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Avaliacao da atividade antioxidante e teor de compostos fenolicos
em extrato metanolico obtido de folhas da Commiphora Myrrha

Evaluation of antioxidant activity and phenolic compounds content in
methanol extract obtained from leaves Commiphora Myrrha

Celia Eliana de Lara da Silva'; Rosilene Valota?; Karimi Sater Gebara®; Rogério Cesar
de Lara da Silva*; Euclésio Simionatto®

Resumo

O presente trabalho mostra o estudo da atividade antioxidante e quantificagdo do teor de compostos
fenolicos determinados para o extrato metanodlico obtido da Commiphora myrrha. O alto teor de
compostos fenolicos foram avaliados frente ao seu potencial em seqiiestrar radical livre por meio do
modelo 2,2-difenil-1-picrizil hidrazil (DPPH) e comparados ao um padrdo de rutina. O resultados
mostram que a capacidade inibitoria do extrato (IC)) foi de 0,21 mg.L". O extrato exerceu uma
atividade antioxidante de 91,3% quando comparados a capacidade sequestradora do padrdo de rutina.
O teor de compostos fenolicos do extrato foi avaliado pelo uso do reagente de Folin-Ciocalteu onde
o IC, determinado foi de 3,02 mg.L"". A concentragdo de fendis totais determinada foi de 1,176 +
0,263 mg equivalente de acido galico por g de extrato (n=5). Os resultados mostram que os extratos da
C. myrrha possuem alto potencial antioxidante e estudos adicionais sdo necessarios para isolamento,
caracterizagdo e uso de suas propriedades em aplica¢des farmacéuticas, nutricionais e cosmetologica.
Palavras-Chave: Atividade antioxidante. Compostos fendlicos. DPPH. IC

Abstract

This work presents shows the study of antioxidant activity and quantification of phenolic content
determined for the methanol extract obtained from Commiphora myrrha. The high content of phenolic
compounds were evaluated against the potential to sequester free radical through the model 2,2-diphenyl-
1-picrizil hydrazyl (DPPH) and compared with a standard rutin. The results show that the inhibitory
capacity of the extract (IC,)) was 0.21 mg.L". The extract pursued an antioxidant activity of 91.3%
compared to the scavenging ability of rutin standard. The content of phenolic extract was assessed by
using the Folin-Ciocalteu determined where the IC, | was 3,02 mg.L"'. The concentration of total phenols
was determined 1.176 + 0.263 mg gallic acid equivalent . g of extract (n=5). The results show that
extracts of C. myrrha have high antioxidant potential and additional studies are needed for isolation,
characterization and use of their property in pharmaceutical, nutritinal and cosmetology.

Keywords: Antioxidant activity. Phenolic compounds. DPPH. IC_
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Introducio

Moléculas instaveis que possuem radicais
livres quando presentes em organismos Vivos
podem levar a um processo de estresse oxidativo,
causando danos as células e patologias relacionadas
como artrite, cancer, diabete, doencas cardiacas
e neurodegenerativas, dentres outras (AYRES;
CHAVES, 2009). Espécies radicalares como o
radical hidroxila (*OH), anion radical superdxido
(O,>-) e o hidroperoxila (ROO*) podem oxidar
lipidios e proteinas assim como causar danos ao
DNA e oxidar cadeias de moléculas de acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipidios e de colesterol

(VELLOSA et al., 2007).

A minimizagdo destes efeitos em nosso
organismo pode ser feita através da ingestdo de
antioxidantes naturais, principalmente através
de nossa dieta alimentar e outras fontes como
suplementos alimentares. Alguns dos principais
agentes antioxidantes sdo os tocoferdis (vitamina E),
o acido ascorbico (vitamina C), os polifenois, selénio
e carotendides (HASLAM, 1996; VALKO et al.,
2004). Muitos dos antioxidantes sdo encontrados em
plantas na forma de compostos fenolicos tais como
fenois simples, acidos fendlicos derivados de acidos
benzodico e cinamico, cumarinas, flavonoides, etc.,
(NACZK; SHAHIDI, 2004). Os antioxidantes sao
capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres
antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células.
Sdo comumente encontrados em frutas, legumes,
verduras e também em plantas de uso medicinal ou
de uso popular sendo obtidos extratos através do uso

de solventes organicos (SOUZA et al., 2007).

A Commiphora myrrha (Nees) Engl., da familia
Burseraceae, do género Commiphora, possui mais
de 200 espécies (VOLLESEN, 1989). O dleo da
C. myrrha é o tnico que apresenta odor aromatico
doce e picante, diferente das demais espécies
que sao amargos, sendo a classe dos terpenos os
compostos mais caracteristicos e responsaveis pelo
cheiro (FRATERNALE et al., 2011). A resina ¢ o
oleo extraido da myrrha sdo muito valorizados na

Asia, sendo fonte de renda para muitas pessoas,
além de seu uso medicinal para inimeras doengas,
desde alergias, infecgOes genitais e problemas
respiratorios (ORWA et al., 2009). Na China ¢
extensamente utilizada como planta medicinal
pela populagdo, para tratar varias doengas, como
inflamacdes de boca, dores estomacais, amenorréia,
feridas, tumores, doengas inflamatorias, cicatrizante
edor (SHEN et al., 2008). Um dos constituintes mais
abundantes da resina da C. myrrha sao os furanos e
sesquiterpenos (MORTEZA-SEMNANI; SAEEDI,
2003). E popularmente conhecida como mirra, muito
utilizada desde a antiguidade como aromatizante,
sendo originaria da Africa, principalmente Somélia,
Etiopia, e Arabia Saudita (BASER et al., 2003;
HANUS et al., 2005). Esta espécie possui facilidade
de crescimento em solo raso e¢ pode ser utilizada
para controle de erosdo. O teor de oleo essencial
pode variar de 3 a 8 % (TUCKER, 1986), sendo este
muito estudado em paises asiaticos, como a China.
Marongiu et al. (2005) comparou a extracdo do 6leo
por hidrodestilacao contra a de fluido supercritico e
obteve rendimentos semelhantes entre os métodos
além de sua composi¢do semelhante em analise por
espectrometria de massas. Ensaios feitos em ratos
revelaramacapacidade analgésica e antiinflamatoria,
fundamentando o uso tradicional para este fim (SU
etal., 2011). Shena et al., (2009), estudando resinas
de exsudatos de arvores da C. myrrha, isolaram e
identificaram por técnicas espectroscopicas, RMN
¢ ESI-MS novos triterpenoides e sesquiterpenoides.
A atividade citotoxica dos compostos isolados foi
avaliada contra células tumorais de prostata PC3 e
DU145. Helal et al. (2005), realizando experimentos
em ratos machos com extrato aquoso da C. myrrha
conseguiram reduzir a glicemia, estimulando a
produgdo das células B e aumento na produgdo
de insulina, no entanto relatam que necessitam
de estudo mais detalhado em niveis diferentes.
Pesquisas de Su et al. (2011) demonstram a
atividade citotoxica de compostos diterpénicos,
isolados da fragdo ativa do extrato da C. myrrha,
em células humanas cancerigenas do aparelho
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ginecologico. Conseguiram isolar nove compostos
quimicos que seriam responsaveis pela inibi¢ao do
crescimento dessas células. Zhu et al. (2001, 2003),
em pesquisas do exsudato da goma da C. myrrha,
isolaram trés novos compostos sesquiterpenoides.
Esses compostos apresentaram pouca ou nenhuma
atividade citotoxica contra células tumorais de
mama. Como a C. myrrha ja tem suas propriedades
medicinais reconhecidas tanto popularmente como
cientificamente, por ndo haver estudos com os
extratos de suas folhas e pela importancia e caréncia
de se descobrir antioxidantes naturais, justifica-se o
presesnte estudo.

A atividade antioxidante a partir de extratos
obtidos de folhas da myrrha ndo tem sido explorada
nas pesquisas apresentadas.

Materiais e Métodos
Reagentes e equipamentos

Para avaliagdio do potencial da atividade
antioxidante foram utilizados o radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e o padrao
de rutina como controle positivo para comparacao,
todos da Aldrich Co. O reagente Folin-Ciocalteu foi
obtido, e o acido galico para uso de quantificacdo
foram obtidos da Vetec e Merck, respectivamente. O
metanol (PA) foi obtido da Cynth, para preparacdo
do extrato e de solugdes.

As analises foram realizadas no laboratorio
de pesquisa do curso de Quimica Licenciatura
da Universidade Estadual de Mato Grosso
do Sul (UEMS) na cidade de Navirai — MS.
Espectrofotdometro UV-visivel da Varian - Cary
50, com cela de quartzo de 1 cm de largura, foi
utilizado nas medidas de absorbancia das amostras
analisadas.

Material vegetal

Folhas do material vegetal C. myrrha foram
coletadas no Horto Florestal da cidade de Navirai

— MS, no més de maio de 2011, e transportado
ao laboratorio de quimica organica da UEMS. As
folhas foram secas a temperatura ambiente para
perda de umidade, e posteriormente acondicionada
em frasco de vidro com metanol e lacradas para
obtencao do extrato. Apds um periodo de 15 dias,
o metanol foi evaporado em evaporador rotativo e
o0 extrato concentrado seco a temperatura ambiente.

Avaliacdo da atividade antioxidante

Aavaliagdo quantitativa daatividade antioxidante
do extrato metandlico obtido foi realizada perante
o consumo do radical livre DPPH preparado
em concentracdo de 0,004% (m/V), através de
medidas de absorbancias de solu¢des em diferentes
concentracdes do extrato, segundo metodologia
Rosler et al. (2007), Souza et al. (2007) e Silva
et al. (2009). Solucao estoque do extrato seco foi
preparada em metanol a uma concentracdo de 400
mg L para sucessivas dilui¢des. A partir da solugdo
estoque aliquotasde 0,1 mL,0,2mL,0,4mL, 0,6 mL,
0,8 mL e 1,0 mL foram acondicionadas em baldes
volumétricos de 10 mL contendo 2 mL da solugdo
do radical livre DPPH (0,004%) e completados
com metanol resultando em concentragdes do
extrado de 4,0 mg.L!' a 40,0 mg.L'. Apés um
periodo de reacdo de 30 minutos foram realizadas
leituras em espectrofotometro UV-vis em 517 nm
para determinacgdo da absorbancia do DPPH. Uma
solugdo estoque de 2 g.L'! do padrdo de rutina,
utilizado como controle positivo foi preparada para
sucessivas dilugdes em concentragdes conhecidas
(40,0 mg.L! a 400,0 mg.L') para comparagdo do
percentual de inibicao frente ao extrato analisado.
Uma medida do branco foi obtido através da mistura
do metanol mais o reagente DPPH. O percentual do
seqiiestro de radical livre foi calculado pela seguinte
equagao:

Ap

UhAA = ( ]::: 100

]

onde %AA ¢é o percentual da atividade antioxidante,
A, € aabsorbancia do DPPH utilizado como controle
e 4 é absorbancia da amostra mais DPPH.
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O %AA corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo esta a
quantidade necessaria para decrescer a concentragao
inicial de DPPH em 50% é chamada de concentracdo

inibitoria (IC,).
Quantificagdo do teor de fenois

O teor de fendis totais foi determinado pelo
método de Folin-Ciocalteu (BRASIL, 2010;
SINGLETON; ROSSI, 1965). Uma solugao estoque
do acido galico de concentragdo 1 g.L! em agua foi
preparada para sucessivas diluigoes. Construgdo
de curva analitica para o acido galico foi realizada
em concentragdes de 0,5 pg.mL" a 6,0 pg.mL"' por
sucessivas diluigdes. A estas solu¢des preparadas
foram adicionados 0,4 mL do reagente Folin-
Ciocalteu, seguidos de 1,2 mL de Na,CO, 20 %.
Depois de decorrido a reagdo por um periodo de 1h
e 30 min. a absorbancia das amostras foi realizada
em espectrofotometro UV-vis em 750 nm. Solugao
estoque em metanol do extrato seco de 1 g.L! foi

preparada para novas diluigdes. A partir desta

solucdo, 200 pL foram adicionados em baldes de
10 mL seguidos da adi¢do de 1,2 mL do Na,CO,
e 0,4 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Um total
de cinco amostras foi analisado para determinacdo
do teor de fenois sendo este expresso em mg por
equivalente de acido galico por grama de extrato
(mg EAG.g™").

Resultados e Discussao

A atividade antioxidante medida através do
radical estavel DPPH, mostra a capacidade de
substancias pertencentes ao extrato da C. myrrha
obtido em seqiiestrar radicais livres do meio
existente. E uma metodologia simples, rapida, e
eficiente na avaliacdo de extratos obtidos a partir
de solventes com diferentes polaridades. Os testes
realizados para analisar a atividade antioxidante do
extrato metanolico obtido das folhas da C. myrrha
utilizando o DPPH e comparado ao padrao de rutina
sdo descritos na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 - Atividade antioxidante obtida para o extrato da C. myrrha e padrao de rutina.

Extrato C. myrrha

C.E. (mg.L™) Abs’ % AA
4,0 0,201 82,9
8,0 0,188 84,0
16,0 0,149 87,3
24,0 0,120 89,8
40,0 0,039 96,7

Padrio de rutina

C.R. (mg.L™ Abs’ % AA
40,0 0,071 94,7
80,0 0,040 97,0
200,0 0,040 97,0
400,0 0,038 97,2

C.E. — Concentragao do extrato da C. myrrha;

Abs do branco do DPPH 1,175 para analise do extrato metandico; % AA- percentual

de atividade antioxidante; C.R. — concentrag¢do do padrdo de rutina; 2Abs do branco do DPPH 1,351 para andlise com padrio de

rutina como controle positivo.
Fonte: Autor
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As substancias existentes no extrato possuem
a capacidade em reagir com o radical livre
instavel do DPPH e converté-lo no 2,2-difenil-
1-picril hidrazina. A capacidade ou a atividade
de atuar como um antioxidante ¢ visivel quando
da descoloragdo das solugdes preparada. O IC,,
correspondente a concentragdo do extrato da
planta necessaria para inibir 50 % da atividade do
radical livre, foi calculado por meio da analise da
regressdo linear entre a C.E. vs %A.A. gerando
uma equacao deretade y=383,6+13,1x+81,1+0,3
onde y representa a %A.A. e x a concentracao do
extrato, comr de 0,9965 na qual o IC,  determinado
foi de 0,21 mg.L'. A atividade antioxidante do
padrao de rutina utilizado como controle positivo,
apresentou uma média de 96,5 %, considerando
este valor como 100%, o extrato da C. Myrrha
apresentou uma média de 88,1 %, exercendo 91,3
% do potencial antioxidante da rutina.

A atividade antioxidante para extratos de folhas
da C. myrrha nao sdo reportadas em literatura.
Entretanto, extratos de folhas de outras espécies
do género Commiphora (ex. C. schimperi, C.
neglecta, C. tenuipetiolata, C. edulis, C. berryi e
C. caudata) exibem atividade antioxidante frente
a ensaios com DPPH onde o IC,; determinados
permaneceram entre 7,31 e 26,92 mg.L"!
(PARASKEVA et al., 2008, KUMARI et al., 2011).
Estes valores de IC, estdo acima do determinado
para o extrato da C. myrrha (0,21 mg.L"). A
atividade antioxidante para o6leo de algumas
espécies do género Commiphora sdo mostradas.
Segundo Racine e Auffray (2005), o 6leo essencial
exibi atividade antioxidante devido a anéis de
furano (particulamente de furanosesquiterpenos)
os quais reagem com radicias livres. Estudos de
Fraternale et al., (2001), com o 6leo da myrrha
demostram que os furanosesquiterpenos exibem
atividade sequestradora de radicais livres frente ao
DPPH onde o EC, determinado foi de 1,08 a 4,29
mg.L! para tres compostos isolados e identificados.
Segundo Fraternale et al., (2011), realizando a
hidrodestilacdo de folhas da C. erythraea para

extracdo do o6leo, a atividade sequestradora de
radical pelo uso do DPPH determinou-se o EC|
com 14,28 mg.mL™" .

O teor de fendis para o extrato metandlico foi
avaliado pelo reagente de Folin-Ciocalteu, o qual
tem sido extensamente usado na determinacgdo
de diversos extratos. O reagente ¢ constituido
dos 4cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico.
Estes sofrem redugdo na presenca de compostos
de coloragodes
azuladas da solugdo devido a reducdo do estado
de oxidagdo dos metais molibdénio e tungsténio
para +5. Através da reacdo entre o acido galico e
o reagente de Folin-Ciocalteu foi determinada a
analise de regressao linear, com equacdo da reta y
=0,1453+0,0111x + 0,06+0,0345 com coeficiente
de correlagdo r igual 4 0,9769. A Figura 1 mostra
a reta determinada em faixa de concentracao de 0
a 6,0 mg.L"', onde o IC, determinado para o teor
de fendis totais foi de 3,02 mg.L'. Um total de
cinco amostras do extrato foram analisadas com
o reagente de Folin-Ciocalteu e obteve-se uma
concentracdo de fenois totais de 1,176 + 0,263 mg
EAG . g' com um desvio padrao relativo de 6,4%
entre as medidas. A andlise do teor de fenois para
oleo e extratos de folhas nao sdo reportados para

fenolicos extratos formando

as espécies do género Commiphora em literatura.
Entretanto observa-se que o teor de fenois para
o extrato metanolico obtido foi baixo quando
comparado a outras plantas medicinais. Hossain et
al., (2011), estudando extratos orgénicos de folhas
da planta medicinal 7etrastigma sp., obteve para
o extrato metandlico 386,22 mg EAG . g'!. Souza
et. al., (2007), analizando extrato etandlico de
cinco plantas medicinais encontradas no cerrado
Camb.,
fagifolia Mart. & Zucc., Copernicia cerifera

(Terminalia  brasiliensis Terminalia
(Miller) H.E. Moore, Cenostigma macrophyllum
Tul.
grandiflora Mart) permaneceram entre 250 e 763

mg EAG . g''.

var. acuminata Teles Freire e Qualea
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Figura 1 - Curva analitica do 4cido galico para quantificacdo de fenois totais
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Fonte: Autor

Consideracoes Finais

Por meio dos resultados obtidos, conclui-se
que extrato metandlico de folhas da C. myrrha
possue boa capacidade de sequestrar radicais
livres atuando como um atioxidante natural.
Entretanto, mais estudos relacionado a estapas
de isolamento, e caracterizacdo dos compostos
fenodlicos responsaveis pela atividade antioxidante
sd0 necessarios. Aplicagdes economica em areas
farmacéutica, cosmetologia e nutricionais podem
ser exploradas.
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