVA, 2011). Possui de 5 a 10 metros de altura na
fase adulta e € um arbusto de facil adaptabilidade a qualquer clima e mudancas de
temperatura (STUMPF, 2010).

Diante disto, pode-se constatar que os Oleos volateis sdo de extrema
importadncia para o ser humano, pois suas aplicacbes e diversos componentes

participam ativamente da vida da sociedade, por meio de seus potenciais
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econdmicos, cientificos e bioldgicos. Logo, a realizacdo de um estudo circadiano do
oleo volatil extraido das folhas in natura de Bougainvillea spectabilis coletada na
cidade de Parnaiba-PI, pode colaborar para o desenvolvimento da ciéncia, na
medida em que se torna possivel o conhecimento de seus metabdlitos secundarios
volateis, e suas respectivas variagdes ao longo do dia, o que pode enriquecer ainda

mais o conhecimento quimico da flora do Estado do Piaui.



RAFICO'
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2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1 CONSIDERACOES TAXONOMICAS

2.1.1 Familia Nyctaginaceae

A familia Nyctaginaceae encontra-se atualmente na ordem Caryophyllales,
(APG 1II, 2009). Esta familia esta dividida em seis tribos: Abronieae, Boldoeae,
Boungainvilleae, Leucastereae, Nyctagineae e Pisonieae (BITTRICH & KUHN, 1993)
e sete subtribos com 30 géneros, distribuidos entre 300 a 400 espécies, que incluem
arvores, arbustos, subarbustos, trepadeiras e ervas que Ssado encontradas
principalmente em regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (FURLAN,
1996; DOUGLAS & MANOS, 2007).

A familia apresenta arvores, arbustos, ervas com folhas opostas, dificiimente
alternas, sem estipulas, além de flores hermafroditas, protegidas ou ndo por um
invllucro caliciforme ou bracteado, unilocular, uniovulado, com 6vulo ereto e ovario
supero, basal e estigma discéide ou pedicelado (BARROSO et al. 1986).

A diversidade desta familia encontra-se na América do Sul, onde tem-se o
género Calignonia que pertence a subtribo Colignonieae. Na parte ocidental da
América do Norte verifica-se a presenca das espécies dos géneros: Boerhavia,
Acleisanthes, Abronia, Mirabilis e Commicarpus, a maioria herbaceas
(MARCHIORETTO,; LIPPERT & SILVA, 2011).

No Brasil, sédo identificadas 48 espécies que sao distribuidas em 11 géneros
gue podem ser encontradas em diversas areas, como: campos, florestas de

restinga, florestas de encostas, florestas tmidas e cultivo (SA, 2010).

2.1.2 Género Bougainvillea

No género Bougainvillea sdo encontradas diversas espécies, tais como B.
spectabilis, B. bracteata, B. brasiliensis, B. glabra, B. peruviana, B. sanderiana, B.
speciosa, entre outras. As espécies mais comumente cultivadas sdo a B. spectabilis
e B. glabra. A Bougainvillea spectabilis se distingue da Bougainvillea glabra por

apresentar grande concentracdo de tricomas que S&o estruturas presentes na
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epiderme vegetal, formando uma camada mais densa na face das folhas (REITZ &
KLEIN, 1970).

2.1.3 Espécie Bougainvillea spectabilis

A Bougainvillea spectabilis (FIGURA 1) foi descoberta por volta de 1790, por
Louis-Antoine de Bougainville (1729 - 1811), comandante de uma expedicao
francesa que ao desembarcar na América do Sul, se deparou com esta espécie, que
foi denominada de Bougainville. Isto permitiu que posteriormente fosse realizado a
classificacdo taxonémica (QUADRO 1) desta espécie (LACK, 2012).

Quadro 1 — Classificacao taxondmica de Bougainvillea spectabilis

Bougainvillea spectabilis

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Caryophyllales
Familia Nyctaginaceae
Género Bougainvillea

Primavera, Buganvilia, Trés-Marias,
Nomes Comuns

Flor de Papel

Fonte: Watson & Dallwitz (1992).
Esta espécie € angiosperma, endémica da América da Sul, possui um ciclo de

vida perene, geralmente utilizada como parte da decoracédo e protecédo de diversas
residéncias, visto que pode chegar a uma altura de 5 a 10 metros na fase adulta,
sendo um arbusto espinhento de facil adaptabilidade ao clima e resistente a
mudancas de temperatura. Possui flores pequenas de coloragéo branco-amareladas
que sdo cobertas por trés bracteas que podem apresentar as mais diversas
coloracdes, que vao desde o vermelho vivo ao branco amarelado, que formam
enormes inflorescéncias nas pontas dos ramos. As folhas sdo ovais acuminadas de
textura fina (STUMPF, 2010).
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Figura 1 — Bougainvillea spectabilis

Fonte: Pesquisa Direta (2017); Watson &
Dallwitz (1992).

Legenda: A - Espécie; B - Flores; C —
Bracteas; D — Folha.
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A espécie Bougainvillea spectabilis esta presente em varios estados, como
Amazonas, Para, Cearda, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (SA, 2015), como apresentado
na Figura 2.

Figura 2 — Distribuicdo da espécie Bougainvillea spectabilis no Brasil
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Fonte: Adaptado de Sa (2015).

2.2 METABOLISMO VEGETAL

O metabolismo consiste em um conjunto de reacdes quimicas que esta
sempre acontecendo no interior de cada célula, seja ela vegetal ou animal. Os
compostos quimicos que sdo formados, degradados ou transformados recebem o
nome de metabolitos (SIMOES et al., 2010), que s&o divididos em duas categorias:
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios (QUADRO 2) (SIMOES et al.,
2008).

Os metabdlitos primarios sdao moléculas que podem ser encontradas em
todas as células vegetais e sdo de extrema importancia para a vida da espécie
vegetal. Agucares, proteinas, aminoacidos e &cidos nucléicos sdo exemplos de
metabdlitos primarios. Os metabdlitos secundarios séo restritos em sua distribuigéo,
pois ocorrem tanto dentro de uma Unica planta quanto entre diferentes espécies
(RAVEN; EVERT & EICHHORN, 2007).
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Quadro 2 - Diferenciacao de metabolismo vegetal priméario e secundario

( Metabolismo )
|

Metabolismo Primério Metabolismo Secundério
Macromoléculas Micromoléculas
(Lipideos, agucares e proteinas) (Estrutura complexa)
Funcdes essenciais Funcdes variadas
(primérias)

|

Distribuicao Universal

Distribuicao restrita

N

Atividades biologicas
diversas

Fonte: Adaptado de Poser & Mentz (2010).
Os metabolitos secundarios, também chamados de micromoléculas, sdo

frutos de rotas biossintéticas (FIGURA 3) do vegetal, apresentando muitas vezes
estrutura complexa, atividades biolégicas acentuadas, baixo peso molecular e séo
encontrados em concentracgdes relativamente baixas e em certos grupos de plantas.
Esses produtos do metabolismo vegetal atuam na defesa do vegetal, sob a forma de
dissuasorios alimentares e toxinas (POSER & MENTZ, 2010).

Alguns metabdlitos secundarios atuam como toxinas, pois possuem sabor
amargo e desagradavel que fazem com que os herbivoros reconhecam e evitem as
espécies que os contém. Porém, alguns metabdlitos secundéarios atuam de forma
contraria, atraindo diversas espécies, tais como insetos, morcegos, passaros e
roedores, que contribuem para a realizacao da polinizacdo de muitas plantas. Neste
grupo estdo incluidos os Oleos volateis que sdo compostos por monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides e o0s pigmentos como os flavonoides,
antocianinas e betalainas (HARBONE & WILLIAMS, 1995; POSER & MENTZ, 2010).
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Figura 3 - Ciclo biossintético dos metabdlitos secundérios
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Fonte: Adaptado de Santos (2010).
2.2.1 Oleos volateis
Desde o inicio da historia da humanidade, as plantas, com énfase nas

aromaticas e seus 0leos volateis, sdo utilizadas para atribuir cheiro e sabor as

comidas e bebidas, visando disfarcar os odores desagradaveis e administrar 0s
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problemas sanitarios (FRANZ, 2010). Durante a Renascenca, Paracelso introduziu o
termo “Oleo essencial” e o designava como sendo a alma da planta (SILVA, 1998).

A ISO (International Standard Organization) define os 6leos volateis como 0s
produtos obtidos de partes de plantas por meio da destilacéo por arraste com vapor
d’agua, ou por pressdo de pericarpos d e frutos citricos, também podem ser
denominados como O6leos essenciais, 0leos etéreos ou mesmo esséncias, nomes
estes provenientes de suas caracteristicas fisico-quimicas (SIMOES & SPITZER,
2010).

Os o6leos volateis podem ser definidos como uma grande mistura de
compostos, fruto do metabolismo secundério de plantas, insetos e especiarias e tem
como principais caracteristicas o cheiro e o sabor. Seus constituintes quimicos
variam desde hidrocarbonetos, terpenos, aldeidos, alcoois, cetonas, ésteres, éteres,
peroxidos, Oxidos, furanos, lactonas, acidos organicos, cumarinas, até compostos
com enxofre. S&o produzidos por diversas estruturas secretoras, como pélos
glandulares, células parenquiméaticas diferenciadas, canais oleiferos, em bolsas
lisigenas ou esquizalisigenas, localizadas em certas partes ou em toda a planta
(WOLFFENBUTTEL, 2007, SIMOES & SPITZER, 2010).

Quimicamente, os Oleos essenciais sdo compostos por derivados de
fenilpropandides ou terpendides, que s&o altamente volateis e ajudam na
fragrancia/esséncia das plantas que os produzem. Diversos sdo os beneficios que a
espécie recebe ao produzir estes metabdlitos, tais como inibicdo da acdo de
herbivoros, protecdo contra ataque de bactérias e fungos, atracdo de insetos
polinizadores, além de possuirem acao alelopatica (RAVEN; EVERT & EICHHORN,
2007).

Os terpendides ou simplesmente terpenos, sdo substancias presentes em
plantas e animais e possuem as mais variadas propriedades biolégicas, que vao de
acao antimicrobiana, anti-hiperglicémica, fungicida, anti-inflamatoria, antiviral até
atividades antiparasitarias (PADUCH et al., 2007).

Nas plantas, estes compostos desempenham diversas funcdes, como a
pigmentacéo fotossintética (carotenoides) e hormonal como as giberelinas e o acido
abscisico. Mais de 22.000 terpendides ja foram identificados, os esqueletos
carbonados destes compostos (TABELA 1) sdo constituidos pela condensacgéo de
varias unidades de isopreno (CsHg) (RAVEN; EVERT & EICHHORN, 2007).
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Tabela 1 — Numero de unidades de isopreno/numero de atomos de carbono (CsHg)
para formacéo de diferentes terpendides

N° de Unid. NUmero de atomos de carbono Nome ou classe

1 5 Ao Isopreno

2 10 JJo Monoterpenoides
3 15 )\/\)\/\)\/ Sesquiterpendides
4 20 )\/\)\/\)\/\)\/ Diterpendides

5 25 )\/\)\/\)\/\)\/\)\/ Sesterpenos

6 30 )\A)\A)\A)\A)\A)\/ Triterpenoides

8 40 A~AAAA A Tetraterpendides
N n Poliisoprendides

Fonte: Adaptado de Simdes & Spitzer (2010).
Os compostos terpénicos que ocorrem com mais frequéncia nos 6leos

volateis sdo 0os monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Os monoterpendides, consistem
em duas unidades de isopreno, sdo altamente volateis e utilizados por causa de
suas marcantes caracteristicas organolépticas. Os mono e sesquiterpendides
(FIGURA 4) podem ser agrupados segundo a forma estrutural da molécula em:
aciclicos (mirceno, linalol, geraminol, farnesol e nerolidol), monociclicos (a-terpineol,
terpinoleno e acido abscisico) e biciclicos (a-pineno, tujona, canfora, g-selineno e -
cariofileno), dentre outros (BANDONI & CZEPAK, 2008; SIMOES & SPITZER, 2010).

Do ponto de vista econGmico, existe uma crescente demanda e utilizagao de
Oleos volateis em industrias, sob a forma de condimentos e aromatizantes de
bebidas e comidas, cosméticos, na forma de perfumes, produtos de higiene e na
com fins farmacéuticos, sob a forma de drogas vegetais que podem ser vendidas in
natura para os mais diversos fins, tais como infusdes e/ou preparacdes galénicas, o
que faz destes Oleos produtos rentdveis e importantes atividades econbémicas
(SIMOES & SPITZER, 2010).
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Figura 4 — Exemplos de compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos que
ocorrem em Oleos volateis
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Fonte: Adaptado de Simdes & Spitzer (2010).

Existem inomeras vantagens farmacoldgicas dos 6leos essenciais em
comparacao a¢ com os medicamentos industriais, como a sua volatilidade, ideal para
técnicas de nebulizagBes, banhos de imersdo ou mesmo para simples inalacdes. A
volatilidade e o baixo peso molecular de seus componentes permitem que sejam
rapidamente eliminados do organismo, por meio das vias metabdlicas (BANDONI &
CZEPACK, 2008).

Além disto, possuem outras inumeras propriedades farmacolégicas tais como:
acao antiespasmodica (6leos de camomila, alho, erva-doce, salvia e macela),
carminativa (funcho, menta, camomila e erva-doce), estimulante (zimbro, gengibre e
genciana), cardiovascular (6leos contendo canfora e salvia), anti-inflamatéria (6leos
que contém azulenos, como a camomila), dentre outras (SIMOES & SPITZER,
2010).
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2.2.2 Fatores enddgenos e ambientais que promovem alteracBes nos Oleos

volateis

A composicao quimica dos o6leos volateis é determinada por inimeros fatores,
dentre eles, os enddgenos, geralmente especificos para um determinado 6rgéo
vegetal, e os ambientais (FIGURA 5), como a localizacdo geografica (SILVA et al.,
2003), variacoes circadianas (GOBBO-NETTO & LOPES, 2007) e sazonais (SILVA
et al.,, 2003), dentre outros, que afetam principalmente a rota metabdlica, dando
inicio a biossintese de compostos distintos (MORAIS, 2009; SIMOES & SPITZER,
2010).

Dentre os fatores endbégenos, destaca-se a idade e o estagio de
desenvolvimento da espécie, que pode afetar ndo apenas a quantidade total de
metabdlitos secundarios gerados, mas a proporcao relativa dos mesmos. Isto ocorre
porque os tecidos vegetais mais jovens apresentam ampla atividade biossintética, o
gue aumenta consideravelmente a producédo dos mais variados compostos, como 0s
Oleos essenciais (MORAIS, 2009).

O ambiente no qual a espécie cresce e se desenvolve, assim como o tipo de
cultivo também influenciam na composicéo quimica dos 6leos volateis (SIMOES &
SPITZER, 2010). Apesar de cada espécie ser adaptada ao seu habitat, as plantas
sdo afetadas repetidamente por certas faixas de temperatura, que induzem os 6leos
essenciais, ha maioria das vezes, a apresentarem um relativo aumento em seu teor
(GOBBO-NETTO & LOPES, 2007). Isto porque a temperatura, assim como a
luminosidade possuem um importante papel na fotossintese, visto que a
proximidade destes fatores assegura um ambiente ideal para o processo fisioldgico
dos vegetais (SOUZA et al., 2008).
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Figura 5 - Principais fatores que podem influenciar na producédo de Oleos volateis
em plantas
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Fonte: Gobbo-Netto & Lopes (2007).
A agua € um elemento fundamental a vida e ao metabolismo dos vegetais,

assim supfe-se que em locais mais umidos, a producdo de metabolitos secundéarios
seja maior. No entanto, isto nem sempre ocorre, pois a disponibilidade hidrica, assim
como sua falta e seu excesso causam grandes efeitos no crescimento e
desenvolvimento da espécie, como no caso do Ocimum basilicum que em condi¢cdes
de pouca umidade, apresentou uma reducdo no rendimento da massa seca, mas 0
dobro do rendimento de dleo volatil (MORAIS, 2009; HAAG, 1987). Outros fatores
também podem influenciar o metabolismo secundéario dos vegetais, como radiacdo

ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, dentre outros.

2.3 RITMOS BIOLOGICOS

As plantas, os animais e os humanos sofrem influéncia de diversos estimulos
externos que apresentam padrdes circulares, denominados ritmos biol6gicos, que

podem ser divididos em circadianos, ultradianos e infradianos (LEMMER, 2009).
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O ritmo ultradiano compreende oscilagdes que ocorrem em curtos periodos
de tempo, como a frequéncia cardiaca. Por outro lado, o ritmo infradiano representa
variacbes em um tempo superior a 28 horas, como exemplo tem-se os hormdnios
sexuais femininos, luteinizantes e foliculo-estimulante que ocorrem mensalmente
(DOUGLAS, 2006).

Os ritmos circadianos, do latim circa (aproximadamente) e dies (um dia)
possuem duracdo de, aproximadamente, 24 horas. S0 muito importantes nas
plantas e animais, pois eles permitem respostas as mudancas de estacfes que
ocorrem durante o ano, além de regularem o crescimento e a atividade (RAVEN;
EVERT & EICHHORN, 1996). Este ritmos sdo de natureza enddgena, persistindo
por varios ciclos sob condicdbes constantes, normalmente, luz ou escuro
consecutivos (KERBAUY & FETT- NETO, 2008).

As plantas sdo, por natureza, organismos ritmicos, cuja regulacdo das
funcBes biologicas e otimizagdo de processos celulares e fisiolégicos sédo
determinadas pelo relogio circadiano (FIGURA 6). Tal relégio é composto por trés
partes: rotas de transducdo de sinais ambientais; gerador de ritmo e rotas de
transdugdes de sinais internos. Onde a luz recebida por fotorreceptores sincronizaria
0 mecanismo que gera o ritmo (circulo) ao ambiente e 0 gene ativa a transcricdo do
gene do relégio (KERBAUY & FETT- NETO 2008).



Figura 6 — Modelo hipotético de um relégio circadiano em plantas
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Fonte: Adaptado de Kerbauy & Fett - Neto (2008).

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE Bougainvillea spectabilis

As plantas sdo uma das principais fontes de produtos naturais com atividades

bioldgicas confirmadas, constituindo-se em importantes modelos para a producéo de

inimeros produtos, como farmacos, cosméticos etc. Alguns dos constituintes

isolados como flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas e terpenos séo obtidos a

partir de folhas, raizes, flores e frutos. Estes constituintes sdo 0s principais

responsaveis pelas acdes analgésicas, anti-inflamatorias, antivirais, hipoglicemiantes
e antialérgicas de algumas plantas (NODARI & GUERRA, 2010).

Diversos trabalhos (TABELA 2) exibem que Bougainvillea spectabilis

(Nyctaginaceae) possui inumeras atividades bioldégicas como anti-hipoglicemia,

antibacteriano,

inflamatéria

reducdo do colesterol,
(JAWLA;

KUMAR

nematicida, antiviral,

& KHAN,

inseticida e anti-
2012).



Tabela 2 - Sintese de pesquisas sobre atividades bioldgicas de Bougainvillea spectabilis

Titulo

Principais Resultados

Ano

Autor

An Antiviral Protein from Bougainvillea spectabilis

Roots; purification and characterization.

Hypoglycemic activity of Bougainvillea spectabilis
stem bark in normal and alloxan -induced diabetic

rats.

Neste estudo, verificou-se que o extrato etandlico das
raizes de Bougainvillea spectabilis continha atividade
inibitoria contra o virus de murcha manchado de tomate
(TSWV). Assim, foi realizada a purificagdo e
caracterizagcdo da proteina antiviral Bougainvillea (BAP
I) obtida a partir dos tecidos radiculares de B.

spectabilis.

Os extratos etandlicos da casca do caule de
Bougainvillea spectabilis foram administrados na forma
de doses em ratos Wistar machos. A andlise fitoquimica
mostrou a presenca de diversos compostos, tais como
flavonoides, glicosideos, taninos e saponinas e obteve-
se que os extratos etandlicos da casca do caule de B.

spectabilis possuem potenciais anti-hipoglicémicos.

1997

2012

Balasaraswathi et al.,

Jawla; Kumar & Khan

T€



Tabela 2 - Sintese de pesquisas sobre atividades biolégicas de Bougainvillea spectabilis. Continua.

In vitro comparative study of Bougainvillea
spectabilis “stand” leaves and Bougainvillea
variegata leaves in terms of phytochemicals and

antimicrobial activity.

Isolation  of  Antidiabetic  Principle  from
Bougainvillea spectabilis Willd (Nyctaginaceae)
Stem Bark

Neste trabalho realizou-se uma analise qualitativa da
fitoquimica e da atividade antibacteriana dos extratos
etandlico e metandlico das folhas de Bougainvillea
spectabilis e Bougainvillea variegata. Os efeitos
inibitérios maximos dos extratos foram obtidos contra
Staphylococcus aureus Gram positivo, bactérias Gram
negativas Proteus vulgaris e Serratia marcescens,
enquanto que Salmonella typhimurium apresentou uma
zona maxima de inibicAo apenas para o extrato
metandlico de B. spectabilis. Entretanto, ndo foram
observados efeitos inibitérios para os extratos de B.
spectabilis ou B. variegata contra Enterococcus faecalis,

Vibro-célera ou Klebsiella pneumoniae.

Foram identificados quatro compostos, o pinitol, B-
sitosterol, quercetina e quercetina-3-O-a-L-
rhamnopirandsido. Pela primeira vez, isolaram-se
pinitol, [(-sitosterol, quercetina e quercetina-3-O-a-L-

rhamnopirandsido da casca do caule de B. spectabilis.

2012

2013

Fawad et al.,

Jawla; Kumar & Khan

4>



Tabela 2 - Sintese de pesquisas sobre atividades biolégicas de Bougainvillea spectabilis. Continua.

Evaluation of anti-inflammatory activity of
methanolic extract of leaves of Bougainvillea

spectabilis in experimental animal models.

Bougainvillea spectabilis Exhibits
Antihyperglycemic and Antioxidant Activities in

Experimental Diabetes

Os extratos metandlicos de Bougainvillea spectabilis
apresentaram efeitos anti-inflamatérios significativos de
20,6% e 67,6%, respectivamente, nos modelos
inflamatérios agudos induzidos por carragenina. No
edema induzido por dextrano, o efeito foi de 30% e
66%, respectivamente. No modelo artritico, observou-se
efeito anti-inflamatério cronico significativo (38,46%) em
comparagdo com o medicamento padrdo de

dexametasona (84,6%).

A dose do extrato aquoso das folhas de Bougainvillea
spectabilis (100 mg/kg) diminuiu significativamente o
nivel de glicose no sangue de ratos diabéticos. O
possivel mecanismo de acdo do extrato de folha pode
estar correlacionado a presenca de D-pinitol. O extrato
das folhas de Bougainvillea spectabilis restaurou
significativamente os niveis de creatinina e acido Urico
bem préximo do nivel normal e o nivel de ureia nao foi

alterado.

2014

2015

Mandal; Chatterjee &
Chatterjee

Chauhan et al.,

€e



Tabela 2 - Sintese de pesquisas sobre atividades biolégicas de Bougainvillea spectabilis. Concluséao.

Bougainvillea spectabilis flowers extract protects

against the rotenone-induced toxicity

Neste estudo, investigou-se o efeito de dois extratos das
flores (amarelo e rosa/ roxo) de Bougainvillea spectabilis
no estresse oxidativo do cérebro e danos neuronais
causados em ratos por injecdo sistémica de rotenona.
Isto resultou em estresse oxidativo do cérebro,
aumentando tanto a peroxidacdo lipidica quanto o
conteudo de nitrito. O extrato de flores amarelas inibiu a
atividade BChE e aumentou o cérebro Il-18. Estes
dados indicaram que os extratos das flores de B.
spectabilis exercem efeito protetor contra os efeitos
toxicos da rotenona no cérebro, figado e rim. Reduzem
ainda a peroxidacao lipidica cerebral e impedir a morte
neuronal por rotenona e, portanto os extratos das flores
(amarelo e rosa/ roxo) de Bougainvillea spectabilis,
podem ser eficazes no tratamento da doenca de
Parkinson.

2017

Abdel-Salam et al.,

Fonte: Pesquisa Direta (2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL:

v

Investigar os metabdlitos secundarios volateis das folhas de Bougainvillea
spectabilis coletada na cidade de Parnaiba-Pl por meio de um estudo

circadiano.

3.2 ESPECIFICOS:

v

Coletar as folhas in natura de Bougainvillea spectabilis (Nyctaginaceae) na
cidade de Parnaiba-PI;

Extrair o Oleo essencial das folhas de Bougainvillea spectabilis
(Nyctaginaceae) em trés horarios de um mesmo dia por meio da técnica de
Hidrodestilagéo;

Identificar a composi¢do quimica do 6leo essencial através de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

Verificar por meio de um estudo circadiano possiveis variacbes no teor e
percentagem dos constituintes volateis dos 6leos essenciais obtidos;
Contribuir para o conhecimento quimico da flora do Estado do Piaui.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE PESQUISA

O presente trabalho buscou investigar os metabolitos secundéarios volateis
das folhas de Bougainvillea spectabilis coletada na cidade de Parnaiba-PIl por meio
de um estudo circadiano. E experimental, pois de acordo com Gil (2002, p. 47), “[...]
a pesquisa experimental consiste em determinar um objeto de estudo, selecionar as
variaveis que seriam capazes de influencia-lo, definir as formas de controle e de

observagéo”.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coleta do material vegetal

Para a realizacdo do estudo circadiano, no dia 06 de Julho de 2016 foram
realizadas, a partir do mesmo espécime, trés coletas das folhas de Bougainvillea
spectabilis, em horarios distintos (TABELA 3), na cidade de Parnaiba-Pl (Lat.
2°55'47.04"S e Long. 41°45'11.45"0).

Tabela 3 — Horérios de coleta e massa de folhas de Bougainvillea spectabilis

Horario de coleta (h) Massa de folhas (g)
08:00 600
12:00 600
16:00 600

Fonte: Pesquisa direta (2017).

4.2.2 Procedimento

4.2.2.1 Preparacao da amostra

Para realizar a preparacado da amostra vegetal colhida in natura, inicialmente
foi realizada a pesagem das folhas de Bougainvillea spectabilis. Em seguida, as
folhas foram trituradas manualmente e postas para moagem em liquidificador

(moagem por impactos). Este método tem por objetivo diminuir a superficie de
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contato do material sélido, condicdo esta necesséria para um melhor aproveitamento

da amostra e facilitar a extragéo.

4.2.2.2 Extracao

No presente trabalho, o processo de extracdo dos metabdlitos secundarios
volateis (FIGURA 7), foi realizado trés vezes, em trés horarios distintos no
laboratorio de Quimica Organica do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Piaui (IFPlI) — Campus Parnaiba, por meio da técnica de
hidrodestilacdo em aparelho doseador tipo Clevenger modificado por O. R. Gottlieb.
Neste processo, 0s materiais vegetais frescos e triturados foram colocados,
separadamente, em um baldo de vidro com capacidade de 5,0 L, acrescidos de 2,5
L de agua destilada e aquecida a temperatura de refluxo por duas horas até a
obtencao do 6leo volatil.

Posteriormente, a mistura agua/éleo foi separada e o 6leo essencial obtido foi
tratado com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) para retirar os tracos de agua
presentes. O 6leo obtido foi filtrado, pesado e armazenado em pequenos frascos,
cobertos com papel aluminio e armazenados na geladeira até a analise por

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).
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Figura 7 - Fluxograma para obtencdo dos metabdlitos secundarios volateis

Material Vegetal
(in natura)
Pesagem
Trituracéo
Extracdo por Hidrodestilacao,
doseador tipo Clevenger
modificado por O. R. Gottlieb
\
Torta + Decoto O|e0 + Agua
Desprezado Pipeta de Pasteur
y y
Oleo + Tracos d’Agua Hidrolato | Desprezado
Na SO, (anidro)
Filtracdo
- — Armazenagem, —
Oleo volatil > pesagem e Andlise Identificacéo
estocagem por CG-EM

Fonte: Pesquisa Direta (2017).

4.2.2.3 Identificacdo dos metabdlitos secundarios volateis

Os metabdlitos secundarios volateis extraidos das folhas de Bougainvillea
spectabilis foram analisados no Laboratério de Geoquimica Organica (LAGO) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI) — Campus Ministro Petrénio Portela, Teresina-
Pl. Foi utilizado um cromatégrafo gasoso modelo GCMS-QP2010 SE, AOC-5000
auto injetor da marca SHIMADZU, com coluna: Rtx-5MS de tamanho 30 m x 0,25
mm e espessura do filme interno de 0,10 um com fase estacionaria de difenil

dimetilpolissiloxano (5% de difenil e 95% de dimetilpolissiloxano).
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As condicdes da andlise incluem temperatura da coluna (60,00 °C),
temperatura de injecao (200,00 °C), modo de injecao dividido, presséo de 59,0 kPa,
fluxo total de 106,00 mL/min, fluxo de coluna de 1,02 mL/min, velocidade linear de
36,8 cm/s e razao dividida de 100,00. Temperatura da fonte de ion de 250,00 °C,
temperatura da interface (240,00 °C), tempo de solvente de 2,50 min, modo relativo
de ganho do detector, tempo de inicio de 2,50 min. e tempo final de 72,00 min.,

varredura do modo ACQ, com duracéo de 30 segundos.

4.3 TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados obtidos com a realizacdo do presente trabalho, como os
cromatogramas/espectros de massas, graficos e as formulas estruturais dos
constituintes volateis identificados das folhas de B. spectabilis, foram tratados nos
programas computacionais GC-MS Solution (SHIMADZU), Origin 6.0 Professional e

ChemWindow 6.0, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO CIRCADIANO

A realizacdo do estudo circadiano se deu por meio da coleta das folhas in
natura da espécie Bougainvillea spectabilis, em trés horarios diferentes (08:00, 12:00
e 16:00 horas) a partir do mesmo espécime, esta medida foi tomada visando evitar

possiveis alteracdes ocasionadas por utilizar espécimes diferentes.

5.1.1 Rendimento dos metabdlitos secundarios volateis obtidos

O rendimento assim como a massa dos metabdlitos secundarios volateis
obtidos sdo apresentados na Tabela 4. Observou-se que houve uma notavel
variacdo durante os horarios de coleta e que a producéo do éleo volatil aumentou ao
longo do dia, tendo um aumento de aproximadamente 50% entre o maior e menor
rendimento.

Tabela 4 — Rendimento e massa dos metabolitos secundarios volateis das folhas de
Bougainvillea spectabilis

Horario de coleta (h) | Massa de folhas (g) | Massa de 6leo (g) | Rendimento

08:00 600 0,0104 0,0017%
12:00 600 0,0124 0,0020%
16:00 600 0,0150 0,0025%

Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Verificou-se que embora a massa do material vegetal utilizada fosse a
mesma, 0s maximos rendimento e a massa dos metabdlitos secundéarios volateis
foram obtidos no horario das 16:00 h (GRAFICO 1). Provavelmente devido a
influéncia da temperatura e da luminosidade, pois ambas possuem um importante
papel na fotossintese e a proximidade destes fatores assegura um ambiente ideal

para o processo fisioldgico dos vegetais (SOUZA et al., 2008).
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Gréfico 1 — Variacdo de massas dos metabdlitos secundarios volateis obtidos
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

O trabalho realizado por Vukovic et al. (2013), no pais de Montenegro, na
Baia de Kotor em Junho de 2011 relata pela primeira vez a composi¢cao quimica do
O0leo essencial de Bougainvillea spectabilis. Neste estudo, foram obtidos os
metabolitos secundérios volateis em um Unico horéario do dia, o qual ndo foi descrito.
A extracdo foi realizada por hidrodestilacdo tipo Clevenger, utilizando 500 g de
material vegetal (folhas e ramos secos ao ar livre), com rendimento de 0,19%,
porcentagem esta superior aos valores obtidos no presente trabalho, no entanto na
pesquisa deste TCC foram utilizadas somente as folhas da espécie.

Esta variacdo de rendimentos pode ser proveniente do local de realizagao do
estudo, uma vez que fatores abibticos provocam variagbes na producdo de
metabdlitos secundarios, bem como da utilizacdo de folhas e ramos por Vukovic et
al. (2013) que provavelmente aumenta sensivelmente a quantidade de metabdlitos

secundarios volateis obtidos. No entanto, ndo se pode prever ou mesmo,
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estabelecer um padrdo Unico para as variagdes destes compostos, visto que a
composi¢cdo quimica dos Oleos volateis € determinada por inUmeros fatores, como
os endodgenos (proveniente da propria planta), a metodologia empregada e os
fatores ambientais (externos ao espécime, como a variacdo de temperatura,
umidade relativa, luminosidade e regime de ventos ao longo do dia), conforme
apresentado em diversos estudos como os de Haag (1987); Silva et al. (2003);
Gobbo-Netto & Lopes (2007); Souza et al. (2008); Morais (2009); Simdes & Spitzer
(2010), dentre outros.

No trabalho realizado por Vukovic et al. (2013), o tempo para obtencdo do
contetdo volétil foi de 3 horas, uma hora a mais que a extracdo realizada neste
trabalho. O tempo de extracdo pode variar de acordo com os mais diversos fatores,
como a rigidez do tecido da amostra vegetal e do seu estado de divisdo, natureza
das substancias a serem extraidas, solvente, temperatura e/ou agitacdo
(FALKENBERG; SANTOS & SIMOES, 2010).

5.1.2 Identificacdo dos metabdlitos secundarios volateis

A identificacdo dos metabdlitos secundarios volateis foi realizada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) com método
de ionizacéo por Impacto de Elétrons (El). Esta técnica tem como principio basico a
geracdo de ions para analise, nela as moléculas da amostra sdo vaporizadas e
submetidas a um feixe de elétrons de alta energia, normalmente 70 eV, para assim
serem ionizadas e detectadas (SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2012).

Como resultado das andlises dos cromatogramas foi possivel identificar um
total de 17 compostos no 6leo essencial, com variacdo destes compostos nos
diferentes Oleos essenciais (TABELA 5). A comparacdo com o trabalho realizado por
Vukovic et al. (2013), mostra uma clara distingdo na quantidade de metabdlitos, pois
foram identificados 39 compostos, numero muito superior ao do presente trabalho.
Esta variacdo na quantidade de metabdlitos pode ser justificada principalmente, por
Vukovic et al. (2013) ter utilizado na extracdo as folhas e ramos da planta, além da
influéncia do clima e da localizagdo geografica.

Na época de coleta e realizacdo do estudo para determinacdo dos
constituintes volateis de Bougainvillea spectabilis por Vukovic et al. (2013), as

temperaturas minimas e maximas foram de 17 a 27 °C, respectivamente. Em
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contraste, na época de realizacdo do presente trabalho, em 06 de Julho de 2016, na

cidade de Parnaiba-Pl, as temperaturas minimas e maximas corresponderam a 22 e

31°C, respectivamente. Distingbes assim apresentadas, como de localizacao

geografica, variagcbes circadianas e sazonais, dentre outros fatores ambientais,

afetam principalmente a rota metabdlica da espécie vegetal, dando inicio a
biossintese de compostos distintos (MORAIS, 2009; SIMOES & SPITZER, 2010).

Tabela 5 - Variacdo circadiana dos componentes volateis de B. spectabilis em

ordem alfabética

COMPOSTOS 08h (%) 12h (%) 16h (%)
acido (E)-hex-2-endico (CeH1005) - - 1,21
a-ionona (C13H200) 0,51 0,73 -
a-metil- a -[4-metil-3-pentenil]-oxiranometanol : : 0.73
(C10H1802) '
a-terpineol (C1oH150) 0,50 - -
B-ionona (C13H200) 1,11 1,09 0,78
cis - benzoato de hex-3-enila (C13H1602) - 0,78 -
cis - butanoato de hex-3-enila (C1oH1802) 1,31 1,38 4,05
(E)-hex-2-en-1-ol (CsH120) 40,21 40,38 -
4-etil-benzaldeido (CgH100) 0,97 1,03 1,08
fitol (C20H400) 5,81 5,80 4,32
hexanol (CgH140) 16,06 18,10 15,62
7-hidroxi-hepteno (C;H140) 1,22 - 4491
linalol (C1oH150) 3,29 2,93 2,00
salicilato de metila (CgHgO3) 12.46 6,52 6,28
(2) - acetato de hex-3-en-1-ol (CgH1405) 16,55 20,36 -
(2) - formiato de hex-3-en-1-ol (C;H1205) - - 18,14
(2) - hexanoato de hex-3-enila (C12H2205) - - 0,88

Fonte: Pesquisa Direta (2017).
Os espectros de massas obtidos a partir de cada

analise tiveram seus

padrées de fragmentacdo analisados e comparados com 0s espectros de massas
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contidos na biblioteca do aparelho e na literatura (National Institute of Standards and
Technology - NIST). Isso porque a unicidade do espectro de massas (El) de
determinado composto organico, mesmo sendo um estereoisdmero, é tida como
qgquase uma certeza. Visto que esta unicidade, quando acoplada a técnica com
grande sensibilidade, torna a CG-EM um método analitico de grande poder e com
grande utilizacdo (SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2012).

A andlise dos espectros de massas referentes a cada pico nos
cromatogramas revelou o padrdao de fragmentacdo dos metabdlitos. Na
Espectrometria de Massas por impacto de elétrons (El), o evento mais simples é a
remocdo de um elétron da molécula (fase géas), resultando na formacdo de um
céation-radical, o ion molecular (M), que por sua vez se fragmenta, gerando varios
picos com diferentes intensidades, esta fragmentacdo é caracteristica de cada
metabolito e leva a identificacdo dos compostos (SILVERSTEIN; WEBSTER &
KIEMLE, 2012).

O espectro de massas do 7-hidroxi-hepteno (FIGURA 8) apresentou o pico
base com razdo m/z de 41 daltons, além de picos de intensidade variada com razao
m/z 98, 97, 83, 69, 57, 55, 42, 41, 40, 29 e 27 daltons. Contudo, nao foi possivel
observar o pico referente ao ion molecular (m/z=114), provavelmente pela perca de
adgua, bastante frequente em espectros de alcoois primarios (SILVERSTEIN;
WEBSTER & KIEMLE, 2012).

Figura 8 — Espectro de massas do 7-hidroxi-hepteno (C;H14,0)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Os espectros de massas de (E)-hex-2-en-1-ol (FIGURA 9), (Z) - acetato de
hex-3-en-1-ol (FIGURA 10) e hexanol (FIGURA 11) apresentaram varios picos de
fragmentagcdo, com picos base com razdo m/z em 41, 43 e 56 daltons,
respectivamente. Observa-se também a auséncia do pico do ion molecular (M™),

pico geralmente ndo observado em alcoois primarios, pois ele tende a ser de dificil
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observacéo e em ésteres ele é pouco intenso na faixa de massas entre m/z 130 e
200 (SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2012).
Figura 9 — Espectro de massas do (E)-hex-2-en-1-ol (C¢H120)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Figura 10 — Espectro de massas do (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol (CgH140,)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Figura 11 — Espectro de massas do hexanol (C¢H140)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).
O espectro de massas do (Z) - formiato de hex-3-en-1-ol (FIGURA 12)

apresentou diferentes picos com diferentes intensidades em m/z 82, 55, 41, 39, 31 e
27, com o pico base em m/z 67 (M — 61). A analise do espectro permitiu constatar
gue nao houve a presenca do pico em m/z 74, que € o pico base dos ésteres de
cadeia linear na faixa de Cg a Cy (SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2012). A
partir do pico com m/z 55, constatou-se a fragmentacdo correspondente a dos

hidrocarbonetos, ou seja, em sequéncia de 14 unidades de m/z.
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Figura 12 — Espectro de massas do (Z) - formiato de hex-3-en-1-ol (C;H1,05)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Com a analise do espectro de massas do acido (E)-hex-2-endico (FIGURA
13), constatou-se a presenca do pico M™, com razdo m/z de 114 daltons, pico base
73 e picos de diferentes intensidades em 99, 68, 42, 41, 29, 27 e 25 daltons.

Figura 13 — Espectro de massas do acido (E)-hex-2-endico (CsH100>)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

O espectro de massas do composto a-metil-a-[4-metil-3-pentenil]-
oxiranometanol (FIGURA 14) ndo apresentou o pico M™*, em m/z 170. Contudo,
apresentou o pico base em m/z 59 e picos em: 155 (M - CH3), 137, 111, 94, 81, 50,
43 e 41.

Figura 14 - Espectro de massas do a-metil-a-[4-metil-3-pentenil]-oxiranometanol
(C10H1802)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).
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Verificou-se que o espectro de massas do linalol (FIGURA 15) apresentou
pico base em m/z 93 e picos de distintas intensidades em m/z: 136, 121, 71, 69, 55,
42 e 41. No entanto, ndo contou com a presenca do pico M™ em m/z 154.

Figura 15 — Espectro de massas do linalol (C1oH150)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

O espectro de massas do 4-etil-benzaldeido (FIGURA 16) apresentou pico M™*
e pico base igual a 134 daltons, devido a presenca do anel aromético que estabiliza
o ion molecular, aumentando sua formacdo e intensidade (SILVERSTEIN;
WEBSTER & KIEMLE, 2012).
Figura 16 — Espectro de massas do 4-etil-benzaldeido (CgH100)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Os espectros de massas de cis - butanoato de hex-3-enila (FIGURA 17), (Z) -
hexanoato de hex-3-enila (FIGURA 18), cis - benzoato de hex-3-enila (FIGURA 19),
a-terpineol (FIGURA 20) e fitol (FIGURA 21) apresentaram varios picos de
fragmentacado e picos base com razdo m/z em 67, 82, 105, 59 e 71 daltons,
respectivamente. No entanto, apenas o 1-a-terpineol apresentou pico M™ em m/z
154, os demais compostos ndo apresentaram pico M, porque em &lcoois primarios
ele tende a ser de dificil observacdo e em ésteres ele € pouco intenso na faixa de
massas entre m/z 130 e 200 (SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2012).



51

Figura 17 — Espectro de massas do cis - butanoato de hex-3-enila (C1oH150>)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Figura 18 — Espectro de massas do (Z) - hexanoato de hex-3-enila (C12H2202)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Figura 19 — Espectro de massas do cis - benzoato de hex-3-enila (C13H1605)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Figura 20 — Espectro de massas do a-terpineol (C1oH150)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).
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Figura 21 — Espectro de massas do fitol (C2oH400)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).
O espectro de massas do salicilato de metila (FIGURA 22) apresentou 0 pico

M™ com razdo m/z de 152 daltons, a intensidade do pico do ion molecular (M™)
depende da estabilidade do composto, sendo que os ions moleculares mais intensos
correspondem a anéis aromaticos (SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2012). O
espectro apresentou ainda pico base em 120 daltons, varios picos de fragmentacéo
em 92, 65 e 39 daltons e um pico em m/z 154 (M+2), correspondente ao “pico de
isotopo”.

Figura 22 — Espectro de massas do salicilato de metila (CgHgO3)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Os espectros de massas das cetonas a-ionona (FIGURA 23) e [B-ionona
(FIGURA 24) apresentaram picos correspondentes ao M~ pouco intensos, em m/z
192 daltons e distintos picos bases em 121 e 177, respectivamente. E possivel notar
que apesar da razdo massa/carga dos fragmentos destes dois isbmeros serem

muito semelhantes, a mudanga da posi¢gao de uma ligagdo “n” nestes compostos,

leva a uma grande mudanca nas intensidades dos picos.
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Figura 23 — Espectro de massas do a-ionona (C13H200)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Figura 24 — Espectro de massas do -ionona (C13H200)
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).
Os metabodlitos secundarios volateis presentes nos diferentes 6leos

essenciais obtidos ao longo do dia apresentam consideravel variedade estrutural,
sendo encontrados alcoois primarios e terciarios, fendis, acido carboxilico, ésteres,
cetonas e aldeidos, com cadeias carbbnicas arométicas, ciclicas, alifaticas,
saturadas e ramificadas, além de diferentes classes como monoterpenos,

norterpenoides, diterpenos e fenilpropanoides (FIGURA 25).



Figura 25 — Compostos identificados no estudo circadiano
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5.1.2.1 Obtencao dos compostos volateis no horéario das 08:00 horas

O cromatograma obtido para a primeira coleta (08:00 h) apresentou doze
picos que correspondem a doze compostos distintos, com areas proporcionais aos
seus teores no Oleo extraido. A &rea dos picos proporcionou uma porcentagem de
cada composto no 6éleo volatil, que variou de 0,50 até 40,21% (FIGURA 26).

Verificaram-se trés picos com tempos de retencdo muito proximos em 14,678,
14,895 e 15,074 minutos, com pequena sobreposicdo dos sinais. No cromatograma
ideal, os picos sdo separados e simétricos, na pratica, contudo, 0s mesmos podem
se sobrepor parcialmente devido a separacao deficiente da coluna ou mesmo a
presenca de picos com assimetria frontal ou caudas (COLLINS, BRAGA & BONATO,
1997).

Figura 26 — Cromatograma relativo ao Oleo volatil das folhas de B. spectabilis
extraido as 08:00 h
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).
Os doze compostos identificados neste horario do estudo circadiano,

corresponderam a 100% do 6leo volatil. Estes metabdlitos volateis pertencem a
distintas fungbes orgénicas, como alcoois: 7-hidroxi-hepteno (1,22%), (E)-hex-2-en-
1-ol (40,21%), hexanol (16,06%), linalol (3,29%), a-terpineol (0,50%) e fitol (5,81%);
ésteres: (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol (16,55%) e cis - butanoato de hex-3-enila
(1,31%), salicilato de metila (12,46%); aldeido: 4-etil-benzaldeido (0,97%); e

cetonas: a-ionona (0,51%) e B-ionona (1,11%).
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Neste horério, foram identificados quatro compostos majoritarios, 0s mesmos
foram: (E)-2-hexen-1-ol (40,21%), (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol (16,55%), hexanol
(16,06%) e salicilato de metila (12,46%).

5.1.2.2 Obtencao dos compostos volateis no horéario das 12:00 horas

O Cromatograma para segunda coleta (12:00 h) novamente, apresentou doze
picos, no entanto, foram identificados somente onze compostos. Isto foi
consequéncia da andlise dos respectivos espectros de massas gerados pela técnica
CG-EM, onde s6 sdo selecionados 0s espectros com uma similaridade superior a
90%. Observou-se que os tempos de retencdo dos picos variaram de 3,736 até
50,195 minutos. A area dos picos proporcionou uma porcentagem de cada composto
no 6leo volatil, que variou de 0,73 até 40,38%. Neste horéario, constatou-se que
houve sobreposicdo parcial de dois picos com tempos de retencdo de 14,686 e
15,081 minutos (FIGURA 27).

Figura 27 - Cromatograma relativo ao oOleo volatil das folhas de B. spectabilis
extraido as 12:00 h
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Fonte: Pesquisa Direta (2017).

Os onze compostos identificados na segunda extracdo, corresponderam a
91,67% do Oleo volatil. Os compostos identificados foram alcoois: (E)-hex-2-en-1-ol
(40,38%), hexanol (18,10%), linalol (2,93%) e fitol (5,80%); ésteres: (Z) - acetato de
hex-3-en-1-ol (20,36%), cis - butanoato de hex-3-enila (1,38%) e cis - benzoato de
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hex-3-enila (0,78%); aldeido: 4-etil-benzaldeido (1,03%); éster: salicilato de metila
(6,52%); e cetonas: a-ionona (0,73%) e B-ionona (1,09%). Neste horario, foram
identificados apenas trés compostos majoritarios, os mesmos foram: (E)-hex-2-en-1-
ol, hexanol e (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol. Sendo que suas porcentagens no 6leo

volatil corresponderam, respectivamente a 40,38%, 18,10% e 20,36%.

5.1.2.3 Obtencéo dos compostos volateis no horario das 16:00 horas

O Cromatograma para terceira coleta (16:00 h) apresentou, assim como na
extracdo de 08:00 h, 12 picos correspondentes a 12 compostos. Constatou-se que
0s picos possuem diferentes areas e tempos de retencao que variaram de 3,857 até
50,190 minutos. A area dos picos proporcionou uma porcentagem de cada composto
presente no Oleo volatil, que variou de 0,73 até 44,91%. Neste horério, constatou-se
que né&o houve sobreposicdo parcial de picos com tempos de retencdo
correspondentes a 14,681 e 15,077 minutos (FIGURA 28).

Figura 28 - Cromatograma relativo ao 0Oleo volatil das folhas de B. spectabilis
extraido as 16:00 h
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Os 12 compostos identificados na terceira extracao, também corresponderam
a 100% do oleo volatil. Os mesmos foram alcoois: 7- hidroxi—hepteno (44,91%),
hexanol (15,62%), linalol (2,00%), fitol (4,32%) e a-metil-a-[4-metil-3-pentenil]-
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oxiranometanol (0,73%); ésteres: (Z)- formiato de hex-3-en-1-ol (18,14%), cis -
butanoato de hex-3-enila (4,05%) e (Z2)- hexanoato de hex-3-enila (0,88%), salicilato
de Metila (6,28%); aldeido: 4-etil-benzaldeido (1,08%); acido carboxilico: acido (E)-
hex-2-endico (1,21%); e cetona: B-ionona (0,78%). Nesta ultima obtencdo do estudo
circadiano, foram identificados trés compostos majoritarios, sendo que dois deles
séo alcoois: 7-hidroxi-hepteno e hexanol; e um éster: (Z) - formiato de hex-3-en-1-ol.
O percentual desses compostos corresponderam a 44,91%, 15,62% e 18,14%,

respectivamente.

5.1.3 Comparacado dos compostos volateis obtidos

Com a realizagdo do estudo circadiano, constatou-se variagdo na
porcentagem e composicdo do 6leo essencial das folhas de B. spectabilis ao longo
do dia. Nos Oleos essenciais obtidos nos horarios de 08:00 h e 16:00 h todos os
metabdlitos secundarios detectados, doze no total, foram identificados e
corresponderam a 100% do 6leo volatil. No 6leo essencial obtido no horario de 12:00
h foram identificados apenas onze metabdlitos secundarios, que corresponderam a
91,67% do 6leo volatil. Esta variacdo da composicao dos 6leos essenciais ao longo
do dia é provavelmente decorrente de estimulos enddgenos e exdégenos, que
redirecionam a rota metabdlica, proporcionando a biossintese de distintos
compostos, 0 que ndo permite a previsdo ou mesmo o estabelecimento de um Unico
padréo de obtencéo (MORAIS, 2009; SIMOES & SPITZER, 2010).

A comparacdo dos metabolitos volateis identificados nos trés horarios de
coleta mostrou que sete compostos foram identificados em todos os horarios, mas
com diferentes porcentagens, como é caso de trés alcoois: hexanol (16,06 - 18,10 -
15,62%), fitol (5,81 - 5,80 - 4,32%) e linalol (3,29 - 2,93 - 2,00%); uma cetona: [3-
ionona (1,11 - 1,09 - 0,78%); um aldeido: 4-etil-benzaldeido (0,97 - 1,03 - 1,08%);
dois ésteres: cis - butanoato de hex-3-enila (1,31 - 1,38 - 4,05%) e salicilato de
metila (12,46 - 6,52 - 6,28%), percentuais para os horarios de 08:00 h, 12:00 h e
16:00 h, respectivamente.

Verificou-se que trés compostos foram identificados simultaneamente apenas
nos horarios das 08:00 h e 12:00 h, mas com diferentes percentagens, como é o
caso de um alcool: (E)-hex-2-en-1-ol (40,21 - 40,38%); um éster: (Z) - acetato de
hex-3-en-1-ol (16,55 - 20,36%) e uma cetona: a-ionona (0,51 - 0,73%). Apenas um
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composto foi identificado nos horarios de 08:00 h e 16:00 h, o 7-hidroxi-hepteno
(1,22 — 44,91%). Nao foram identificados compostos presentes somente nos
horarios de 12:00 h e 16:00 h.

Alguns metabdlitos secundarios volateis foram identificados somente em um
horario de coleta, como € o caso do a-terpineol, identificado somente no horario das
08:00 h, com 0,50% da porcentagem total de Oleo volatil; cis - benzoato de hex-3-
enila, obtido somente no horario das 12:00 h, com 0,78%. Os compostos (Z) -
formiato de hex-3-en-1-ol, acido (E)-hex-2-endico, a-metil-a-[4-metil-3-pentenil]-
oxiranometanol e (Z) - hexanoato de hex-3-enila, foram identificados somente no
horario das 16:00 h, com percentagens no Oleo volatil correspondentes a 18,14,
1,21, 0,73 e 0,88%, respectivamente.

No trabalho realizado por Vukovic et al. (2013), foram identificados trinta e
nove compostos, que representaram 97,2% do Oleo volatii de Bougainvillea
spectabilis, sendo: dois compostos aromaticos (2,10%), quatro aldeidos (0,70%),
uma cetona nao terpénica (0,70%), dois acidos (0,70%), onze ésteres (27,1%), sete
compostos monoterpenos (25,9%), cinco norisoprenoides (23,5%), cinco
sesquiterpenos (10,4%) e dois diterpenos (2,50%). Essa distincdo de valores pode
ser proveniente de diversas condi¢cfes, tais como localizacdo geografica, época e
horario de colheita, temperatura, material vegetal utilizado e condi¢cdes de andlise
por CG-EM.

A comparacdo do presente estudo com o de Vukovic et al. (2013), mostrou
gue quatro metabolitos sao idénticos nos dois estudos: linalol, salicilato de metila, a-
ionona e fitol. O percentual destes compostos foram diferentes nos dois estudos
(TABELA 6).

Tabela 6 - Porcentagem dos metabolitos volateis identificados no presente estudo e
por Vukovic et al. (2013)

Metabolito Presente estudo Vukovic et al. (2013)
linalol 3,29% (8h); 2,93% (12h); 2,00% (16h) 3,8%
salicilato de

_ 12,46% (8h); 6,52% (12h); 6,28% (16h) 21,8%
metila
a-ionona 0,51% (8h); 0,73% (12h); - (16h) 9,8%
fitol 5,81% (8h); 5,80% (12); 4,32% (16h) 1,6%

Fonte: Pesquisa Direta (2017).
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No presente estudo circadiano foram identificados seis compostos
majoritarios: (E)-hex-2-en-1-ol, (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol, hexanol, salicilato de
metila, (Z) - formiato de hex-3-en-1-ol e 7-hidroxi-hepteno. O critério utilizado para a
escolha destes compostos foi o rapido acréscimo ou decréscimo que a percentagem
de cada compostos sofreu ao longo do dia. Constatou-se que apenas o hexanol foi
identificado como majoritario em todos os trés horarios de extracédo (08:00 h — 12:00
h - 16:00 h), mas com diferentes porcentagens, que corresponderam,
respectivamente a 16,06%, 18,10% e 15,62%.

Verificou-se que os compostos (E)-hex-2-en-1-ol e (Z) - acetato de hex-3-en-
1-ol foram identificados como majoritarios somente nos horérios de 08:00 h e 12:00
h, com distintas porcentagens. O composto salicilato de metila foi identificado como
majoritario somente as 08:00 h. Por outro lado, os compostos (Z) - formiato de hex-
3-en-1-ol e 7-hidroxi-hepteno foram majoritarios somente as 16:00 h (GRAFICO 2).
Gréfico 2 — Variacdo dos compostos majoritarios ao longo do estudo circadiano
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No trabalho realizado por Vukovic et al. (2013), também foram identificados
seis compostos majoritarios, sendo eles: salicilato de metila (21,8%), terpinoleno
(8,20%), a-copaeno (4,90%), Aromadendreno (4,70%), a-ionona (9,80%) e
dihidroedulano 1l (5,60%), sendo apenas o salicilato de metila identificado como

metabdlito volatil majoritario nos dois estudos, embora com distintas percentagens.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacao por meio de um estudo circadiano dos metabolitos secundarios
volateis das folhas de Bougainvillea spectabilis, coletada na cidade de Parnaiba-PI
tornou possivel constatar uma significativa variagdo na porcentagem de Oleo
essencial obtida ao longo do dia, sendo o maior rendimento alcangado as 16 horas.

Nas analises de 08:00 h e 16:00 h, foram detectados doze compostos, ha
analise de 12:00 h foram detectados onze compostos, porém a composicdo e
percentagem dos metabolitos ndo foram as mesmas nos trés dleos essenciais. No
total foram identificados dezessete metabolitos volateis, sendo eles: alcoois (7-
hidroxi - hepteno, (E)-hex-2-en-1-ol, hexanol, fitol, linalol, a-terpineol e a-metil- a-[4-
metil-3-pentenil]-oxiranometanol); ésteres ( (Z) - acetato de hex-3-en-1-ol, cis -
butanoato de hex-3-enila, cis - benzoato de hex-3-enila, (Z) - formiato de hex-3-en-1-
ol, (2) - hexanoato de hex-3-enila e salicilato de metila); aldeido (4-etil-benzaldeido).
Além de um acido carboxilico (4cido (E)-hex-2-endico) e duas cetonas (a-ionona e B-
ionona).

Os metabolitos secundérios 7-hidroxi-Hepteno, (E)-hex-2-en-1-ol, hexanol, (2)
- acetato de hex-3-en-1-ol, salicilato de metila e (Z) - formiato de hex-3-en-1-ol,
foram encontrados em maior porcentagem, variando suas concentracoes em cada
Oleo essencial.

Os resultados obtidos por meio do estudo circadiano das folhas de
Bougainvillea spectabilis, mostram o potencial desta espécie na producdo de 6leos
essenciais, podendo ser utilizada em futuros estudos, principalmente sobre a
composicao volatil de outras partes da planta e possiveis atividades biologicas, visto
gue inumeros artigos a apresentam como uma espécie de grande potencial
cientifico. De modo que este estudo pode contribuir para o enriquecimento da
ciéncia e do conhecimento quimico da flora do Estado do Piaui.
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