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RESUMO

Ao longo dos séculos, observa-se na humanidade, de maneira empirica ou cientificamente
embasada, a utilizacdo das plantas em diversas aplicacdes médicas e/ou cosméticas. Essa acdo
se da pela presenca de diversos compostos bioativos, resultantes dos processos metabélicos
dessas plantas, que podem ser encontrados em quantidades diferentes dependendo da espécie
vegetal e de questdes intrinsecas a sua localizacdo ambiental, clima, etc. Nesse contexto, as
condicOes ambientais expressas na Caatinga brasileira possibilitam uma diversificacdo de
espécies vegetais com diferentes composicdes bioativas. Dentre elas, destaca-se a Calophyllum
brasiliense Cambess. Essa espécie é utilizada na obtengdo de 6leo fixo para produgdo de
biocombustiveis e também ja foi utilizada para obtencdo de madeira e latex. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho € obter e caracterizar o dleo fixo e o extrato dessa planta, assim como
avaliar os potenciais de atividades antimicrobiano e antioxidante. Para analisar a atividade
antioxidante do extrato foi utilizada a via de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) em concentragdes variando de 7,81 a 1000 pg/mL. No que diz respeito a
avaliacdo da atividade antimicrobiana, duas linhagens bacterianas padrdes Gram-positivas serdo
utilizadas, sendo elas a Staphylococcus aureus ATCC 12624 e a Staphylococcus epidermidis
ATCC 33018. Foi realizada uma diluicdo seriada de polimixina-b, como controle positivo, e
das amostras em concentragGes variando de 1000 a 31,25 pg/mL. Como controle negativo foi
utilizado 190 pL de meio e 10 pL de indculo. Seré realizada a investigacdo da concentracdo
letal média (CL50) e da concentracéo inibitoria minima (MIC) que sera definida como a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. No que tange aos resultados, o indice de
saponificacdo do 6leo foi de 190,7 mg de KOH/g 6leo, resultado dentro da faixa de especificacdo da IN
49/2006 (ANVISA), o indice de iodo foi na média de 130,89 g de 1./100 g Oleo e o indice de peroxidos
foi 18,28 meq de O,/Kg. Para o extrato, o resultado do ensaio de espectroscopia UV-Vis revelou maior
absorcdo na faixa de 550-700 nm, e 0s ensaios de toxicidade aguda apontam leve toxicidade do extrato.
A marcha quimica revelou a presenca de flavonoides e taninos. Com relagdo a atividade antimicrobiana
e antioxidante, o extrato demonstrou atividade antioxidante, e o Oleo apresentou atividade
antimicrobiana. A partir dos resultados, visa-se a incorporacdo dessa espécie no desenvolvimento
de bioprodutos com potenciais fitoterapicos e bioecondmicos que agreguem inovagdo e
tecnologia.

Palavras-chave: Biotecnologia vegetal. Calophyllum brasiliense. Oleo fixo. Extrato etandlico.
Caatinga.
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ABSTRACT

Over the centuries, humanity has observed the use of plants in various medical and/or cosmetic
applications, whether empirically or scientifically based. This action is due to the presence of
various bioactive compounds, resulting from the metabolic processes of these plants, which can
be found in different quantities depending on the plant species and issues intrinsic to its
environmental location, climate, etc. In this context, the environmental conditions expressed in
the Brazilian Caatinga allow for a diversification of plant species with different bioactive
compositions. Among them, Calophyllum brasiliense Cambess stands out. This species is used
to obtain fixed oil for biofuel production and has also been used to obtain wood and latex. The
aim of this study was therefore to obtain and characterize the fixed oil and extract of this plant,
as well as to evaluate its potential antimicrobial and antioxidant activities. To analyze the
antioxidant activity of the extract, the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical
scavenging pathway was used at concentrations ranging from 7.81 to 1000 pg/mL. With regard
to the evaluation of antimicrobial activity, two standard Gram-positive bacterial strains will be
used, namely Staphylococcus aureus ATCC 12624 and Staphylococcus epidermidis ATCC
33018. A serial dilution of polymyxin-b was carried out as a positive control, and of the samples
at concentrations ranging from 1000 to 31.25 pg/mL. 190 pL of medium and 10 pL of inoculum
were used as a negative control. The average lethal concentration (CL50) and the minimum
inhibitory concentration (MIC), defined as the lowest concentration capable of inhibiting
bacterial growth, will be investigated. As far as the results are concerned, the saponification
index of the oil was 190.7 mg KOH/g oil, a result within the specification range of IN 49/2006
(ANVISA), the iodine index was an average of 130.89 g 1/100 g oil and the peroxide index was
18.28 mEq O2/Kg. For the extract, the results of the UV-Vis spectroscopy test showed greater
absorption in the 550-700 nm range, and the acute toxicity tests indicate slight toxicity of the
extract. The chemical analysis revealed the presence of flavonoids and tannins. With regard to
antimicrobial and antioxidant activity, the extract showed antioxidant activity and the oil
showed antimicrobial activity. Based on the results, the aim is to incorporate this species into
the development of bioproducts with phytotherapeutic and bioeconomic potential that add
innovation and technology.

Keywords: Plant biotechnology. Calophyllum brasiliense. Fixed oil. Ethanolic extract.
Caatinga.
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INTRODUCAO

O potencial biotecnoldgico associado as espécies vegetais na atualidade ndo é
desconhecido. H& muito tempo se tem observado na humanidade o uso das plantas com
aplicacdo nas areas medicinal, terapéutica e cosmeética, principalmente no Brasil (Fagotti;
Ribeiro, 2021). Diversas espécies que antigamente eram utilizadas com base no conhecimento
popular empirico tornaram-se respaldadas pela comunidade cientifica na aplicacdo terapéutica
por apresentarem a comprovada atividade a qual Ihe era atribuida, assim como o inverso
também ocorreu, quando se foi possivel evidenciar o carater de toxicidade em algumas dessas
espécies vegetais (Fagotti; Ribeiro, 2021) (Trevisan, 2020). Essas propriedades associadas as
plantas medicinais se baseiam na capacidade de sintese de metabolitos secundarios bioativos
capazes de exercer efeito terapéutico no organismo humano. E, dentre as diversas composic6es
quimicas que se pode observar nesses metabolitos vegetais, destacam-se 0s compostos
fendlicos, terpenos e alcaloides (Barreto, 2020). Sendo estes compostos 0s principais
promotores dessas atividades biologicas por atuarem em vias antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, entre outras (Almeida et al., 2023).

No contexto brasileiro, a diversidade de espécies vegetais contidas nos diferentes biomas
do territorio nacional possibilita uma abundante diversificacdo de compostos oriundos dessas
plantas com diferentes potenciais terapéuticos. Nesse cenario, a Caatinga se revela como um
grande polo, abrigando diversas espécies ricas em bioativos de potencial terapéutico. Sendo um
espaco geografico que corresponde a aproximadamente 10% do territério nacional do Brasil
(Ganem, 2020), esse bioma apresenta caracteristicas que o tornam singular, assim como as
espécies cuja ocorréncia se da na regido. Por conta do clima e das condi¢des severas de
temperatura e umidade, as espécies abrangidas nessa regido sdo induzidas a adaptacdo
metabolica visando a sobrevivéncia e perpetuacdo das especies (Sanchez, 2022), gerando a
sintese de diversos metabdlitos secundarios bioativos com alto potencial fitoterapico.

E, dentre as diversas espécies presentes na Caatinga brasileira, destaca-se a
Calophyllum brasiliense Cambess, popularmente chamada de “guanandi”. Essa espécie
arbérea ja vem sendo relatada na literatura pela sua utilizacdo para a produgdo de
biocombustiveis e também pelo emprego da sua madeira na construcéao civil e naval (Nery et
al, 2007). No que tange suas aplica¢cdes bioldgicas, € possivel encontrar algumas publicacGes
relacionando o extrato foliar e 6leo fixo da espécie a propriedades biolégicas como: atividade

hipoglicemiante, atividade antiinflamatéria (Domeneghetti, 2018), atividade antiviral (Ali,
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2021), atividade antioxidante (Cisneros-Torres, 2019), atividade antiparasitaria e atividade
antitumoral (Gomez-Verjan, 2019).

Desse modo, tendo em vista a relevancia do uso de espécies vegetais na fitoterapia e a
relevancia da espécie Calophyllum brasiliense Cambess, que ocorre na Caatinga, o presente
estudo possui como objetivo avaliar a atividade antioxidante, antimicrobiana e toxicidade aguda

dos bioprodutos sintetizados a partir dela, sendo eles: o 6leo fixo e o extrato vegetal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. BIOPRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL

Culturalmente, sempre se observou na histéria do mundo a utilizagdo das plantas de um
modo geral na area terapéutica e cosmética com resultados efetivos. Através do conhecimento
popular, muitas doencgas foram tratadas com o uso de “plantas medicinais”, ¢ muitas espécies
tornaram-se conhecidas pela sua eficacia no tratamento de lesbes de pele, sintomas de febre,
entre outras enfermidades (Quemel, 2021). Espécies como, por exemplo, Aloe vera ja vem ha
muito tempo sendo associadas ao tratamento cosmético capilar e terapéutico de queimaduras e
feridas cutaneas (Freitas, 2014), demonstrando assim o potencial associado as plantas. Desse
modo, a diversidade de preparagbes medicinais (chas, infusdes, 6leos e compressas naturais)
presentes nas praticas familiares e tradicdes domésticas passadas de geracdo em geracao,
aponta para o carater benefico da utilizacdo dessas plantas de maneira terapéutica para a
sociedade.

Esses resultados eficazes observados no uso dessas plantas se baseiam na presenca de
propriedades bioldgicas atribuidas a moléculas bioativas produzidas por estas plantas como 0s
metabolitos secundarios. Nesse contexto, 0s metabdlitos secundarios sdo compostos
produzidos pelos vegetais podendo estar envolvidos nos processos primarios do metabolismo
vegetal (como a fotossintese ou a respiracdo), mas sem comprometer as funcoes essenciais da
planta. Podem também possuir atividade biologica por se apresentarem com uma rica
diversidade de biomoléculas (Borges; Amorim, 2020).

Estes bioprodutos sdo obtidos a partir de vegetais, sendo constituidos
majoritariamente por seus metabdlitos secundarios com potencial para diversas aplicagdes. A
obtencdo desses bioprodutos é determinada pela parte utilizada da planta para a extracéo,
podendo ser exemplificados pelos 6leos fixos, 6leos essenciais e extratos vegetais (Silva et al,
2023). No processamento vegetal, a obtencdo desses metabdlitos secundarios se da por meio de
processos de extracdo diversos, sendo o mais utilizado a extracdo por solventes organicos que
se baseia na afinidade quimica dos compostos orgéanicos da planta (Longo et al, 2020).

O processo de extragdo € uma operacdo unitaria que se baseia na transferéncia de massa
de um soluto e uma substancia que pode ser liquida ou sélida, podendo acontecer por meio de
interacdes que envolvem processos liquido-liquido ou solido-liquido, podendo ser realizada por
varios métodos a depender das caracteristicas da planta e da finalidade da aplicacdo que sera

dada ao extrato obtido (Castilho et al., 2021).Nesse processo, varios elementos podem
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influenciar a extracdo desses metabolitos, incluindo a parte da planta empregada e sua origem,
o0 tratamento que se da ao material, a umidade, 0 método e a duracdo da extracdo, bem como a
concentracao, temperatura, polaridade e o tipo de solvente utilizado (Tiwari et al., 2011). Tendo
em vista esses parametros, a escolha dos solventes para obtencdo desses metabolitos é um fator
crucial para o processo, pois esta intrinsecamente ligado ao tipo de molécula que se obtera.

Segundo a literatura, os solventes mais empregados para a obtencéo de extratos vegetais
sd0 a agua, o etanol, o metanol, o cloroférmio, o éter e a acetona (Tabela 1) (Pandey & Tripathi,
2014).

Tabela 1 - Relacdo solvente organico utilizado na obtencdo de extratos vegetais e 0s
metabdlitos secundarios obtidos

Agua Etanol Metanol Cloroférmio Eter Acetona
T T T T T 1
Antocianinas Taninos Antocianinas Terpenoides Alcaloides Fendis
Amidos Polifenois Terpenoides Flavonoides Terpenoides Flavondis
Taninos Poliacetilenos Saponinas Cumarinas
Saponinas Flavonois Taninos Acidos
Terpenoides Terpenos Xantoxilinas graxos
Polipeptideos Esterol Totarol
Lectinas Alcaloides Quassindides
Lactonas
Flavonas
Fenonas
Polifenois

Fonte: Pandey & Tripathi, 2014 (com adaptacdes)

A escolha do método de extracdo permite a obtencdo de compostos secundarios de
maneira mais especifica, visto que a determinacdo do solvente delimita a afinidade com os
compostos que se deseja obter. No que se refere a obtencdo de dleos fixos, o solvente empregado
majoritariamente é o hexano, pois este demonstra alta afinidade com lipideos, além de ser de
facil separacdo e recuperacdo no processo. Para a obtencdo dos extratos vegetais, um dos
solventes mais utilizados é o etanol, pois apresenta afinidade para diversos compostos,
vantagem econbmica e auséncia de toxicidade ao manipulador (Longo et al., 2020). Nesse
cenario, os bioativos mais comuns obtidos a partir de plantas sdo os compostos fendlicos,
terpenos e compostos nitrogenados (Borges; Amorim, 2020). Tais compostos possuem
capacidade de atuar em diversas vias do organismo humano, podendo gerar diversos efeitos
biolégicos (Almeida et al., 2023).

Os compostos fendlicos ou polifenois sdo uma das classes de metabdlitos secundarios
mais estudadas por conta da alta variedade de atividades biologicas que podem apresentar, como

atividade antioxidante e capacidade de fotoprotecéo (Castro etal., 2022; Coutinho et al., 2020).
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Esses compostos sdo basicamente subdivididos em flavonoides (amplamente distribuidos em
frutas, vegetais, chas e outros alimentos vegetais) e ndo-flavonoides (Figura 1) (Rosa et al.,
2017; Manach et al., 2004). S&o constituidos por um ou mais aneis aromaticos, podendo
apresentar ou nao hidroxilas em sua estrutura (Figura 2) (Lizarraga-Velazquez et al., 2018).
Nessa classe, também podem ser destacados os taninos hidrolisaveis (como os acidos galicos
ligados a acgucares) e os taninos condensados (como a catequina e o resveratrol). Eles sdo
conhecidos por suas propriedades adstringentes e tém sido estudados por suas atividades
antioxidantes e capacidade de se ligar a proteinas (Scalbert et al., 2005). Além disso, estes
compostos fendlicos podem ser classificados em duas categorias: os lipofilicos, como o0s
tocoferois e tocotrienois (comuns a todos os 6leos vegetais) e os hidrofilicos, como os alcoois

e acidos fendlicos, flavonoides e lignanos. (Monteiro-Silva, 2014).

Figura 1 - Divisdo das classes de polifendis em flavonoides e ndo-flavonoides

Polifenois
Flavonoides Nio-flavonoides
Acidos Acidos
benzoicos CINAamicos

| Estilbenos I

Fonte: Rosa et al, 2017, adaptado.

A diversificacdo da estrutura quimica dos polifendis tem a capacidade de influenciar o
nivel de atividade biol6gica desses compostos, podendo ser atenuada ou potencializada (Tripoli
etal., 2005).

Outra classe metabdlitos secundarios de interesse cientifico, sdo os terpenos. Essa classe
de metabolitos € caracterizada por compostos derivados do isopreno. De modo geral, 0s
terpenos podem ser definidos como ‘“‘alcenos naturais”, por apresentarem uma dupla ligacdo
carbono-carbono caracterizando-os como um hidrocarboneto insaturado. Por outro lado, se um
terpeno contém oxigénio, ele passar a ser classificado como terpenoide, podendo apresentar
diferentes fungbes quimicas, entre as quais: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois ou

epoxidos terpénicos. Esses compostos podem ser classificados de acordo com o nimero de
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residuos de isopreno que sua estrutura possui, sendo tal relacdo parte responsavel pela

diversidade funcional que essa classe apresenta (Tabela 2) (Felipe & Bicas, 2017).

Figura 2 - Exemplos de estrutura quimica basica das principais classes de polifendis
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Fonte: (Lizarraga-Velazquez et al., 2018).

Segundo Yuan et al. (2015), as principais fungdes desempenhadas pela classe dos
terpenos incluem: atuarem como pigmentos acessorios da fotossintese em plantas, apresentando
absorcdo maxima na faixa do ultravioleta e do azul; exercerem o papel de precursores em
tecidos animais da Vitamina A (retinol) e apresentarem atividade antioxidante (presente em
determinados carotenoides). Além disso, algumas subclasses de terpenos podem conferir
odor/aroma caracteristico para produtos naturais, como ervas, frutas ou especiarias em
decorréncia da baixa massa molecular que Ihes atribui maior volatilidade, outro fator importante
para se destacar € sobre a isomeria dessas moléculas, cujo determinados isomeros épticos
podem conferir uma nota aroméatica completamente diferente uma da outra (Souza et al., 2013;
Farkas & Mohécsi-Farkas, 2014).
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Tabela 2 - Classificagdo dos terpenos baseada na quantidade de unidades de isopreno, com os respectivos exemplos

Classificagdo

Unidades de isopreno

Exemplo

Hemiterpenos

Monoterpenos

Sesquiterpenos

Diterpenos

Triterpenos

Tetraterpenos

Politerpenos

>8

Isopreno (Isopreno (monémero empregado na fabricagdo de borracha), prenol
(odor frutado e utilizado na fabricacdo de perfumes) e acido isovalérico
(aroma caracteristico de “queijo velho/chulé”

Limoneno (aroma caracteristico de fruta citrica) e a-terpineol (aroma

caracteristico floral/pinho)

Farneseno (“diesel da cana’), nootkatona (aroma caracteristico de toranja) e

bisabolol (esséncia de camomila)

Esteviosideo (producdo de adogante natural a base de stevia) e sclareol

(proveniente da sélvia - Salvia sclarea)
Esqualeno (encontrado no 6leo de figado de tubardo

Carotenoides como o B-caroteno (pigmento da cenoura) e a zeaxantina
(pigmento predominante em vegetais amarelos).

Latex (borracha natural)

Fonte: Felipe & Bicas, 2017.
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A terceira classe de principais compostos secundarios obtidos a partir das espécies
vegetais sdo 0s compostos nitrogenados. Tal classe de compostos é caracterizada por moléculas
que participam do processo de defesa quimica vegetal. Os compostos nitrogenados sdo
moléculas que, cuja nomenclatura propriamente dita expde, apresentam nitrogénio em sua
composicdo quimica estrutural (Figura 3). Esses compostos possuem carater alcalino devido a
presenca de um ou mais atomos de nitrogénio que podem fazer parte de um anel heterociclico.
Eles sdo derivados de aminoacidos e as trés principais classes desses compostos nitrogenados
sdo os alcaloides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos (Menezes, 2020).

Dentre os compostos representantes dessa classe, evidenciam-se os alcaloides. Essas
moléculas estdo amplamente presentes no cenario cotidiano pela sua utilizagdo na farmacologia
através de medicamentos, destacando-se entre eles a morfina, extraida da espécie Papaver
somniferum (Roberts et al., 2010). Os alcaloides sdo conhecidos por sua atividade analgésica,
antimalérica e antitumoral, atuando principalmente no sistema nervoso central e também sdo
utilizados na medicina tradicional e moderna para tratar uma variedade de doencas (Facchini,
2001).

Essas trés classes de compostos secundarios sdo frequentemente as biomoléculas que
conferem atividade bioldgica as plantas em geral. Logo, a investigacdo e analises destas em
espécies de ocorréncia no Brasil, é uma importante ferramenta na busca de alternativas

fitoterapicas benéficas.

Figura 3 - Exemplos de estrutura dos principais alcaloides
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Fonte: Menezes, 2001.
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2.2. A ESPECIE Calophyllum brasiliense Cambess

A Calophyllum brasiliense Cambess é uma espécie nativa da América Latina
pertencente a familia Clusiaceae. Essa familia inclui 50 géneros e 1.200 espécies distribuidas
principalmente nas regides tropicais do globo. Entretanto, alguns géneros se desenvolvem com
grande facilidade nas regi6es norte de zonas temperadas. Esta familia engloba arvores, arbustos,
lianas e ervas de interesse econdémico pela producdo de frutos comestiveis, madeiras, derivados
quimicos de interesse farmacéutico e tintas (Arquimedes et al., 2005).

O género Calophyllum, cuja maioria das espécies sdo representadas por arvores
tropicais, apresenta entre 180 a 200 espécies de grande interesse econdmico, devido a producéo
de madeiras nobres e, dentre elas, destaca-se a Calophyllum brasiliense. Essa espécie é
conhecida popularmente como "guanandi” ou "jacaretiba”, e ¢ amplamente distribuida em
paises como Argentina e Paraguai, ocorrendo tanto em areas tropicais, incluindo o Brasil,
quanto em subtropicais (Maldonado-Magana et al., 2015).

De ocorréncia principal na regido da Caatinga brasileira, essa espécie € representada por
arvores de médio a grande porte (Figura 4), que podem atingir até 30 metros de altura. Suas
folhas sdo simples, opostas, coriaceas e brilhantes, geralmente elipticas a lanceoladas, com
dimensdes de 5 a 15 cm de comprimento por 3 a 7 cm de largura (Barreiros et al., 2024) (Figura
5). As flores sdo pequenas, brancas e perfumadas, agrupadas em inflorescéncias terminais,
enquanto que seus frutos sdo drupéaceos globosos, inicialmente verdes que escurecem conforme
0 processo de amadurecimento, apresentando uma Unica semente grande oleaginosa (Souza et
al., 2020). A Calophyllum brasiliense é encontrada principalmente em florestas tropicais e
matas ciliares, por conta da sua facil adaptacdo a climas quentes e imidos. Seus frutos sdo
consumidos por diversas espécies de animais, contribuindo para a dispersao de suas sementes
(Silva et al., 2018). O 6leo fixo proveniente das sementes dos frutos é descrito como excelente
fonte para producdo de biocombustiveis. Além disso, a sua madeira também é valorizada na
industria madeireira devido a sua durabilidade e resisténcia, sendo utilizada na construcao civil,
na marcenaria e na producdo de méveis (Nery et al, 2007).

Diversas partes da planta sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de
inflamacoes e feridas (Lorenzi, 2002). Essa especie também é amplamente conhecida por suas
propriedades cicatrizantes e anti-inflamatorias, pois sua aplicagdo direta na pele ja promoveu a

recuperacado e tratamento de lesdes cutaneas (Dias et al., 2016).
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Figura 4 — Espécie Calophyllum brasiliense Cambess utilizada para o estudo

Fonte: Registro da autora

Figura 5 - Folhas e frutos de Calophyllum brasiliense Cambess

¥

Fonte: Registro da autora
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2.3.  OLEO FIXO DE Calophyllum brasiliense Cambess

Os oleos fixos sdo compostos obtidos a partir das sementes/améndoas das plantas,
possuindo composicdo majoritariamente lipidica. Reservados geralmente sob a forma de
triglicerideos, esses lipideos podem variar na quantidade e na constituicdo estrutural de acidos
graxos a depender de cada espécie vegetal e de condi¢bes ambientais, as quais a planta esta
inserida (Oba, et al., 2019). Comumente, o perfil lipidico mais observado na literatura para 0s
Oleos vegetais sdo os acidos graxos: oleicos, linoleicos e palmiticos. Estes acidos sdo
precursores de uma série de substancias denominadas eicosanoides, que exercem importante
papel na promocdo da satude humana, logo a presenca desses acidos na composicdo de 6leos
fixos revela alto potencial fitoterdpico na utilizagdo de bioprodutos gerados a partir destes
(Souzaetal., 2022).

De acordo com a literatura, para a espécie C. brasiliense Cambess, o perfil de
composicdo dos acidos graxos expressos sao o0s acidos: oleico, linoleico e palmitico (Souza,
2021). Esse perfil lipidico desvela mais uma vantagem da obtencdo e utilizagéo do 6leo fixo da

espécie para o campo medicinal e terapéutico.

2.4. EXTRATO ETANOLICO DE Calophyllum brasiliense Cambess

Os extratos vegetais de forma geral podem ser bioprodutos altamente ricos em
compostos quimicos com diversas aplicacdes e atividades bioldgicas. Na literatura, os extratos
podem apresentar atividade antiviral, antitumoral, antihipertensiva, antiinflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria, anti-HIV, fotoprotetora, entre outras (Michelin et
al., 2024; Silva et al., 2022; Trindade et al., 2022; Blanco-Ayala, 2013; Almeida et al., 2023).

Para a espécie de Calophyllum brasiliense, a literatura relata a presenca de
canalolideos e cumarinas com atividade antiparasitaria (Silva et al., 2021). Além disso, a
presencga de acidos cromanonicos conferiu a espécie atividade antibacteriana contra cocos e
bacilos gram-positivos (Cottiglia et al., 2004). A literatura também descreve efeito
gastroprotetores para extratos obtidos a paritr da casca do caule de Calophyllum brasiliense
(Noldin et al, 2016).

Outro estudo também revelou atividades citotoxicas significativas de derivados
cumarinicos obtidos a partir da espécie contra trés linhagens de células tumorais humanas

(K562, U251 e PC3), além da inibicdo in vitro da enzima transcriptase reversa do HIV-1(Reyes-



Chilpa et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi obter e caracterizar o 6leo fixo e o extrato de

Calophyllum brasiliense Cambess quanto aos seus potenciais antioxidantes e antimicrobianos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e caracterizar fisico-quimicamente os bioprodutos (6leo fixo e extrato) a partir da

Calophyllum brasiliense Cambess;

e Auvaliar os bioprodutos obtidos da Calophyllum brasiliense Cambess quanto a sua

atividade antioxidante

e Determinar a concentracédo inibitéria minima (CIM) e concentragdo letal média (CLso)
dos bioprodutos obtidos da Calophyllum brasiliense Cambess frente a bactérias gram-
positivas;

e Realizar ensaio de toxicidade dos bioprodutos obtidos a partir da Calophyllum

brasiliense Cambess;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA, IDENTIFICACAO E PROCESSAMENTO DA ESPECIE C. brasiliense
Cambess

A planta e os frutos da C. brasiliense Cambess utilizados para execucdo do projeto
foram originados e coletados na instalacdo do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE), no municipio de Recife, PE (8°03'28.3'S 34°56'58.1"W). Ap0s confirmacdo da
espécie mediante seu registro e deposito junto ao Herbario UFP — Geraldo Mariz na
Universidade Federal de Pernambuco deu-se seguimento ao estudo.

Os frutos da C. brasiliense Cambess utilizados na extracdo foram coletados e
posteriormente triturados para obtencdo das sementes, as quais foram armazenadas sob-
refrigeracdo (-20 °C) até o momento de serem processadas. Inicialmente, a biomassa obtida foi
equivalente a 160 gramas. As sementes foram britadas em pequenos pedacos e entdo
colocadas em estufa de secagem para desidratacdo a 50 °C pelo periodo de 72 horas ate peso
constante. Depois de secas, as sementes passaram pelo processo de pulverizacdo, malha 1,0
mm, durante 5 minutos a 10000 RPM através de um pulverizador (Fritsch Variable Speed
Rotor Mill Pulverisette 14 Classic line).

As folhas utilizadas para extracdo foram coletadas e separadas dos galhos para
posteriormente serem desidratadas em estufa a 40 °C pelo periodo de 72 h até peso constante.
Ap0s a desidratacdo, a biomassa foi moida em moinho de facas modelo CLB MF super-macro,
obtendo-se um pd de coloracdo esverdeada. A biomassa utilizada inicialmente foi de 760

gramas.

4.2. LOCAL DO EXPERIMENTO

Os experimentos foram desenvolvidos na unidade de pesquisa vinculada ao Ministério
da Ciéncia, Tecnologia e Informacdo (MCTI): o Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE), no Laboratério de Fitoquimica e Integracdo de Processos - LaFIP, no

municipio de Recife, sob a supervisdo da orientadora e coorientador responsaveis.
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4.3. EXTRACOES DO OLEO FIXO E DO EXTRATO DE C. brasiliense Cambess

A obtencéo do oleo fixo deu-se através da extragdo por solvente organico (hexano)
pelo método de maceracdo (Kempes, 2014), na qual a biomassa pulverizada foi fracionada em
trés partes equivalentes de 50 g e colocada em contato com o solvente na proporcdo 5:1
(massa:volume), assim como descrito no plano de trabalho anterior. O 6leo bruto obtido na
extracdo passou pelo processo filtracdo dupla em papel filtro (retencdo de particulas: 4 — 12
MM) para a retencdo de detritos. Posteriormente ao processo de filtracdo, o 6leo foi
encaminhado para a dindmica de recuperacao e separacao de solvente no equipamento de rota-
evaporagdo (Rota evaporador IKA RV 10 digital, sob pressdo reduzida a 60 °C), no qual se
obteve o 6leo bruto e o hexano separados. Todo o processo foi realizado em triplicata.

Para a obtencdo do extrato das folhas de C. brasiliense Cambess, submeteu-se a
biomassa das folhas pulverizadas ao processo de extracdo por solvente organico por maceracéo
(Medeiros, 2014) com modificagdes. A biomassa de aproximadamente 240 g foi dividida em
trés aliquotas de 80 g, e colocada em contato com o etanol na propor¢do de 1:3 (M:V) com
duas trocas de solvente que ocorreram em intervalos de 72 h entre as trocas. Apés a extracgao,
realizou-se a filtracdo dupla do extrato bruto obtido em papel filtro (retencéo de particulas: 4 —
12 uM) para a retencdo de detritos, e posteriormente fez-se a separacdo do solvente por
rotaevaporacdo (Rotaevaporador IKA RV 10 digital, sob pressdo reduzida a 40 °C) até a
obtencdo de uma massa consistente de coloracdo verde escura que foi armazenada sob

refrigeracdo (4 °C) para posteriores analises.

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OLEO FIXO E DO EXTRATO
ETANOLICO DE Calophyllum brasiliense Cambess

As analises fisico-quimicas realizadas com o 6leo incluiram: turbidez, indice de
saponificacdo, indice de iodo, indice de perdxidos, UV-visivel e analise termo-gravimétrica.
No que tange as analises fisico-quimicas do extrato foram realizadas: marcha quimica e UV-
visivel.

O indice de saponificacdo do 6leo fixo de C. brasiliense foi obtido segundo o protocolo
descrito na AOCS (AOCS, 1990), no qual 5 g de éleo foram solubilizados em 50 mL de soluc¢édo

alcoolica de KOH 4% em baldo de fundo chato. O baldo foi conectado ao condensador para
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ferver durante 1 h em banho-maria. Apos a saponificacdo da amostra, adicionou-se 1 mL do
indicador fenolftaleina 1% e titulou-se a amostra com solucdo HCI 0,5 M sob agitacdo

magnética até o desaparecimento da coloracéo rosa. O teste foi realizado em triplicata.

Para o calculo do indice de saponificacdo, foi utilizada a seguinte férmula descrita no

protocolo:

Indice de saponificacao = 28,06xfx(B-A)/p

Na qual:
f = fator da solucdo HCI 0,5 M
A = volume gasto na titulacdo a amostra

B = volume gasto na titulacdo do branco

p = nimero de g da amostra

Com relacdo a determinacdo do indice de peroxidos, utilizou-se o método segundo a
AOCS (AOCS, 1990), segundo o qual pesou-se 0,05g de 6leo em erlenmeyer de 250 mL com
tampa esmerilhada. Adicionou-se 30 mL de solucdo de acido acético:cloroférmio (3:2) sob leve
agitagdo. Com uma pipeta volumétrica adicionou-se 0,5 mL de solucdo de KI (repouso por 1
minuto) e 30 mL de 4gua destilada. Logo apds, titulou-se a amostra com tiossulfato de sddio
0,1 N sob agitacdo constante até desaparecimento da cor do iodeto. Adicionou-se também 2
mL de solucdo indicadora de amido e continuou-se a titulacdo até o desaparecimento da

coloracéo azul.

O indice de peroxidos foi determinado segundo a equacao seguinte:

(S=B)N ,...0,,-1000

m

Indice de Peroxido (mEq Peroxido/1 000g ) =

AMOSTRA

S = volume de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo da amostra;

B = volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do branco;
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N = normalidade da solucdo de KI;

m = peso da amostra (g);

Para determinacéo do indice de iodo, foi utilizado o método de wijs descrito pela AOCS
(AOCS, 1990). Pesou-se 0,25 g de 6leo em erlenmeyer de 500 mL com tampa, em seguida
foram pipetados 10 mL de cloroférmio e 25 mL de solugdo de Wijs. O erlenmeyer foi entdo
tampado e levado para ambiente escuro por 30 minutos. Decorrido o tempo mencionado acima
foram adicionados 10 mL de solu¢do de iodeto de potassio 15% além de 100 mL de agua
destilada. A solucdo foi agitada com agitador magnético e titulada com solucdo de tiossulfato
de sddio 0,1 mol/L até que a coloracdo amarela da amostra tenha aparecido. Entdo foram
pipetados 2 mL de amido 1% continuando a titulacdo até que a coloragdo azul j& tenha
desaparecido. Foi realizada a prova do branco onde todos 0s procedimentos sdo iguais, porém

sem amostra. O teste foi feito em triplicata.

O indice de iodo foi determinado pela seguinte formula:

 (B—5) xNx12,69

v T

IV = o indice de iodo;

B = volume de tiossulfato de sddio gasto na titulagdo do branco em mililitros;
S = volume de tiossulfato de sodio gasto na titulacdo da amostra em mililitros;
N = normalidade do tiossulfato de s6dio, expressa em equivalente grama (eg) ;

W = massa da amostra em gramas;

Para a analise da turbidez do 6leo fixo foi utilizado equipamento turbidimetro (modelo

DM-TU Digimed) para leitura em triplicata das amostras.

No ensaio de termogravimetria, as curvas da analise termogravimétrica foram obtidas
em um modulo simultineo TG-DTG em analisador termogravimétrico numa faixa de
temperatura de 0 °C a 800 °C, com razéo de aquecimento de 10 °C min-1 e atmosfera dindmica
de nitrogénio com vazdo de 100 mL min-1 e cadinho de porcelana com massa de 10 a 20 mg

aproximadamente.
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Para o extrato etandlico, semelhante aos expressos na literatura, os resultados da marcha
quimica apontaram a presenca de taninos, flavonoides e xantonas na espécie e a auséncia de

alcaloides e antocianinas (Silva et al., 2001).

4.5. DETERMINACAO DA TOXICIDADE AGUDA DO OLEO FIXO E DO EXTRATO
FRENTE A ARTEMIA SALINA

Atoxicidade aguda do 6leo e do extrato de C. brasiliense foi avaliada através do ensaio
com Artemia salina (Almeida, 2020) com adaptacdes.

Para o teste, cistos de Artemia salina foram eclodidos 24 h antes da realizacdo do teste
em agua do mar reconstituida, cuja salinidade foi de 35%. Além disso, ajustou-se o pH da
solucdo para 8,0 com bicarbonato de sédio (HsCO-), e também se conservou a temperatura do
sistema em 28 °C com oxigenacdo continua da &gua. Apods a eclosdo, foram preparadas
aliquotas de 5 mL de solucdo com o 6leo e o extrato nas concentragdes estabelecidas (7,81 a
1000 pg/mL) nas quais foram adicionadas as artémias.

A leitura dos testes foi realizada através da contagem de artémias vivas apds o periodo
de 24h. O teste foi realizado em triplicata e os dados foram utilizados para o calculo da CLso

(concentracdo necessaria de uma dada substancia para matar 50% de uma populagéo em teste).

4.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO FIXO E DO
EXTRATO DE C. BRASILIENSE

No que diz respeito a avaliacdo da atividade antimicrobiana, duas linhagens
bacterianas padroes Gram-positivas (cedidas da colecdo do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) foram utilizadas, sendo elas a Staphylococcus
aureus ATCC 12624 e a Staphylococcus epidermidis ATCC 33018. As espécies foram
reavivadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas por 24 horas a 37 + 2 °C em estufa
bacterioldgica.

A atividade antibacteriana foi avaliada através do método de microdiluigdo, com base
no documento M7-A6 do NCCLS (NCCLS, 2003). Os in6culos foram suspensos em soluc¢édo
salina (0.9%) e padronizados para uma concentracdo final de aproximadamente 1 x 108
UFC/mL (0,5 unidades de turbidez nefelométrica escala McFarland). Volumes de 100 pL de
BHI-caldo foram adicionados aos pogos e foi realizada uma diluicdo seriada do controle
positivo polimixina-b em concentragdes variando de 1000 a 31,25 pg/mL. Em seguida foram
adicionados mais 90 pL de meio BHI-caldo e 10 pL de indculo em cada poco. Como controle

negativo foi utilizado 190 pL de meio e 10 pL de inoculo. Todos os experimentos foram
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realizados em triplicata e as placas de microdilui¢cdo foram incubadas a 37 £ 2 °C por 24 horas
para verificar a acdo antimicrobiana. A atividade antibacteriana foi detectada através de leitura
espectrométrica das placas de microdilui¢do a 510 nm, e para realizacdo dos calculos as leituras
do controle negativo foram consideradas como 100% de crescimento bacteriano. Também foi
realizada a investigacdo da concentracdo letal média (CLso) e da concentracdo inibitdria minima

(CIM) que foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano.

4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO FIXO E DO EXTRATO
DE C. BRASILIENSE

Para os testes de determinacdo do potencial antioxidante do 6leo de C. brasiliense
Cambess, foram feitos ensaios foto colorimétricos para trés vias de avaliagdo para tal
capacidade: grau de peroxidacao lipidica utilizando espécies reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) (Sabir, 2008), grau de reducdo de radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
(Mensor, 2001) e atividade quelante (Nonato, 2018). Todos os testes foram realizados em
triplicata nas faixas de concentragdes compreendidas entre 7,81 pg/mL a 1000 pg/mL. Para o
extrato, foi realizado apenas o ensaio para avaliar o grau de neutralizagdo de radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Placas de microdiluicdo de 96 pocos foram utilizadas, nas quais as amostras para testes
foram preparadas adicionando-se 100 pL da solucdo DPPH, que foi preparada com 0,3 mmol
de DPPH em etanol, em 100 pL de solugbes das amostras diluidas em etanol P.A, em
concentragdes variando de 7,81 a 1000 pg/mL em triplicata. Como controle branco, foram
utilizados 200 uL de etanol P. A., e como controle de absorbancia maxima foi utilizada uma
solucdo com 100 puL de DPPH e 100 pL de etanol. Para controle positivo de neutralizacao
utilizou-se acido ascérbico nas mesmas concentra¢es das amostras testadas. A reacdo ocorreu
no escuro, a temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds esse periodo, foi realizada a

leitura da absorbéncia através de um espectrofotdmetro no comprimento de 518 nm.

Para 0 ensaio de avaliacdo do grau de peroxidacdo lipidica, uma solucdo de gema de
0vo na propor¢do 3:2 - hexano: isopropanol foi preparada de modo que se obtivesse 1 g para
cada 10 mL. Essa solucdo foi filtrada e rotaevaporada em baixa pressdo na temperatura de
60 °C. Ap0s esse processo, 0,05 g do residuo seco resultante foram solubilizados em agua

destilada. A solucéo obtida e as diferentes concentracdes do 6leo, em conjunto com um volume
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adequado de agua deionizada (volume total de 500 pL), foram pré-incubados a 37 °C durante
1 h na presenca e na auséncia de ferro (agente indutor de peroxidacdo lipidica por estresse
oxidativo). A reacdo colorimétrica ocorreu pela adicdo, apds a pré-incubacéo, de 500 pL de
tampdo acido acético (pH-3) e 500 uL de TBA 0,6% dissolvido em agua destilada. As misturas
de reagdo, incluindo uma série de diluicbes de 0,03 mM de MDA padréo, foram incubadas a

97 °C por 1 h e, apds esse periodo, foi realizada uma particdo com butanol para cada solucao.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (532 nm) ap6s o resfriamento dos

tubos, utilizando a fase butanélica.

No que diz respeito ao teste de atividade quelante, adicionou-se 100 pL da solugdo do
6leo em etanol nas faixas de concentracdo estabelecidas (7,81 a 1000 pg/ mL) com 300 pL da
solucdo de FeSO4 (2 mM) e 336 pL Tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS-HCIl)a 1 M (pH
7,4). As amostras foram incubadas por 5 minutos no escuro, e ap0s esse periodo, 26 pL de
ortofenantrolina (0,25%) foram adicionados e, imediatamente, realizou-se a leitura em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 510 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.COLETA, PROCESSAMENTO E OBTENCAO DO OLEO FIXO E DO EXTRATO
DE Calophyllum brasiliense

Os frutos foram coletados do ch@o, em sua maioria eram amarronzados, pequenos
e com casca endurecida (Figura 6). ApOs a quebra da casca para obtengdo da semente,
observou- se que as sementes apresentavam coloracdo amarelo-esverdeado com textura lisa
e rigida (Figura 7). Nesse processo, as sementes ja se demonstraram muito oleaginosas ao

manuseio imediato, reforcando o carater de alta rentabilidade de 6leo da espécie.

Figura 6 -Frutos coletados de Calophyllum brasiliense Cambess

Fonte: Registro da autora

No processo de extragdo do 6leo fixo com hexano, antes da filtracdo ja foi possivel
observar a coloragdo esverdeada do 6leo. E, apos filtragdo e rotaevaporacdo, o 6leo de C.
brasiliense Cambess possuia a coloracdo verde escura semelhante a alguns azeites (Figuras
7 e 8). O rendimento do 6leo das sementes de C. brasiliense Cambess demonstrou-se
relativamente alto com uma porcentagem de 60% de 6leo fixo extraido da semente em
comparagéo ao processo de extracdo de outras sementes com 0 mesmo solvente, como por
exemplo, as sementes de soja, cujo rendimento se apresenta em 20% (Yoshimura, 2017).

Para outras espécies, como a semente de girassol (Helianthus annuus), o rendimento de 6leo
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apresentou-se na faixa de 48%. Tais rendimentos observados apontam para o carater
vantajoso da utilizacdo da espécie C. brasiliense como fonte de obtengdo de 6leos fixos
pelo alto teor de rentabilidade de 6leo nas sementes (Tabela 5) (Agra et al.,2019).

Figura 7 - Sementes de Calophyllum brasiliense Cambess

Fonte: Registro da autora

Para 0 extrato etandlico das folhas, obteve-se a partir da moagem das folhas um pé
fino de coloracgdo verde, que no processo de obtencdo do extrato etandlico, apds a filtracdo,
apresentou-se como um liquido verde escuro com uma baixa viscosidade aparente (Figura
8). Esse extrato bruto apos ser submetido a dindmica de rotaevaporagdo se apresentou com
uma intensa coloracdo verde escurecida e viscosidade alta (Figura 9).

Figura 8 - Extracao do 6leo fixo de Calophyllum brasiliense Cambess bruto com hexano
apods a rotaevaporacéo

Fonte: Registro da autora
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Figura 9 - Oleo fixo de Calophyllum brasiliense Cambess bruto apds processo de
rotaevaporacgao

Fonte: Registro da autora

O rendimento obtido de extrato, a partir da biomassa utilizada inicialmente de folhas
da espécie, foi de aproximadamente 30% com o solvente utilizado. No entanto, é importante
considerar que o rendimento da extracdo pode variar dependendo da concentracdo de etanol,
tempo de extracdo e a temperatura (Tiwari et al., 2011). No caso da necessidade de otimizar o
rendimento da extracdo, outros solventes poderiam ser utilizados para extrair compostos

especificos com maior eficiéncia e rentabilidade.

Figuras 10 e 11 - Extrato bruto de Calophyllum brasiliense Cambess antes e ap0s a filtracdo

Fonte: Registro da autora
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Figura 12 - Extrato bruto de Calophyllum brasiliense Cambess utilizado no estudo

Fonte: Registro da autora
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5.2. CARACTERIZACAO DO OLEO FIXO E DO EXTRATO ETANOLICO DE
Calophyllum brasiliense CAMBESS

O indice de saponificacdo expresso pelo éleo fixo de C. brasiliense Cambess foi de
190,7 mg KOH/g éleo, resultado dentro da faixa de especificacao da IN 49/2006. Esse resultado
se assemelha ao valor expresso pelo éleo de soja que compreende a faixa de 189-195 mg
KOH/g. Esse parametro € importante para determinar a aplicacdo de um 6leo para a industria
cosmeética para a fabricacdo de xampus e sabonetes, sendo que para tal € necessario observar
outros parametros fisico-quimicos que confiram seguranca e qualidade, visto que sdo produtos
que possuem contato direto com consumidores.

A turbidez expressa pelo 6leo fixo de C. brasiliense Cambess foi de 1,22 NTU. Para
efeito de comparacdo com a literatura, o 0leo de soja apresenta turbidez na faixa de 0,90 NTU
(Rodrigues, 2017), valor ndo muito distante do encontrado para o 6leo de C. brasiliense.

O indice de iodo encontrado no 6leo fixo de C. brasiliense Cambess foi de 130,9 g I»/
100 g de 6leo, resultado que atende aos parametros do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) que preconiza um indice de iodo de qualidade sendo <240 g g I2/ 100
gde 6leo (IN 46/2006). A importancia desse parametro se da na previsdo de susceptibilidade a
rancidez oxidativa do 6leo e controle de hidrogenacdo. Pelos resultados obtidos, pode-se
inferir que a probabilidade de deterioracdo oxidativa do dleo de C. brasiliense é reduzida,
demonstrando estabilidade das cadeias de acidos graxos. Isso reflete em propriedades de
conservacdo e estabilidade de produtos associados a area alimenticia, apontando uma
aplicacdo para o 6leo de C. brasiliense Cambess.

Com relacdo ao indice de perdxidos, o resultado encontrado do 6leo de C. brasiliense
foi de 18,28 mEq O2/Kg. Esse resultado se apresenta um pouco elevado ao proposto pela Anvisa
no que tange a aplicacdo na industria de alimentos que é 15 mEq O2/Kg, porém tal resultado

ndo exclui aplicagdes do 6leo em outras areas de interesse.

Em suma, os resultados da caracterizacdo do oOleo fixo de C. brasiliense se
demonstraram satisfatorios, podendo ser utilizados como parametros para aplicacdes na

indUstria cosmética e energética (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados das anélises fisico-quimicas do 6leo fixo de Calophyllum brasiliense Cambess e valores preconizados pela Anvisa

Parametro Oleo Fixo Anvisa
indice de saponificacio (mg KOH/g 6leo) 190,7 189-195
indice de iodo (g iodo/100 g 6leo) 130,89 > 124
indice de perdxidos ( mEq O, / kg) 18,28 10-15
indice de acidez (mg KOH /g) 24 0,3
Massa especifica (g/cm?) 0,9114 0,914 - 0,922
indice de refracio 1,4735 1,4700 -1,4760
Brix (%) 73,9 73 (6leo de soja)
Viscosidade (mm?/s) 58,5 59 (6leo de soja)

Turbidez (NTU) 1,22 -
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Quanto a andlise termogravimétrica, o 6leo fixo de C. brasiliense demonstrou-se
relativamente estavel até a temperatura de 300 °C, com pico de degradacdo da massa na faixa
de 400 °C (Gréfico 1). Isso aponta para eficaz capacidade do 6leo de manter-se integro quando
submetido a altas temperaturas, sendo vantajoso para a aplicacdo de na linha de biocombustiveis

e ramos industriais.

Grafico 1 - Curva de analise TG/DTG do 0leo fixo de Calophyllum brasiliense Cambess
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Os resultados obtidos no ensaio com UV-visivel apontaram a eficacia tanto do 6leo
fixo (Gréfico 2) quanto do extrato etandlico (Grafico 3) de C. brasiliense na absor¢do dos
comprimentos de onda na faixa ultravioleta (200 ~ 400 nm), revelando uma potencial aplicagao
desses bioprodutos na area farmacéutica e cosmética pela presenca de possivel propriedade

fotoprotetora.

Além disso, nos ensaios de toxicidade frente aos nduplios de A. salina, tanto o 6leo
fixo quanto o extrato etandlico ndo apresentaram toxicidade nas concentracOes testadas. Esse
resultado referente a toxicidade confere aos bioprodutos de Calophyllum brasiliense
vantagens na utilizacdo e aplicacbes ambientais, pois a obtencdo de produtos livres de
toxicidade auxilia na manutencdo da qualidade do solo, da agua e do ar, evitando a
contaminacdo do ambiente e promovendo a salde das pessoas. Adicionalmente, eles
favorecem a sustentabilidade ambiental, cumprem as normas legais e atendem a crescente

busca dos consumidores por alternativas ecoldgicas e seguras.
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Grafico 2 - Espectro de absor¢do de luz do éleo fixo de Calophyllum brasiliense Cambess
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Gréfico 3 - Espectro de absorcdo de luz do extrato etanolico de Calophyllum brasiliense
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5.3. RESULTADOS DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Anélises antimicrobianas a partir de bioprodutos vegetais sdo uma importante
alternativa para o combate de infec¢Bes por bactérias multirresistentes em decorréncia do uso
inadequado de antibidticos (Ferreira, et al., 2014). A possibilidade de descoberta de
fitofarmacos com acdo eficiente frente a microrganismos é uma solucdo vantajosa para a
sociedade e para a inddstria farmacéutica.

Para a atividade antimicrobiana, alguns autores classificam o grau de atividade dos
extratos vegetais em: bom potencial inibitorio se demonstrarem atividade em concentrac¢des de
até 100 pug/mL, atividade inibitéria moderada de 100-500 ug/mL, atividade fraca de 500-1000
pg/mL e inativos maiores que 1000 pg/mL (Santos, 2018).

Nesse contexto, para a analise da concentracédo inibitoria minima (CIM) do 6leo fixo
de C. brasiliense, os resultados obtidos apontaram que o O6leo possui boa atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus com valor de CLso de 168,70 pg/mL e CIM de
3,90 pg/mL, superando o valor apresentado pelo controle positivo de Polimixina B com CLso
de 222,19 pg/mL, resultado semelhante a exposi¢do com Staphylococcus epidermidis, cuja
CLso foi 241,86 pg/mL e CIM de 1,95 pg/mL (Tabela 4). Esse quadro é condizente ao ensaio
realizado por Matos et al. (2021), que evidenciou que a utilizacdo de 6leos fixos e essenciais

em testes antimicrobianos resulta em acdo inibitoria.

Tabela 4 - Resultados das concentracdes inibitdrias minimas e CLso (ug/mL) para o 6leo
fixo, extrato etandlico de Calophyllum brasiliense e controle de polimixina B

Oleo fixo de Extrato etandlico
Polimixina B C. brasiliense de C. brasiliense
Bactéria
ClLso CIM ClLso CIM ClLso CIM

(ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Staphylococcus aureus 236,9 125 168,70 3,90 >2000 500

Staphylococcus epidermidis ~ 218,7 125 241,86 1,95 567,16 250

CLso - Concentracéo letal média de 50%; CIM - Concentragao Inibitoria Minima;

Para outras espécies, 0 ensaio de atividade contra bactérias gram-positivas ndo se

demonstrou eficaz como o éleo de C. brasiliense. Para Fonseca et al. (2022), o 6leo de Macauba
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ndo foi capaz inibir Staphylococcus aureus no ensaio antimicrobiano.

No que diz respeito ao extrato etanolico, os resultados do teste apontaram que este,
embora fraco, possui atividade contra Staphylococcus epidermidis com CLso >2000 pg/mL e
CIM de 500 pg/mL. Esse resultado é semelhante ao encontrado por Cottilgia et al. (2004), no
qual o extrato com a mesma espécie apresentou foi capaz de inibir o crescimento de
Staphylococcus epidermidis e Bacillus cereus no ensaio biologico.

No geral, tanto o 6leo fixo quanto o extrato etandlico de C. brasiliense apresentaram

atividade inibitdria contra os microrganismos testados.

5.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O dleo fixo de C. brasiliense demonstrou pouca capacidade de neutralizacdo do radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) com capacidade de neutralizacdo de 50% do radical livre
(CNsp) em concentragOes acima de 1000 pg/mL (Grafico 4), se comparado ao controle positivo
de acido ascérbico, testado nas mesmas concentracdes, cuja CNso foi de 5,3 pg/mL. Tal
resultado poderia ser esperado, visto que se trata de um 6leo com composicdo majoritaria de
lipideos. No entanto, o dleo fixo de C. brasiliense pode apresentar atividade antioxidante
atraves de outras vias além do sequestro de radicais livres.

Na literatura, os 6leos fixos vegetais geralmente ndo apresentam tal capacidade de

neutralizacdo de radicais livres por conta da composicdo majoritaria de triglicerideos.

Gréfico 4 - Capacidade de neutralizagéo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) do 6leo fixo

de Calophyllum brasiliense Cambess e controle positivo acido ascorbico
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O extrato etandlico de C. brasiliense Cambess demonstrou capacidade de neutralizacdo
do radical DPPH satisfatoria nas concentragfes testadas com CNso = 53,46 pg/ em
compara¢do ao controle positivo testado de acido ascorbico que obteve CNso = 5,3 pg/mL
(Grafico 5).

Diversos extratos oriundos de espécies vegetais também ja demonstraram atividade de
neutralizacdo do radical DPPH por conta da producdo de compostos fendlicos em seu
metabolismo secundario, o que aponta a potencial presenca desses compostos no extrato de C.
brasiliense Cambess. Na literatura, para fragdes de extrato das folhas em acetato de etila, a
espécie C. brasiliense ja apresentou 0s seguintes compostos fenolicos: quercetina, acido galico,
acido protocatecuico, hiperosideo e amentoflavona (Silva et al., 2001). Logo, é possivel inferir
que tal atividade bioldgica expressa pela espécie seja consequéncia da presenca desses

compostos.

Gréfico 5 - Capacidade de neutralizacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) do extrato de
Calophyllum brasiliense Cambess em comparagdo com o controle positivo de acido ascérbico
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6. CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no estudo, pode-se afirmar que os produtos
naturais da espécie Calophyllum brasiliense possuem atividade antimicrobiana e apresentam
potenciais para aplicacdes diversas. Para o Oleo fixo, pode-se destacar que este possui
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, além de apresentar um perfil
lipidico que se enquadra nos parametros de utilizagdo cosmética e farmacéutica, sendo um
ponto positivo para sua aplicacdo na producdo de comésticos e na industria de
biocombustiveis. Ja o extrato etanolico da espécie, além de apresentar atividade antioxidante e
antimicrobiana, também se destaca a potencial capacidade de fotoprotecdo contra a radiacdo
ultravioleta, que expressa uma possivel aplicacdo para o desenvolvimento de produtos
cosmeésticos voltados a cosmetologia e estética. Desse modo, ambos 0s bioprodutos gerados a
partir da espécie Calophyllum brasiliense sdo de interesse académico, revelando alto potencial

de inovacao terapéutica.
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