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RESUMO

A utilizacdo de Plantas Medicinais é de grande importancia para a Quimica dos
produtos naturais, visto que os metabdlitos secundarios (compostos fitoquimicos) sao
cada vez mais estudados por consequéncia dos efeitos benéficos que apresentam no
organismo animal. Por vezes, tais plantas medicinais sdo encontradas nas proprias
residéncias domiciliares, como por exemplo, as arvores frutiferas, que é o caso da
espécie estudada, Morus nigra L (vulgo amora preta) da familia Moraceae. Este
estudo foi impulsionado por meio de saberes populares (ou tradicionais), visto que na
medicina popular, o cha das folhas da espécie estudada (Morus nigra L) serve para
diversos tratamentos de doencas, como por exemplo, dores de cabeca, coélicas
menstruais, insbnia, além de relatos acerca de possivel acao de reposi¢cdo hormonal
em mulheres na menopausa. Todavia, quando feito um levantamento bibliogréafico da
espécie, identificou-se estudos voltados a caracterizacdo quimica e botanica bem
como pesquisas relacionadas com o fruto da espécie, mas poucos relacionados as
folhas em si. Isso motivou a investigacao dessas possiveis acdes bioativas presentes
nas folhas da amora preta. O objetivo desta pesquisa foi verificar o perfil fitoquimico
bem como as atividades antioxidante e antimicrobiana presentes no extrato bruto
metandlico, obtidos por maceracéo de folhas amora preta e suas fracdes, produtos da
particdo liquido-liquido com hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol bem
como da fracdo remanescente (fracdo aquosa). Apds a realizacdo da prospeccao
fitoquimica, foi possivel concluir que existem flavonoides, taninos/fendis, alcaloides
bem como esteroides e triterpenos presentes em todas as fracbes do extrato
metandlico das folhas da amora preta. Ja4 as saponinas, estdo presentes apenas na
fracdo aquosa. A respeito da quantificacdo de compostos fendlicos bem como de
flavonoides totais, foi possivel identificar valores proximos a outros trabalhos com a
espécie estudada. Com relacdo aos testes para avaliar as atividades bioldgicas,
atividade antioxidante e antimicrobiana, foi verificado que, as folhas da espécie
estudada apresentam uma significativa atividade antioxidante (comparado ao BHT),
com excegdo apenas da fracdo hexénica, ndo houve atividade antimicrobiana do
extrato e fragbes para as bactérias testadas. A respeito da identificacdo dos
compostos presentes, a analise no IV constatou a presenca de grupos O-H, C-H
(alcanos), C=0, CH2, C-O e C-X (haletos de alquila), ja a analise em CG-EM, foi
possivel identificar a presenca de acidos graxos (acido estearico, acido laurico) e
terpenos/esteroides (megastigmatrienona, B-sitosterol e Loliolida). Com o presente
estudo, foi possivel ratificar alguns saberes populares com relagéo a utilizacdo das
folhas da amora preta como cha em uso para fins medicinais, todavia, ressalta-se a
necessidade de estudos mais aprofundados e com técnicas mais especificas, como
por exemplo, testes in vivo para comprovar a eficacia dos compostos identificados
guando do tratamento das doencas apontadas na literatura por meio dos mesmos.

Palavras-chave: Amora preta. Atividade antioxidante. Morus nigra L. Estudo
fitoquimico. Fenois totais. Flavonoides totais.



ABSTRACT

The use of Medicinal Plants is of great importance for the Chemistry of natural
products, whereas the secondary metabolites (phytochemical compounds) are
increasingly studied as a result of the beneficial effects that present in the animal
organism. Sometimes, such medicinal plants are found in their own household
residences, such as the fruit trees, which is the case of the species studied, Morus
nigra L. (BlackBerry) of Moraceae family. This study was driven through from popular
knowledge (or traditional), whereas in folk medicine, the tea from the leaves of the
specie studied (Morus nigra L) serves for various disease treatments, as for example,
headaches, menstrual cramps, insomnia, in addition to reports about possible action
of hormone replacement in menopausal women. However, when a bibliographic
survey was done of this specie, it was identified studies for chemical characterization
and botany as well as research related to the fruit of the specie, but a few related to
leaves itself. This motivated the investigation of these possible bioactive actions
present in blackberry leaves. The objective of this research was to verify the
phytochemical profile as well as antioxidant and antimicrobial activities present in the
methanolic crude extract obtained by maceration of blackberry leaves and their
fractions, liquid-liquid partition products with hexane, dichloromethane, ethyl acetate
and n-butanol as well as remaining fraction (aqueous fraction). After the completion of
the phytochemical prospecting, it was possible to conclude that there are
flavonoids/tannins, phenols, alkaloids as well as steroids and triterpenes that are
present in all fractions of the methanolic crude extract of blackberry leaves. Already
the saponins are present only in the aqueous fraction. Regarding the quantification of
phenolic compounds and flavonoids, it was possible to identify values close to other
works with the specie studied. With regard to the tests to assess the biological activity,
antioxidant and antimicrobial activity, it was verified that, the leaves of the specie
studied have a significant antioxidant activity (compared to BHT), with the exception
only of the hexane fraction, there was no antimicrobial activity of the extract and
fractions for the tested bacteria. Regarding the identification of the present compounds,
the analysis in the IR verified the presence of groups O-H, C-H (alkanes), C = O, CH2,
C-O and C-X (alkyl halides), in the CG-MS analysis, it was possible to identify a
presence of fatty acids (stearic acid, lauric acid) and terpenes/steroids
(megastigmatrienone, B-sitosterol and Loliolide). With the present study, it was
possible to ratify some popular knowledges regarding the use of blackberry leaves as
tea in medicinal use, nevertheless, emphasizes the need to more in-depth studies and
with more specific techniques, such as tests in vivo to prove the efficacy of the
compounds identified in the treatment of the diseases reported in the literature
therewith.

Keywords: Blackberry. Morus nigra L. Antioxidant activity. Phytochemistry. Total
phenols. Total Flavonoids.
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1. INTRODUCAO

1.1.Plantas Medicinais e a Quimica dos Produtos Naturais

Por vezes, ao se falar em Ciéncia, nos vem a mente processos altamente
sofisticados, como por exemplo, estudos em laboratorios e ensaios experimentais, e,
nos esquecemos de processos mais rudimentares, que 0s quais, permitiram o avango
da Ciéncia tal como hoje conhecemos, como é o0 caso da etnociéncia. Segundo
Pinheiro e Giordan (2010), a existéncia de praticas cientificas, ou tradi¢cdes cientificas,
e de atividades na vida diaria da populacdo com componentes cientificos (citados
anteriormente por processos rudimentares), que tendo ou ndo consciéncia de estar
fazendo ciéncia, caracteriza-se como um status de etnociéncia, pois existe uma
pratica cientifica. A exemplo disto, temos a utilizacdo de plantas medicinais em

sociedades tradicionais! a fim de tratamento e cura das mais diversas enfermidades.

A utilizacdo de Plantas Medicinais é de grande importancia para a Quimica dos
produtos naturais, visto que os metabdlitos secundarios (compostos fitoquimicos) sao
cada vez mais estudados por consequéncia dos efeitos benéficos que apresentam no
organismo animal. Como aponta Beecher (2003), os compostos fitoquimicos
apresentam atividades bioldgicas e, na maioria das vezes, promovem algumas
alteracdes quimicas e/ou enziméticas bem como organicas, impactando desta forma,
na forma de se conceber a salde do organismo que ingere. Por vezes, tais plantas
medicinais sdo encontradas nas proprias residéncias domiciliares, como por exemplo,

as arvores frutiferas.

Mas onde tudo isso comecou? Essa é uma pergunta um tanto quanto
complicada de se responder, pois existem muitas controvérsias quando a uma data
especifica. Todavia, acerca da forma de utilizacdo, muitos pesquisadores acreditam
que as causas das primeiras utilizagdes de produtos naturais como forma de
medicamentos advém da busca por alivio e cura de doengas pela ingestao de ervas

e folhas.

! Segundo Diegues e Arruda (2001, p. 27) s&o consideradas Sociedades Tradicionais "grupos humanos
diferenciados sob o ponto de vista cultural, que reproduzem historicamente seu modo de vida de forma
mais ou menos isolada, com base na cooperacao social e nas rela¢des préprias com a natureza".
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Segundo Viegas e Bolzani (2006), podem-se observar varios exemplos da
utilizacao de produtos naturais durante o desenvolvimento das civilizacées Oriental e
Ocidental, como a civilizagdo Egipcia, Chinesa e Greco-romana. Sendo que tais
civilizagbes desenvolveram uma medicina tradicional com tanta influéncia, que
mesmo em dias atuais, muitas espécies e preparados vegetais medicinais sao
estudados tanto pela busca incessante da compreensao da acéo de tais drogas no

organismo, quanto pela busca de isolamento dos principios ativos.

Para além da utilizacdo dos produtos naturais como técnicas medicinais, na
Idade Média, foram encontradas inUmeras substancias nocivas ao organismo
biolégico, em outras palavras, foram descobertos uma vasta quantidade de venenos,
que por sua vez, eram destinados a defesa, caca, e ao uso como drogas ilicitas
(VIEGAS e BOLZANI, 2006).

1.1.1 Produtos Naturais no Brasil

A histéria da utilizacdo dos produtos naturais teve um papel muito significativo
por parte dos indios para a descoberta dos farmacos que hoje sdo comercializados.
Muitas civiliza¢des indigenas da América do Norte que faziam uso da pintura corporal
e/ou dos cabelos para fins estéticos ou ainda como forma de comunicacdo — mesmo
antes de existir relatos de escrita existiram pinturas em cavernas e sitios sagrados —
como por exemplo, tem-se a utilizagéo, de corantes naturais, como bixina, genipina e
a andirobina cuja utilidade estava na estética, e na religiosidade além de balsamos
(para curar enfermidades), gomas e esséncias (utilizados para repelir insetos e deixar
ambientes cheirosos) (VIEGAS e BOLZANI, 2006). Na Figura 1, pode-se observar as
estruturas quimicas da bixina (1), genipina (2) e a andirobina (2):
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Figura 1. Estruturas quimicas da bixina (1), genipina (2) e a andirobina (3). Fonte: Adaptada de
Viegas e Bolzani (2006, p. 327)

Falando especificamente dos produtos naturais no Brasil, Pinto (1995) aponta
a existéncia da utilizacdo de praticas com os mesmos bem antes da chegada dos
portugueses. Apesar dos indios, gue povoavam o atual territorio brasileiro, j& usarem
0S produtos naturais, assim como outros povos como 0S americanos mencionados
anteriormente, o0 mundo tomou conhecimento dos corantes e plantas medicinais por
meio da exploracdo e comercializacado das especiarias (produtos) naturais. Grande
parte de tais especiarias, adivinham da exploragdo exacerbada do pau-brasil
(Cesalpinia echinata), e deste, eram obtidos corantes, como por exemplo a brazilina
e fenoldiendnico (corantes de cor vermelha). Na Figura 2, tem-se as estruturas da
brazilina (4), da brazileina (5) e da morina (6), esta Ultima, extraida de Chlorophora
tinctoria, também utilizada como corante e amplamente comercializada na Europa por
muitos anos (VIEGAS e BOLZANI, 2006).
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Figura 2. Estrutura dos corantes brazilina (4), brazileina (5) e da morina (6). Fonte: Adaptada de
Viegas e Bolzani (2006, p. 327).

1.1.2. O Desenvolvimento dos Farmacos a partir dos Produtos Naturais

E notdrio que a Quimica dos Produtos Naturais se desenvolveu a partir do
vasto conhecimento da natureza por meio dos povos primitivos e indigenas,
entretanto, como aponta Viegas e Bolzani (2006), tem-se como o possivel grande
marco na histéria dos farmacos, a descoberta dos salicilatos, estes obtidos por meio
da Salix alba (Salgueiro) em meados de 1757, quando Edward Stone associou 0

sabor amargo dessa espécie ao gosto dos extratos obtidos a partir da Cinchona.

Cinquenta anos mais tarde, na Europa, especificamente no Instituto de
Farmacologia de Munique (Alemanha), Johann A. Buchner isolou pela primeira vez
uma pequena por¢do de salicina (7, Figura 3). A partir desta descoberta, inUmeros

trabalhos foram realizados na tentativa de aperfeicoar os rendimentos obtidos da
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sintese deste composto. Em 1860 Hermann Kolbe e seus alunos sintetizaram o acido
salicilico (8, Figura 3) bem como o sal sédico a partir do fenol. Todavia, ainda existiam
problemas com estes compostos. Apesar da capacidade analgésica, eram muito
acidos, e, provocavam alguns efeitos colaterais indesejaveis. Em 1898, quando Felix
Hofmann, pesquisando a cura para a artrite que afligia seu pai, descobriu o acido
acetilsalicilico (9, AAS, Figura 3), menos acido que o &cido salicilico, e com a mesma

propriedade analgésica desejada.

OH COOH COOH

O-glicose OH OCOCH,

7 B 9

Figura 3. Salicilatos que marcaram o desenvolvimento de farmacos no periodo de 1800-1900:
Salicina (7); Acido salicilico (8); AAS (9). Fonte: Adaptada de Viegas e Bolzani (2006, p. 328).

1.2.Compostos Fendlicos e Flavonoides
1.2.1. Compostos Fendlicos

Na tentativa de se defenderem ou mesmo de se adaptarem dos constantes
ataques do meio ambientes, as plantas, em geral, produzem uma ampla quantidade
de substancias naturais, chamados de metabdlitos secundarios, e, estes, por sua vez,
possuem varios potenciais, como por exemplo, atividades antioxidantes,
antimicrobianos e imunomoduladores. Segundo relatam Simbes et al. (1999), os
metabdlitos secundarios sdo encontrados naturalmente em frutas e hortalicas,
apresentando efeitos benéficos sobre a saude humana. Como exemplo, tem-se os
compostos fendlicos e, por sua vez, os flavonoides, bem como os polifenaois,

facilmente encontrados na alimentacao diaria dos seres humanos.

Os compostos fendlicos estao presentes nos vegetais, sejam livremente, sejam
agrupados a glicosideos (agUcares) ou proteinas. Tais compostos podem se
apresentar em forma de moléculas simples ou ainda em moléculas com alto grau de

polimerizacdo (como por exemplo os taninos e as ligninas) (SIMOES et al., 1999).
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Estes compostos podem apresentar atividade antioxidante, visto que ao interagir com
alguns radicais livres, sdo consumidos durante a reacao, inibindo os processos da
oxidacdo. Todavia, ndo é garantido a inteira protecdo tanto das células como dos
tecidos de todo e qualquer tipo de agresséo oxidativa, visto que, em muitos casos, ao
invés de apresentarem atividade antioxidante, apresentam atividade pro-oxidante
(ANGELO; JORGE, 2007).

Desta forma, ndo se pode confiar inteiramente em todos o0s vegetais
amplamente consumidos na dieta alimentar ricos em compostos fendlicos, visto que
primeiramente se faz necessario estudos toxicologicos sobre 0s mesmos para ter-se

uma garantia quanto sua inocuidade a satde humana.

1.2.2. Flavonoides

Por consequéncia da ampla distribuicdo no reino animal e pelo grande namero
de constituintes naturais, os flavonoides se configuram como um grande grupo de
compostos, eles estéo presentes em frutos, folhas e flores, bem como na maioria das
vezes, em outras partes da planta como por exemplo nas raizes, cascas e até mesmo
nas sementes dos frutos (WANG, 2009). Os flavonoides séo responsaveis pela cor,
adstringéncia e amargura nos frutos, € o caso do vinho, onde compreendem,
fundamentalmente, os derivados flavénicos, antocianicos, as catequinas ou catecdis,
dentre outros (SIMOES et al., 1999).

Pode-se encontrar flavonoides em inumeras formas estruturais, entretanto, a
grande maioria dos representantes desta classe apresentam 15 atomos de carbono
em seu nucleo fundamental, sendo compostos fendlicos do tipo C6-C3-C6, estes,
formados por dois anéis aromaticos ligados por uma cadeia de trés carbonos entre
eles, resultando um composto triciclico (Figura 4), cujas unidades sao representadas
como nucleos A, B e C (SIMOES et al., 1999).



23

Figura 4. Nucleo fundamental dos flavonoides. Fonte: Adaptada de (SIMOES et al., 1999, p.491).

Quanto a divisao, os flavonoides sdo encontrados divididos em oito subclasses:
flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas, flavanols (flavan-3-ols ou
catequinas), chalconas e di-hidro-chalconas. Estas subclasses sao formadas por meio
da variacdo das posicdes dos grupos funcionais, bem como por meio das variacdes
no arranjo estrutural (WANG, 2009; SIMOES et al., 1999).

S&o inlmeras as propriedades biologicas atribuidas aos flavonoides do reino
vegetal, dentre as mais relevantes tem-se: a) protecdo dos vegetais contra incidéncia
dos raios ultravioletas e visiveis, além de protecao contra o ataque de insetos, fungos,
virus e bactérias; b) atrai animais com a finalidade de polinizagéo; c) antioxidante; d)
inibidores de enzimas; e) controle de acdo de hormdnios e f) agentes alelopéticos
(SIMOES et al., 1999).

Além do consumo comum na alimentacdo diaria por meio da ingestdo de
alimentos cuja procedéncia é vegetal, em muitos casos, se utiliza em remédios a
adicdo dos flavonoides, justamente pelas suas propriedades antioxidante,
antiplaquetaria, antiinflamatoria, vasodilatadora, antialergénicas, espasmolitica e
diurética. Tais propriedades podem ser encontradas com mais chances nas
subclasses de flavonas e flavonais, visto que sdo as principais classes de flavonoides
presentes universalmente na natureza apresentando enorme importancia
principalmente pela atividade antioxidante em alimentos (canferol, quercetina e
miricetina, por exemplo). Além disso, estudos epidemiolégicos apontam que seu
consumo diario garante uma reducdo do risco de cancer bem como de doencas
cardiovasculares (WANG, 2009).
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Pode-se observar na Tabela 1, as principais subclasses de flavonoides bem
como uma pequena sintese das propriedades biologicas e farmacoldgicas mais

relevantes para essa classe de compostos.

Tabela 1. Subclasses de Flavonoides e as principais caracteristicas biolégicas e
farmacoldgica conhecidas (adaptada de SIMOES et al., 1999, p. 492).

Subclasses de Flavonoides

Principais Caracteristicas

bioldgicas e farmacoldgica

Flavonas, flavonois e seus O-
heterosideos

Antocianos

Chalconas

Auronas

Di-hidro-flavonois

Flavanonas

Di-hidro-chalconas

Flavanas, leucoantocianidinas e
proantocianidinas

Isoflavonoides

Biflavonoides

Co-pigmentacéo em flores; protetores
contra raios UV nas folhas
Pigmentacgé&o do vermelho até o azul
Pigmentacdo amarela

Pigmentacdo amarela

Estéo presentes frequentemente em
tecidos de madeiras, protege a planta
contra doencas por microrganismos
Podem apresentar sabor amargo
Podem apresentar sabor amargo
Substancias adstringentes com
propriedades tanantes

Propriedades estrogénicas e/ou
antifungicas

Propriedades antifingicas

1.3.Atividade Antioxidante e sua a¢cao no organismo humano

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como por exemplo o radical hidroxila,
oxigénio singlete, superdxido, perdoxido de hidrogénio e O6xido nitrico, sao
constantemente formadas durante o processo de fosforilagdo oxidativa, localizadas
na cadeia respiratoria mitocondrial. Todavia, tais espécies também podem ser
formadas endogenamente seja por neutrdfilos, eosindfilos, macréfagos,
microssomos, peroxissomos bem como pelo citocromo P450 ou ainda podem advir

de fontes exdgenas, como por exemplo, a radiacéo e os xenobidticos (FU et al., 2011;
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BARBOSA et al., 2010). No organismo, em se tratando de condi¢cées normais, existe
um equilibrio entre a producao dos radicais livres e a sua inativagdo por moléculas
antioxidantes, entretanto, na ocorréncia de um desequilibrio pela producéo
exacerbada de EROs ou ainda pela falta de agentes antioxidantes, ocorre o chamado
estresse oxidativo, este por sua vez, pode causar perda e/ou dano celular (FU et al.,
2011; BARBOSA et al., 2010).

Inimeras doencas degenerativas e/ou crbnicas possuem relacdo direta
(etiologicamente falando) com o estresse oxidativo, como por exemplo, alguns tipos
de cancer, diabetes e doencas cardiovasculares, nestas ultimas, a molécula de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) sofre modificacdes por consequéncia do
estresse oxidativo, aumentando a aderéncia leucocitaria e reduzindo a protecao
endotelial, o que ocasiona uma inflamacdo contribuindo para o processo de
aterosclerose, este, somado a agregacao plaquetaria leva a inducdo da trombose e
possivel infarto do miocéardio (FUKUJI et al., 2010; MLADENKA et al., 2010; VALERO
et al., 2011). Além dessas doencas, € comum observar o estresse oxidativo em

pacientes que possuem hipertensao e/ou diabetes (FUKUJI et al., 2010).

Consideram-se compostos antioxidantes, substancias com a capacidade de
reduzir o efeito dos radicais livres, seja pela estabilizacdo ou inativacdo destes
radicais, podendo ter uma acdo enzimatica (direta) como superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase ou também pode ser uma acéo
nao-enzimatica (indireta) por meio da vitamina C e da vitamina E, bem como por meio
da glutationa, flavonoides e carotenoides (FU et al., 2011; BARBOSA et al., 2010).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a ingestao de frutas e/ou
vegetais com alto potencial de atividade antioxidante (por apresentar um elevado teor
de compostos fendlicos) com o objetivo de minimizar o risco de doencas cujas causas
provaveis se relacionam com o estresse oxidativo, como doengas coronarianas,
hipertensao e infarto do miocardio (BARBOSA et al., 2010).
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1.4.Hipoétese

A amora preta (Morus nigra L.) apresenta elevado teor de compostos fendlicos
e a presenca de tais compostos pode ser responsavel por inUmeras atividades

bioldgicas apontadas pela medicina tradicional (popular).

1.5.0bjetivos

1.5.1. Objetivo Geral

Verificar o perfil fitoquimico bem como as atividades biolégicas possivelmente

presentes nas folhas da espécie Morus nigra L.

1.5.2. Objetivos Especificos

v" Determinar o teor de compostos fenélicos e flavonoides totais;
v Avaliar atividades antioxidante e antimicrobiana;
v Verificar os principais grupamentos quimicos presentes;

v Identificar os metabdélitos secundarios.

1.6.Justificativa

Este estudo foi impulsionado por meio de saberes populares (ou tradicionais),
visto que na medicina popular, o cha das folhas da amora preta (Morus nigra L) serve
para diversos tratamentos de doencas, como por exemplo, dores de cabeca, colicas
menstruais, insdnia, além de relatos acerca de possivel acdo de reposi¢cdo hormonal
em mulheres na menopausa. Todavia, quando feita uma busca bibliografica da
espécie, identificamos estudos voltados a caracterizacdo quimica e botanica, bem
como pesquisas relacionadas com o fruto da espécie, mas poucos relacionados as
folhas em si. Sendo assim, h4 necessidade de investigar essas possiveis acdes
bioativas presentes nas folhas da amora preta.



1.7.Fluxograma de trabalho

A presente dissertacdo € composta de trés capitulos, sendo o primeiro
destinado a revisdo da literatura e os demais destinados aos métodos utilizados bem
como resultados obtidos. Pode-se observar na Figura 5, um fluxograma ilustrando as

etapas dos métodos empregados na presente pesquisa, contudo, cada meétodo sera

detalhado nos capitulos aos quais sdo destinados.

Folhas in natura

(Morus nigra L.)

Elaboracido do
Extrato Bruto

FProspeccio
Fitoguimica

Fracionamento

|dentificacédo de
compostos
Ve CG-EM

Doseamento de
Fenois Totais

Doseamento de
Flavonoides Totais

Atividade
Antioxidante

Atividade
Antimicrobiana

Figura 5. Fluxograma de trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Familia Moraceae

A familia Moraceae também conhecida como familia de amoras (BURN,
MAYLE, 2008) apresenta cerca de 40 géneros e 1400 espécies, tendo como principais
géneros: Morus, Maclura, Artocarpus, Ficus e Broussonetia. E uma das familias mais
abundantes e ecologicamente importantes em florestas tropicais e neotropicais, suas
espécies estdo presentes por toda parte do mundo, inclusive nas florestas
amazoénicas. Com relacdo aos compostos fitoquimicos, segundo Zhekun e Gilbert
(2003), podemos encontrar alguns metabdlitos secundéarios, como por exemplo,
triterpenos, flavonoides e xantonas, além disso. Ainda segundo os autores citados, a
familia apresenta uma importancia econémica quando da producéao de frutas, papel e

moveis.

2.2.Género Morus

Segundo Sanchez-Salcedo (2015a) o género Morus contém uma variedade de
compostos fendlicos como flavonoides, isoprenilados, cumarinas, cromonas bem
como xantonas e fitoalexinas. As espécies mais cultivadas no género Morus séo
amoreira branca (Morus alba), amora preta (Morus nigra) e amora vermelha (Morus
rubra) (GUNDOGDU et al., 2011).

Apesar de pertencerem ao mesmo género, as espécies apresentam entre Si
diferencas moleculares (estruturais) e morfologicas (KAFKAS et al., 2008). Piekarski
(2013) relata que as flores apresentam coloracao verde e a floragéo ocorre no Brasil
entre agosto e setembro, seus frutos possuem forma cilindrica, medindo em torno de
2 centimetros de comprimento, estes sdo considerados frutos agregados. Ja as
sementes, podem medir até 3 milimetros, dependendo da espécie (Morus nigra, rubra

ou alba), da mesma forma pode possuir coloracdo variando de amarela a marrom.

Praticamente toda a arvore da amoreira (as folhas, raizes e galhos de espécies
do género Morus) é utilizada na medicina popular para o preparo de medicamentos

caseiros para as mais diversas doencas, como tratamento da anemia, febre, artrite,
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hipertensdo, melhora da visdo e diabetes, bem como protecdo hepatica (HU et al,
2011).

2.3.Espécie Morus nigra L.

A espécie, Morus nigra L (vulgo Amora-preta), Moraceae, € um vegetal cuja
origem vem da Pérsia (Ird) e da Arménia, cultivada na Europa desde tempos
imemoriais, tornou-se arvore histérica, ligada a mitologia grega (PEIXOTO et al, 1995).
No Brasil, os primeiros relatos de cultivo se deu no inicio do século XIX e tem o0s
mesmos fins que a amora-branca (Morus alba L), seus frutos podem ser utilizados
para consumo in natura e para producdo de doces caseiros, como por exemplo no
fabrico de geleias. Devido ao periodo de inverno marcante, a amoreira possui grande
potencial para as regides brasileiras, logo, seu cultivo se torna bem propicio para
pequenas propriedades agricolas aqui no Brasil, sem contar que esta espécie nao

necessita de insumos quimicos para sua producao (PIEKARSKI, 2013).

A amora-preta (Figura 6) é uma arvore frutifera de 5 a 20 m de altura com
folhas bastante grossas (TUTIN et al., 1996) e pequenos frutos adstringentes, estes,
antes de atingir a completa maturacdo, servem para o preparo de xarope, ja quando
completamente maduro, s&o saborosos para consumo e utilizados para o fabrico de
geleias e refrescos. Todavia, segundo Piekarski (2013) se torna dificil a
comercializacao dos frutos in natura devido basicamente a dois fatores, o primeiro diz
respeito ao curto periodo de colheita, segundo a autora, os frutos estdo disponiveis
apenas uma vez no ano durante aproximadamente dois meses (agosto e setembro no
Brasil). O segundo fator se refere a fragil estrutura que 0os mesmos possuem,

provocando por sua vez, uma baixa estabilidade para estocagem.
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Figura 6. Amoreira-preta. Fonte: (Instituto Horus de Desenvolvimento e Conservacdo Ambiental?)

Falando mais especificamente sobre a botanica da espécie (Figura 7), segundo
Agarez et al (1994), as gemas séo protegidas por estipulas caducas, inflorescéncia
na forma de espiga, suas flores sé&o unissexuais, sendo que as masculinas podem ser
monoclamideas e isosttmones ja as femininas se classificam como sendo
aclamideas, ovario supero, bi ou unicarpelar, unilocular, uniovulado, com dois
estigmas.

Figura 7. Representacédo das folhas, flores e frutos da amora-preta. (TUTIN et al., 1996)

2 Disponivel em: http://www.mistelten.dk/Morus%20nigra%20%20%20Morb%E6r.jpg. Acesso em jul.
2017.
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Na medicina popular, o cha das folhas serve para diversos tratamentos de
doencas, como por exemplo, dores de cabeca, colicas menstruais, insbnia e alteracao
de libidos. Todavia, tais beneficios, em sua grande maioria, sdo visualizados apenas

em conhecimentos tradicionais, na medicina popular.

Assim como nas demais espécies do Género Morus, a espécie nigra apresenta
elevada quantidade de compostos fitoquimicos (metabdlitos secundarios), em sua
grande maioria, pertencentes a classe dos compostos fendlicos, isso explica a
caracteristica adstringente (quando verde) e &cido (quando maduro) que o fruto
apresenta (GUNDOGDU et al., 2009).

Segundo Sanchez-Salcedo (2015b), a Morus nigra L quando comparada as
outras duas principais espécies do género Morus (alba e rubra), apresenta os maiores
teores de flavonoides e compostos fendlicos totais, entretanto, quando comparada
somente a Morus rubra, observa-se uma quantidade superior de antocianinas

monoméricas, bem como um ndmero maior de atividade antioxidante.

Pelo fato de existirem tais metabdlitos secundarios, nos ultimos anos, as
amoreiras tém recebido uma maior atencdo quanto aos estudos para avaliar suas
atividades biolégicas, como por exemplo as atividades antioxidante, antiinflamatoria,
antibacteriana e antiviral (PADILHA et al., 2010b), o resultado esperado no organismo
seria a melhoria do sistema imunolégico bem como no metabolismo hormonal
(PIEKARSKI, 2013). Tais atividades variam muito dependendo da parte analisada da

planta (raizes, frutos ou folhas).

Ao se fazer uma detalhada pesquisa pela literatura disponivel dos ultimos anos,
verifica-se que as principais atividades apontadas anteriormente para a espécie Morus
nigra L provem das raizes, sobretudo das folhas da planta. As raizes contem proteinas
(moringa M e moringa G, lectinas) possibilitando a ligagdo com a manose e a
galactose, apresentando por fim uma atividade hemaglutinante (DAMME et al., 2002).
Outra atividade presente nas raizes e galhos da Morus nigra L € o de inibidor da
enzima tirosinase (responsavel por catalisar a oxidacdo de fendis, resultando como
produto a melanina) por meio da substancia oxiresveratrol (ZHENG et al., 2010).
Wang et al.,, (2009) identificaram dois prenilflavonoides (isoméricos), sao eles

mornigrol E e mornigrol F (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura do mornigrol E (1) e mornigrol F (2). Fonte: (WANG et al., 2009)

Os estudos voltados aos frutos da Morus nigra, mostraram a presenca de cinco
acidos organicos, entre eles, malico (acido predominante), citrico, fumarico, tartarico
e oxalico; trés tipos de flavonoides (quercetina-3-glicosideo, quercetina-3-O-
rutnosideo e kaempferol-3-O-rutinosideo), quatro tipos de antocianinas
(pelargonidina-3-O-rutinosideo, cianidina-3-O-rutinosideo cianidina-3-glicosideo e
pelargonidina-3-glicosideo) (PAWLOWSKA et al., 2008).

Sellappan et al. (2002) e Zadernowski et al. (2005) ao realizarem estudos com
os frutos de amora preta (Morus nigra) encontraram compostos fendlicos,

especificamente os acidos hidroxicaféico, E-p-cumarico e galico.

Ao avaliar os compostos (poli)fendlicos, a atividade antioxidante, bem como a
maturacdo nos frutos, da Morus nigra, (SANCHEZ-SALCEDO et al., 2015a; 2015b)
percebeu-se uma menor gquantidade de flavonoides quando comparado as demais
partes da planta, todavia, os frutos séo bastante ricos em antocianinas (componente
predominante).

A respeito das folhas desta espécie, alguns estudos discutem a existéncia de
atividade antioxidante, hipoglicemiante, antimicrobiana, antinociceptiva e anti-
inflamatoria. Sendo que esta ultima atividade, foram encontrados germanicol, acido
betulinico e B-sitosterol (Figura 9) — os trés pertencentes a classe dos triterpenos e
esteroides — (PADILHA et al., 2009; 2010a; 2010b).
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Volpato et al. (2011) identificaram, que houve uma consideravel reducdo nos
niveis de colesterolntotal (Low Densityy Lipoproteins - LDL), bem como uma
diminuicdo das taxas de triglicerideos ao realizar estudos com ratas Wistar gravidas.
H;C

HsC CHg
CHj

HaC' CHs
Germanicol Acido betulinico B - Sitosterol

Figura 9. Estrutura quimica do Germanicol, Acido betulico e B-Sitosterol. Fonte: (PADILHA et al.,
2009; 2010a; 2010b)

A fim de avaliar o efeito estrogénico da espécie Morus nigra no sistema
reprodutivo e no desenvolvimento embrionario de ratas Wistar, Queiroz et al., (2012)
fizeram uso de administracéo do extrato hidroalcodlico das folhas da planta nos niveis
de dosagem de 25, 50, 75, 350 e 700 mg / kg de peso corporal superior a 15 dias até
o dia 14° dia de gestacdo. Segundo mostraram os dados da investigacdo, apés tal
tratamento ndo houve nenhuma atividade estrogénica que constatasse a eficacia na
reproducdo das ratas, todavia, também n&o houve qualquer indice de toxicidade no

sistema reprodutor nem no processo do desenvolvimento embriolégico.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.Material Vegetal

As folhas da espécie Morus nigra L. foram coletadas no municipio de Senador
Guiomard-Acre, no bairro S&o Francisco, nos meses de abril e maio de 2016,
utilizando-se sempre a mesma fonte de coleta, a qual apresenta as seguintes
coordenadas geograficas: -10°08'57", -67°43'56". Exsicatas se encontram
depositadas no Herbario do Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre,
sob registro PZ 96279.

3.2.Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados foram acetato de etila P.A.-A.C.S (Synth, 99%), acido
3,5-dinitrobenxoico P.A. (Dinamica), acido acético P.A. (Synth), acido cloridrico P.A.
(Synth, 37%), acido sulfdrico P.A.-A.C.S. (Synth), &lcool (n) butilico P.A.-A.C.S.
(Synth, 99,4%), alcool metilico P.A.-A.C.S. (Nuclear, 99,8%), carbonato de sédio P.A.
(Synth), cloreto de aluminio P.A. (Synth, 100%), cloreto férrico (Lafan), cloroférmio
P.A.- A.C.S. (Nuclear, 99,8%), diclorometano P.A.-A.C.S. (Dinamica, 99,5%), DMSO
P.A.-A.C.S. (Vetec), DPPH, éter etilico P.A.-A.C.S (Synth, 100%), hexano P.A.
(Chemco), hidréxido de amoénio (Lafan), hidroxido de potassio P.A. (Lafan), hidréxido
de sbdio (Synth), iodeto de potassio P.A. (Lafan), iodo P.A.-A.C.S. (Synth), magnésio
em fita, ninidrina P.A. (Qhemis), permanganato de potassio P.A.-A.C.S. (Synth,
100%), reativo de Bouchardat, reativo de Dragendorff, reativo de Fehling A e B, reativo
de Kedde A e B, reativo de Lugol, reativo de Mayer, reativo de Pascova A e B, reativo

Folin Ciocalteau, tricloreto de antimonio e vanilina.
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3.3.Preparacao e Fracionamento do Extrato Bruto das Folhas

3.3.1. Preparacao do Extrato Bruto das Folhas

Foi empregada a técnica de extracdo por maceracao e remaceragcao descrita
por Simdes e colaboradores (1999) utilizando metanol como solvente extrator, visto
gue segundo o autor, este solvente apresenta uma boa matriz para a extracdo de
compostos fendlicos bem como polifendlicos. Além disso, como o material vegetal
ficou um longo periodo de tempo em maceracao para a obtencdo do extrato bruto, o

metanol se apresenta também como um bom agente antimicrobiano.

Uma massa de 1,0 kg de folhas secas e trituradas foi submetida a extragdo com
10 L de solvente extrator (metanol) durante um periodo de 72 horas, sob temperatura
ambiente e abrigo da luz. O processo de maceracéao e filtracdo do sobrenadante foi
realizado em quatro etapas (maceracao exaustiva), sendo que a cada 72 horas o
solvente era tirado, mantendo-se a mesma quantidade de folhas (torta), e, substituido
por nova quantidade de solvente puro, a cada etapa, os extratos foram reunidos em
um unico recipiente, concentrados em rota-evaporador e secos em estufa de ar

circulante a 40°, conforme fluxograma apresentado na Figura 10.



Folhas de Morus nigra L.
10% (miv) em MeOH

Filtrado

1# Maceracdo 72 horas
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Metandlico bruto

2* Remaceracio 72 horas
Filtragdo

Torta

Filtracdo

Extrato
Metandlico bruto

3* Remaceracdo 72 horas

Extrato
Metandlico bruto D

|
Extrato

Metandlico bruto

Torta
4% Remaceracdo 72 horas
Filtragdo
Torta
Descarte
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Determinacdo de
fenois e flavonoides
totais; Concentragio
em rotaevaporador e
secagem em estuva
de ar circulante 40°

Figura 10. Fluxograma da obtencgé&o do extrato bruto metandlico das folhas de Morus nigra L. por

maceracao exaustiva.

3.3.2. Fracionamento do Extrato Bruto das Folhas

O extrato bruto metandlico das folhas foi particionado com quatro tipos de

solventes com polaridades crescentes: hexano < diclorometano < acetato de etila < n-

butanol. Inicialmente, 30 g do extrato foram dissolvidos em solu¢do 10% metanol (90

mL de agua e 10 mL de metanol). Em seguida, transferiu-se a solucao para um funil

de separacao juntamente com 100 mL de hexano, esperou-se formar duas fases e

entdo, transferiu-se a fase com hexano para um béquer, obtendo-se a fracdo

hexéanica. Tal procedimento foi realizado em triplicata consumindo-se um total de 300

mL de hexano. O mesmo?® procedimento serviu para os trés outros solventes, o

8 Agora, partindo da fragdo denominada “aquosa”, de cada solvente utilizado
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residuo da particdo foi denominado fracdo aquosa das folhas. Na Figura 11 é

mostrado o fluxograma do fracionamento.

Extrato Bruto Metandlico
(EBMeOH) 30g

Hexano (Hex)

Secagem

Fragdo Aguosa

Fragdo Hexanica

Diclorometano (FHex)
Secagem 2049
Fragdo Diclorometano Fragdo Aquosa
(FDicMet)
Acetato de Etila (AcOEt
Secagem
Fragdo Acetato Fracdo Aquosa
(FAcOEt)
124 n-Butanol (BUOH)

62 Secagem
Fragdo Butandlica .
(FBUOH) Fracdo Aquosa
(FAq)
084

Figura 11. Fluxograma da particdo do extrato bruto etandlico de folhas de Morus nigra L.

Apés rota evaporacao, foram obtidos, 20 g da fracdo hexéanica das folhas, 1,5
g da fragdo com diclorometano das folhas, 1,2 g da fragéo acetato de etila, 0,8 g da

fracéo butandlica e 6,2 g da fracdo aquosa das folhas.

O mesmo procedimento foi adotado para obtencdo de mais massa para a

realizacdo de testes posteriores.
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3.4.Prospeccao Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada com a finalidade de verificar
qualitativamente os principais grupamentos quimicos presentes na amostra por meio
de reacOes de coloracdo e/ou precipitacdo. A busca dos grupamentos quimicos foi
realizada com o extrato metanélico bem como com as fragGes, conforme descrito por
Matos (1997) e Barbosa (2001).

Testes convencionais em analise fitoquimica foram realizados para verificar a
presenca de flavonoides, taninos, saponinas, catequinas, acidos organicos livres,
polissacarideos, acuUcares redutores, glicosideos cardiotonicos, proteinas,
antraquinonas, carotenoides, alcaloides, depsideos/depsidonas e
esteroides/triterpenos, visando a caracterizacdo de metabolitos secundarios, com
énfase nos flavonoides (MATOS, 1988; BARBOSA, 2001).

3.4.1. Solucéo Estoque

Uma solucao estoque (SE) foi preparada a partir de uma aliquota do EBMeOH,
bem como de suas fracfes, cuja concentracao final foi de 2,0 mg/mL, com volume

suficiente para realizar todos 0s testes da prospeccao fitoquimica.

3.4.2. Pesquisa de Flavonoides

Reacéo de Cianidina ou Shinoda: Foi transferido para um tubo de ensaio 2 mL

da SE, 2 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado e 0,5 cm de magnésio (Mg) metalico
em fita. O fim da reagdo deu-se pelo término de efervescéncia. Aparecimento de
coloracdo que variou de parda a vermelha, indicou a presenca de flavonoides no
extrato (MATOS, 1988).
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3.4.3. Pesquisa de Taninos/Fenois

Reacdo com Cloreto Férrico: Colocaram-se em um tubo de ensaio 2 mL da SE,

em seguida, adicionaram-se trés gotas de solug&o alcodlica de cloreto férrico (FeCls),
agitando fortemente, observou-se a variacdo de cor da solugcéo. A formagéo de
coloracédo azul indica taninos hidrolisaveis ou galicos e a formacé&o de coloracao verde
indica presenca de taninos condensados, protocianidinas ou catéquicos (MATOS,
1997; BARBOSA, 2001).

3.4.4. Pesquisa de Saponinas

Teste de Espuma: Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da SE e 2

mL de agua destilada com 3 gotas de acido cloridrico (HCI). Em seguida a soluc¢éo foi
agitada permanentemente por 3 minutos e observado a formagéo de espuma. Espuma
persistente e abundante (colarinho) indicou a presenca de saponina. A formacéo de
uma camada de espuma, permanecendo estavel por mais de 30 (trinta) minutos indica
presenca de saponina (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.4.5. Pesquisa de Catequinas

Reacado com Vanilina: Foram transferidos 3 mL do extrato a ser analisado para

um tubo de ensaio. Em seguida, foi adicionadolmL da solugcdo aquosa de vanilina
[(CeH3CHO(OCH3)OH)] a 1% (m/v) e 1 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado. A
formacao de coloracéo vermelha indica a presenca de catequina (BARBOSA, 2001).

3.4.6. Pesquisa de Acidos Organicos Livres

Reacdo de Pascova: Foram transferidos para um tubo de ensaio 3 mL de

solucdo do material a ser analisado. Posteriormente, foram adicionadas 3 gotas do
reativo de Pascova. O reativo foi preparado no momento do ensaio com 9 gotas do

reativo Pascova A e depois uma gota do reativo de Pascova B. A mistura é estavel
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somente por 5 a 10 minutos. A descoloracéo do reativo de Pascova indica a presenca
de acido organico livre (BARBOSA, 2001).

Reativo Pascova A: foi dissolvido 0,075 g de verde de bromocresol
(C21H14Br40OsS) mais 0,25 g de azul de bromofenol (Ci9H10BrsOsS) em etanol até

completar 100 mL de solucao.

Reativo Pascova B: foi dissolvido 0,25 g de permanganato de potassio (KMnOa)
mais 0,25 g de carbonato de sodio (Na2COs3) em agua destilada até completar 100 mL
de solucdo. No momento de uso para os testes usar 9 partes da solucédo A para 1

parte da solucao B. A mistura sé é estavel entre 5 a 10 minutos.

3.4.7. Pesquisa de Polissacarideos

Reacdo de Lugol: Foram transferidos para um tubo de ensaio 2 mL da SE. Em

seguida, foram adicionadas 5 gotas do reagente Lugol. Foi feito um branco usando
agua e o reativo de Lugol. O aparecimento de coloracdo azul indica a presenca de
polissacarideos (BARBOSA, 2001).

O reativo de Lugol: foi dissolvido 5 g de iodeto de potassio (KI) e 2,5 g de iodo
ressublimado em 25 mL de agua destilada e completar o volume para 50 mL.

3.4.8. Pesquisa de Acucares Redutores

Reacdo de Fehling: Uma aliquota de 3 mL da SE foi transferida para um tubo

de ensaio. Em seguida, foram adicionados 2 mL de reativo Fehling A e 2 mL de reativo
Fehling B. Apos a adigéo, foi aquecido em banho-maria e deixado em ebulicdo por
cinco minutos. O aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, indica presenca de
acucares redutores (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.4.9. Pesquisa de Glicosideos Cardiotdnicos

Reacdo de Kedde: Foi transferida uma aliquota de 3 mL da SE para um tubo

de ensaio. Em seguida, foram adicionadas 3 gotas do reativo Kedde A e 3 gotas do
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reativo de Kedde B. A formacdo de coloracdo azul ou castanho-avermelhada ou

vermelho-violeta indica a presenca de glicosideos cardioténicos (BARBOSA, 2001).

Reativo Kedde A: foi dissolvido 2 g de 3,5-dinitrobenzoico (CeHz(NO2)2COOH)

em 50 mL de metanol.
Reativo de Kedde B: foi dissolvido 5,7 g de hidroxido de potassio (KOH) em 100
mL de metanol.

3.4.10. Pesquisa de Proteinas

Reacdo de Ninidrina: Foi transferida para um tubo de ensaio uma aliquota de 3

mL da SE. Em seguida foi adicionado 0,5 mL de solugéo aquosa de Ninidrina (CoHeOa4)
a 1% (m/v). Em seguida, foi aquecido até a ebulicdo. A formacao de coloracdo azul-
violeta persistente indica a presenca de aminoacidos, com excecdo de prolina e
hidroxiprolina que desenvolvem cor amarela (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).

3.4.11. Pesquisa de Antraquinonas

Reacdo de Borntraeger: Foi transferida para um tubo de ensaio uma aliquota

de 3 mL da SE. Adicionaram-se 2 mL de solucéo de hidréxido de aménio (NH4OH) a
10% (v/v) — ou solugéo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH) a 5% (m/v) —. Agitou-se
suavemente e aguardou-se por um periodo de 5 minutos. A formacéo de coloracéo
résea, vermelha ou violeta indica a presenca de antraquinonas (MATOS, 1997;
BARBOSA, 2001).

3.4.12. Pesquisa de Carotenoides

Reacdo com Tricloreto de Antimdnio: Foram transferidas para um tubo de

ensaio 5 mL da SE e em banho-maria foi evaporado o solvente até a secura. Em
seguida, foi dissolvido com 3 mL de cloroférmio e adicionado 2 mL de solucdo
saturada tricloreto de antimonio (SbCls) em cloroférmio. A formagéo de coloracdo azul
indica a presenca de carotenoides (MATOS, 1997; BARBOSA, 2001).
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3.4.13. Pesquisa de Alcaloides

Adicionaram-se 2 mL da SE, 1 mL de acido cloridrico (HCL) e 4 gotas de
Bouchardat em um 1° tubo de ensaio, 2 mL de extrato, 1 mL de HCI e 4 gotas de
reativo de Dragendorff em um 2° tubo e 2 mL de extrato, 1 mL de HCI e 4 gotas de
Reativo de Mayer em um 3° tubo. A formacéo de precipitados insoluveis e floculoso

confirma a presenca de alcaloides (MATOS, 1997).

3.4.14. Pesquisa de Depsideos e Depsidonas

Ensaios para depsideos e depsidonas: Foi dissolvido em um tubo de ensaio 10

mg do EBMeOH (e fracdes) em 5 mL de éter etilico. Em seguida, foi filtrado e
evaporado o solvente em banho-maria. O sélido residual foi dissolvido em 3 mL de
metanol (CHsOH) e adicionadas 3 gotas de solucéo de cloreto férrico (FeClz) a 1%
(m/v). A formacao de coloracéo verde, azul ou cinza indica a presenca de depsideos
e depsidonas (BARBOSA, 2001).

3.4.15. Pesquisa de Esteroides e Triterpenos

Reacdo de Liebermann-Burchard: 2 mL da SE foi misturada a 2 mL de

cloroférmio (CHCIs) e, em seguida, 1 mL de anidrido acético (C4HeOs3), agitando
suavemente. Por fim, acrescentou-se cuidadosamente trés gotas de acido sulfarico
(H2SO4) concentrado, agitando suavemente e observando, se haveria
desenvolvimento de cores. Coloragao azul evanescente seguida de verde, indica a
presenca de esteroides/triterpenoides respectivamente. (MATOS, 1997; BARBOSA,
2001).
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3.5.Determinacao Quantitativa de Fenois Totais por Espectroscopia na Regido
do UV-vis

Para a determinacao dos teores de fendis totais nesta pesquisa foi utilizado o
Reagente de Folin Ciocalteau, utilizando acido galico (C7HsOs) como padrdo de
referéncia. O reagente de Folin Ciocalteau € uma solucdo de ions complexos
poliméricos formados a partir de heteropoliacidos, ou melhor, consiste na mistura dos
acidos fosfomolibdico (H3PMo012040) e fosfotingstico (HsPW12040), sendo que o
molibdénio se encontra com coloragdo amarela (oxidado) (IKAWA et al., (2003). Esse
reagente oxida os compostos fendlicos, reduzindo os acidos a um complexo azul (Mo-
W), estes grupos oxidaveis (hidroxilas) determinam a quantidade de cor formada, e
assim, pode-se saber 0 quantitativo de fendis totais existentes na amostra (OLIVEIRA
et al., 2009).

A Figura 12 ilustra a reacdo de oxirreducdo entre compostos fendlicos e o

molibdénio-tungsténio.

COOH COO
N32CO3
e
OH OH
COO COO
+2 Mo —» +2 Mo+ 2 H
HO OH O OH
OH O

Figura 12. Reacao do acido géalico com molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocalteau.
Fonte: (OLIVEIRA et al., 2009, p. 697).

A concentracgédo de fendis totais (FT) dos extratos foi determinada como descrito

por Jayaprakasha e colaboradores (2001) com algumas modificacbes. 100 mg do
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material a ser analisado (fracbes hexanica, acetato de etila, n-butandlica e aquosa,
separadamente) foram dissolvidos em metanol, transferidos quantitativamente para
um baldo volumétrico de 100 mL. Logo apés, o volume final foi completado com
metanol. Em seguida, 7,5 mL desta solu¢do foram novamente transferidos para um
baldo volumétrico de 50 mL de capacidade; novamente, o volume desta segunda
solucéo foi acertado com metanol. Uma aliquota de 100 pL da ultima solucéo foi
constantemente agitada com 500 uL do reagente de Folin Ciocalteau e 6 mL de agua
destilada por 1 minuto. Passado 1 minuto, foram adicionadas a mistura, 2 mL de
carbonato de sodio (Na2CO3) a 15% e agitada por 30 segundos. A solucéo foi deixada
em repouso por 2 h ao abrigo da luz, apos este tempo, foi feita a leitura em
espectrofotometro a 745 nm. Finalmente, a solugéo teve seu volume acertado para 10
mL com agua destilada. Guardou-se apo6s 2 h, a absorbancia das amostras foi medida
a 750 nm, tendo como “branco” a mistura do metanol e todos os reagentes, menos o

material analisado (fracdes).

Para a elaboracdo da curva analitica (Figura 13), foi utilizado o acido galico
nas concentracdes de 10 a 350 ug/mL diluido em metanol. As concentracdes de fendis
totais nas amostras foram obtidas a partir da equacéo da reta (y = 0,0004x-0,0011) e
os valores foram expressos em pg/mL de equivalentes de acido galico (EQAG). Para
a determinacdo do rendimento, o teor de fendis totais foi expresso em miligramas

equivalentes de acido galico/grama da fracéo.

0.045
0.04
0.035
0.03
0.025 y =0.0004x - 0.0011
R2 =0.9992
0.02

0.015

Absorvancia (750 nm)

0.01
0.005

0
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0

Acido Galico [pg/mL]

Figura 13. Curva analitica de acido galico para determinacéo de fendis totais pelo método de Folin-
Ciocalteau.
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O teor de fendis totais foi determinado por interpolacédo da absorbancia das

amostras na curva analitica construida com padrao de acido galico.

3.6.Determinacao Quantitativa de Flavonoides Totais por Espectroscopia na

Regido do UV-vis

A dosagem de flavonoides totais das fracbes hexéanica, acetato de etila, n-
butandlica e aquosa das folhas de Morus nigra L. foi determinada segundo o método
colorimétrico do cloreto de aluminio, descrito por Chang e colaboradores (2002), com
algumas modificacdes. O método consiste no fato do cloreto de aluminio (AICls) em
solucéo alcodlica se complexar com os flavonoides formando um cromoforo amarelo,

apresentando absor¢cdo maxima a 425 nm.

Foram misturados 500 pL de uma solucéo de cloreto de aluminio (AICI3) a 2%
com 500 uL da solucdo de amostra (100 pug de cada fracdo, separadamente). Apos
30 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia da mistura de reacdo foi
determinada a 425 nm, contra um branco, consistindo de uma solugéo de 500 pL de

metanol com 500 pL de cloreto de aluminio (AICIs).

O conteudo total de flavonoides foi determinado usando uma curva padréo
(Figura 14) de quercetina (ARVOUET-GRAND et al., 1994) em quatro pontos de
concentragoes (5, 10, 20 e 40 pug/ mL). Cada determinacéo foi realizada em triplicata.
O teor de flavonoides totais foi expresso em miligramas equivalentes de

quercetina/grama da fracao.
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Figura 14. Curva analitica de quercetina para determinacao de flavonoides totais por complexacao
com aluminio.

3.7.Espectroscopia na Regido do Infravermelho (1V)

Para a determinacéo quantitativa de fendis totais, flavonoides totais bem como
para a determinacdo da atividade antioxidante, foi utilizado um espectrofotdmetro
modelo SPECTRUM SP-2000 UV.

Os espectros de absorcdo na regido de infravermelho (IV) foram obtidos no
Instituto de Andlises Forenses (IAF) da Policia Civil do Estado do Acre, com o auxilio
de um espectrometro modelo Frontier™ IR/NIR da PerkinElmer (Figura 15) com um
acessorio ATR (Attenuated Total Reflectance), de forma a minimizar o desvio do feixe

do infravermelho.
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Figura 15. Espectrometro modelo Frontier™ IR/NIR da PerkinElmer

As amostras (FDicMet, FACOEt, FBUOH e FAQ) encontravam-se em estado
semissolido. Pequenas por¢des foram retiradas e colocadas diretamente no feixe de
leitura no IV, este, calibrado na faixa de 500 a 4.000 cm?, com resolugéo de 4 cm™ e
acumulacdes de 64 varreduras, utilizando o software Spectrum versao 10.4.2 da
PerkinElmer.

3.8.Cromatografia Gasosa Acoplada com Espectro de Massa (CG-EM)

A cromatografia gasosa foi realizada no departamento de pericia da Policia
Federal no Estado do Acre, por meio de uma coluna capilar HP-5MS de 30 m, 0,250
mm D.I. e filme 0,25 pum, acoplada a um equipamento Agilent GC System 78902. A
ionizacao eletrbnica e deteccdo dos fragmentos por espectrometria de massa foi
realizada em um equipamento Agilent Inert XL EI/CI MSD 5975C (Figura 16).
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Figura 16. Equipamento utilizado na CG-EM.

A CG-EM foi feita com as fracdes* FDicMet e FACOEt. Para a separacéo e a
identificacdo dos compostos organicos, o gas de arraste usado foi o hélio com uma
vazao de 1,0 mL/min. A programacdao de temperatura do forno do cromatégrafo foi a
seguinte: temperatura do injetor 325°C; temperatura inicial da coluna 90°C por 0,7 min,
depois 35°C/min até atingir 240°C por 4,87 min, depois 8°C/min até atingir 290°C por
0 min e finalmente 25°C/min por 6 min. As analises dos espectros de massas foram
feitas por comparacéo aos espectros encontrados na biblioteca NIST 8.0. O modo de
injecao foi splitless a 250 °C por 1 min. O volume injetado foi de 1,0 uL. O tempo de
corte do solvente foi de 4,0 min e o tempo total da corrida cromatografica foi de 80
min. A deteccéo foi realizada por um detector seletivo de massas com ionizacéo por
impacto de elétrons a 70 eV, em modo de ionizacao positiva. As analises em espectro

de massas foram operadas no modo full scan para a identificagdo dos compostos.

4 A falta de filtro (para seringa) adequado impossibilitou a filtracdo bem como diluicdo das demais
fracOes, desta forma foi possivel somente trabalhar com as fragdes FDicMet e FACOEL.
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As temperaturas da fonte de ions e da linha de transferéncia do CG-EM foram
de 270 °C. A faixa de varredura de m/z foi de 50 a 550. Os espectros de massa foram
comparados com os compostos de referéncia da biblioteca NIST e com dados da

literatura.

3.9.Avaliacdo da atividade antioxidante

Uma aliquota das particbes (separadamente), foi solubilizada em metanol
obtendo-se uma solucdo estoque de concentracao final de 2,0 mg/mL. Diferentes
volumes da solugéo estoque (25 pL a 1000 pL), foram acondicionadas com 2 mL de
solucdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (0,03 mM) gerando diferentes
concentracdes (25 a 1000 pg/mL). ApGs o tempo de reacdo de 30 min a absorbancia
foi lida em 515 nm e convertida em porcentagem da atividade antioxidante (AA)

usando a seguinte equacao:

AA(%) = |Acontrale:) — Aamosira X 100
Acontrole(-) (1)

Onde:
Acontrole(-) = absorbancia da solu¢édo de DPPH sem a amostra;
Aamostra = absorbancia da amostra com o DPPH.

Um controle foi feito com 2 mL de DPPH (controle negativo). Os testes foram
feitos em triplicata. Os valores da metade da Concentracéo Inibitéria maxima (ICso)®
foram calculados por regressdo linear e plotados em grafico, onde a abscissa
representa a concentracdo do extrato testado e a ordenada a proporcdo da

porcentagem da atividade antioxidante.

Andlise estatistica: Os experimentos foram realizados em triplicata. Os

resultados sédo apresentados como meédia + desvio padrao (DP).

5 Se trata de uma medida da eficacia de uma substancia (neste estudo, as folhas da amora) na inibicdo
de uma funcgéo bioldgica ou bioquimica especifica (neste caso, fungdo antioxidante).
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3.10. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Com relagdo ao teste antimicrobiano, o mesmo foi realizado por meio do
método de difusdo em discos (de papel filtro). As linhagens de bactérias utilizadas
foram obtidas a partir da Colecédo de Microrganismos do Laboratorio de Microbiologia
Aplicada (Rede Bionorte) da Universidade Federal do Acre (UFAC). Para este ensaio
foram utilizadas duas bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
12598), Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733) bem como duas bactérias gram-
negativas: Escherichia coli (ATCC 10536) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883).

Foram utilizados discos de papel de filtro com didametro de 6 mm, conforme
sugerido por Rabanal et al. (2002) e por Karaman et al. (2003) e estabelecido como
padrao pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards) (BARRY e
THORNSBERRY, 1991) para conhecer o perfil de atividade dos extratos. Para este
ensaio, utilizaram-se aliquotas de 10 pL dos extratos na concentracdo de 300 mg/mL
para impregnar os discos de papel. Anteriormente, as fracbes hexanica e acetato de
etila foram solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO), ja as fracdes metandlica, n-
butandlica e aquosa, foram solubilizadas em agua destilada estéril e, entao,

esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 um (TPP).

Uma suspensédo do microrganismo-teste (1,5 x 108 UFC/mL para bactérias) foi
determinada através de comparacao visual com um padrdo na concentracéao de 0,5
na escala de Mc Farland e espalhada (0,1 mL) sobre a superficie de meio solido AMH
(Agar Mieller-Hinton) em placa de Petri de (15 x 90 mm). Logo apés, foram
adicionados sobre as placas inoculadas, os discos impregnados com 0s extratos e
frac6es do material analisado. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Ap0s este
periodo foi realizada a leitura visual sendo observado o halo de inibicdo de

crescimento microbiano quantificado em mm com o auxilio de um halémetro.

Como controle positivo foi utilizado 30 pg de cloranfenicol (C11H12CI2N20s) e
como controle negativo utilizou-se os discos impregnados com DMSO. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Prospeccéo Fitoquimica

A avaliacdo fitoquimica dos extratos e fracdes das folhas da amora preta,
possibilitou a analise qualitativa dos seus metabdlitos secundarios. Conforme
mostrado na Tabela 2, os flavonoides, os taninos/fendis, os alcaloides, bem como, os
esteroides e triterpenos estdo presentes em todas as fracdes do extrato metandlico
das folhas da amora preta. JA as saponinas, estdo presentes apenas na fracdo
aguosa. A respeito da presenca de catequinas, acidos organicos livres,
polissacarideos, acucares redutores, glicosideos cardiotbnicos, proteinas,
antraquinonas, depsideos e depsidonas, estas, ndo foram identificadas em nenhuma

fracao testada.

Tabela 2. Principais grupos quimicos presentes nas fracdes do extrato metandlico das

folhas da espécie Morus nigra L.

FRACOES

HEXANO DICLOROMETANO ACETATO n-BUTANOL AQUOSA
DE ETILA

PESQUISA

Flavonoides + + + +
Taninos/Fenodis + + + +
Saponinas - - - -

+ + +

Catequinas - - - - -
Acidos Organicos - - - .

Livres

Polissacarideos - - - - -

AcUcares - - - - -
Redutores

Glicosideos - - - - -
Cardiotdnicos

Proteinas - - - - -
Antraquinonas - - - - -
Carotenoides

Alcaloides + + + + +
Depsideos e - - - - -
Depsidonas

Esteroides e + + + + +
Triterpenos

Nota: (+) teste positivo; (-) teste negativo.
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Song et al. (2009) ao realizarem estudos com diferentes tipos de amoras,
encontraram alcaloides nas folhas da espécie Morus nigra L., sendo o principal
encontrado conhecido como 1-deoxynojirimycin, que por sua vez, esta relacionado a
reducdo dos niveis de glicemia. Da mesma forma, Imran et al. (2010), ao analisarem
os frutos das amoras cultivadas no Paquistédo, verificaram também a presenca de
alcaloides nos frutos analisados. Desta forma, pode-se inferir, que o resultado

encontrado esta de acordo com os ultimos estudos desta espécie.

Com relacdo aos esteroides e triterpenos, Padilha et al. (2010) chegaram a
mesma constatacdo ao trabalhar com extrato bruto das folhas amora preta cultivadas
no Brasil, pois segundo dados apresentados, os autores identificaram o composto
denominado [-sitosterol (C29Hs00). Todavia, em tal trabalho, ndo foi relatado a
presenca de alcaloides, diferindo com os resultados aqui apresentados quanto a

pesquisa por alcaloides.

Pode-se verificar que na fracdo aquosa ha uma reacéo positiva para saponinas,
estas, tanto em meio acido, quanto neutro e basico. Também foram encontrados na
amostra, taninos condensados, visto que ao fim da reacdo com cloreto férrico (FeCls),
houve a formacéo de coloracéao verde. Estes resultados ndo se assemelham com os
relatados por Padilha et al. (2010), ao analisar os extratos da folha desta espécie, visto
gue nao foi observado a presenca de saponinas pelo método de formacéo de espuma

muito menos a presenca de taninos pelo método do FeCls.

Com relacdo aos taninos, estes, sdo substancias fendlicas responsaveis pela
adstringéncia em muitos frutos, logo, é absolutamente comum a presenca de tais
compostos nos produtos vegetais, visto que além de sua importancia no sabor dos
frutos, os metabdlitos secundarios, como controle de insetos, fungos e bactérias, por
exemplo (SIMOES et. al, 1999). A respeito destes Ultimos metabdlitos secundarios,
controle de fungos e bactérias, importa dizer que estudos sobre atividade dos taninos
evidenciaram importante acdo antibacteriana, acao sobre protozoarios bem como na
reparacao de tecidos, regulacdo enzimatica e proteica, todavia, tais efeitos estédo
diretamente ligados a dosagem, tipo de tanino ingerido (tanino hidrolisavel ou
condensado) e periodo de ingestdo (SANTOS e MELLO, 1999).

Desta forma, as analises da prospeccao fitoquimica permitiram evidenciar

alguns metabdlitos secundario que, podem (ou ndo) estarem associados as atividades
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bioldgicas apontadas pela medicina popular. Todavia, ainda é muito precoce afirmar

a existéncia de tais atividades, logo, se faz necessario analisar os proOximos testes.

4.2.Analise Quantitativa de Fendis Totais

Tabela 3. Determinacdo do teor de Fenois Totais das fracdes do extrato metandlico

das folhas da amora preta.

Fracdo Média (ug/mL) Desvio padréo

FHex 2,536 0,304
FDicMet 10,238 0,105
FACOEt 372.722 0,542
FBUOH 400,750 0,131

FAQ 304,342 0,374

Conforme demonstrado na Tabela 3, as fragbes FAcCOEt e FBuOH
apresentaram um maior teor de fendis totais, com 372,722 e 400,750 pug/mL EqAG,
respectivamente. O resultado ficou dentro do esperado, ja que estas fracBes

apresentam uma alta polaridade.

O oposto se observou com relacdo as fracbes FHex e FDicMet, onde foi
identificado um teor correspondente a 2,536 e 10,238 ug/mL EgAG, respectivamente.
Todavia, as fracbes com hexano e diclorometano, teoricamente ndo deveriam
apresentar teores de compostos fendlicos, visto que estas fracées sao relativamente
de baixa polaridade. Estudo anterior (SILVA, 2012) mostrou resultados bem proximos
do observado nesta pesquisa (Tabela 4), com relacdo a quantidade de fenois totais
identificada na fracdo hexanica, acredita-se que é atribuida as possiveis
contaminacgdes decorrente do processo de fracionamento a partir do extrato bruto,

todavia, trata-se de quantidades muito baixas.

Com relagdo a FAq, também foram identificados valores de fendis totais
elevados (304,342 pg/mL EgAG).
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Tabela 4. Valores encontrados em outra pesquisa para a determinacao do teor de

Fenois Totais das fracdes do extrato metandlico das folhas da amora preta.

Fracdo Meédia (ug/mL) Desvio padrao

FHex 10,667 3,607
FDicMet --- ---
FACOEt 358,133 1,847
FBUOH 395,000 5,568

FAq 277,333 3,607

Fonte: (SILVA, 2012).

Os resultados encontrados de teor de compostos fendlicos totais para estas
fragOes, foram bem parecidos com trabalhos anteriores, todavia, tais teores de
compostos fendlicos em plantas podem variar por diversos fatores, dentre eles, podem
ser citadas as diferencas genéticas entre os frutos, o grau de maturacéo (no caso de
frutos) no momento da colheita e sobretudo, as condi¢cdes de cultivo como tipo de
solo, irrigagcdo bem como exposicdo a luz solar e presenca de pragas (PIEKARSKI,
2013). Também se deve levar em consideracao a forma que os extratos e fracfes
foram preparados, visto que podem ter sido provenientes de diferentes solventes, e
estes por sua vez, tém grande chance de serem responsaveis pela variacdo dos

resultados encontrados.

Os resultados obtidos para a quantificacdo de teores totais de compostos
fendlicos pode ser um forte indicio da atividade antioxidante, visto que tais compostos
ao interagir com alguns radicais livres, 0s mesmos sdo consumidos durante a reagao,
inibindo os processos da oxidagcdo (ANGELO; JORGE, 2007).

4.3.Andlise Quantitativa de Flavonoides Totais

Tabela 5. Determinacdo do teor de Flavonoides Totais das fragdes do extrato

metanalico das folhas da amora preta.

Fracdo Média (ug/mL) Desvio padréo

FHex 1,635 0,385
FDicMet 5,488 0,516
FACOEt 60,959 0,398
FBUOH 71,424 0,419

FAq 2,255 0,285

Ao analisar a Tabela 5, pode-se observar que as fracbes que tiveram maior
teor de flavonoides foram as FACOEt e FBUOH, assim como no caso dos fendis totais.
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O mesmo aconteceu com relacdo aos flavonoides presentes na FHex. Apesar da
baixa polaridade, encontrou-se uma pequena quantidade destes nesta fracdo, que
assim como no caso anterior (dos fendis totais), pode-se atribuir este fendbmeno as
possiveis contaminacdes decorrentes da etapa de fracionamento do extrato bruto

metanolico.

Com relacdo a FAQ, observou-se um valor bem abaixo do identificado no teste
de fendis totais. Silva (2012) também observou um resultado semelhante (Tabela 6),
no entanto com um valor pouco acima do que neste estudo (4,5 EqQ. quercetina), este
fato possibilita a hipétese da fragdo aquosa néo ser realmente 304,342 em pg/mL
EgAG observado no teste quantitativo de fendis totais. Ao invés de fendis, estes,

poderiam ser carboidratos presentes nesta fracdo (FAQ).

Tabela 6. Valores encontrados em outra pesquisa para a determinagdo do teor de
Flavonoides Totais das fracGes do extrato metandlico das folhas da amora preta.

Fracdo Média (ug/mL) Desvio padréo

FHex 2,400 0,000
FDicMet
FACOEt 53,867 0,924
FBUOH 65,600 0,419

FAQ 4,533 0,924

Fonte: (SILVA, 2012).

Assim como no caso dos FT, varios fatores ambientais influenciam a producao
de flavonoides nas plantas, como, por exemplo, infeccdo bem como temperatura,
nutricdo e qualidade de radiacdo (BLANK, 1947). Este ultimo, € um dos fatores que,
via de regra, esta relacionada a variagcao quantitativa dos flavonoides encontrados no
reino vegetal, visto que muitos trabalhos (BLANK, 1947) demonstraram que ha um
aumento quantitativo dos mesmos em 6rgaos expostos a luz (se comparado aqueles

gue estdo a sombra).

Assim como na quantificacdo dos fendis totais, os resultados obtidos para os
valores de flavonoides totais corroboram para a tese de que a presente espécie
estudada apresenta acdo antioxidante. Simdes et al (1999), diz que dentre varias
acdes no organismo biolégico por meio dos flavonoides, pode-se destacar a
capacidade do controle de acdo de hormoénios bem como de agentes alelopaticos,

ambas a¢bes também observadas na medicina popular.
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4.4 .Analises do Infravermelho

Durante a realizagdo deste teste, ndo houve em nenhum momento a
preocupag¢ao com quantificar a massa das amostras analisadas, visto que a intengéo
deste teste, segundo Lopes e Fascio (2004) € de uma analise qualitativa dos
compostos organicos presentes. Os principais componentes quimicos presentes
numa deteccao de moléculas organicas por IV sdo aqueles que contém bandas como
C-H, N-H e O-H (XIE et al., 2011).

E possivel por meio desta técnica identificar os grupos funcionais que
constituem a amostra (mesmo sendo uma mistura de compostos) bem como de que
forma os &tomos pertencente a amostra se encontram ligados, uma vez que a técnica
permite a producéo de espectros de absorcéo ou transmisséo por meio da incidéncia
de um feixe de luz na regido do infravermelho (LEITE; PRADO, 2012).

Para fins de melhor visualizacao (separadamente) dos espectros no IV de cada

fracdo das folhas da amora preta, vide apéndice A.

Os resultados obtidos pela analise do infravermelho sdo mostrados na Figura
17, percebe-se que os espectros obtidos pelas fracbes FDicMet, FACOEt, FBUOH e
FAq séo similares nas regides de 1.500 a 4.000 cm, diferenciando-se, ligeiramente,
entre 500 e 1.500 cm™, onde o espectro da fracdo FACOEt apresenta perfil da banda
(baixa intensidade) em 1262.96 cm indicando presenca de C-O de éteres (éteres

aromaticos e vinilicos: 2 bandas).

Nos quatro casos é possivel verificar que 0s espectros apresentam nas regides
entre 3.000 e 3.500 cm™, perfil da banda (alargada) em 3.306 cm indicando presenca
de OH de alcool ou fenol. Da mesma forma, é possivel observar nos quatro casos, a
presenca de picos de estiramento da ligacdo C-H de alcano (3.000-2.840 cm?) e

absorcdo moderada da regido 1.600-1.630 cm™ que pode ser atribuida a C=0.

Evidencia-se também deformacgéo angular simétrica no plano de CH2 (~1.460
cm™), vibragdes C-O (1.300-1.000 cm™?) bem como estiramento C-X (haletos de
alquila) em 1.000-500 cm-2.
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Figura 17. Espectros IV das frac6es das folhas da amora preta.
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Gazola (2014), ao realizar diversos estudos com polpas de frutas, dentre elas
a amora, obteve resultados bem préximos do que foram obtidos nesta investigacao
com as folhas da amora, pois observou estiramento O-H presente na polpa da amora,
bem como a verificacdo de grupos C-H (alcanos), C=0, CH2, C-O e C-X (haletos de

alquila).

Diante dos resultados obtidos, constata-se que apesar das fragbes testadas
possuirem solventes distintos (acetato de etila, diclorometano, n-butanol e dgua), os
guatro espectros apresentaram compostos com grupos funcionais semelhantes, o que
diferenciou foi apenas a intensidade de cada composto, visto que se tratou de um
teste qualitativo e ndo quantitativo. Tais resultados, corroboram com a prospeccgao
fitoquimica, pois os grupos funcionais identificados, fazem parte daqueles presentes

nos compostos secundarios anteriormente apresentados.

4.5.Identificacdo de compostos via CG-EM

As fracdes FACOEt e FDicMet do extrato metandlico das folhas da amora preta
foram analisadas em cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massa (CG-
EM).

O cromatograma da FACOEt apresentou 18 picos (Figura 18) e o da FDicMet
apresentou 5 picos (Figura 19), indicando uma presenca maior de constituintes em
fracdo obtida com solvente organico mais polar. Foram propostas identificagfes para
4 substancias em FACOEt e para 2, em FDicMet. Sendo que 1 substancia foi detectada

em ambas as fracoes.
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Figura 19. Cromatograma da FDicMet obtido por CG-EM.

Os compostos identificados nas duas fracdes sdo apresentados na Tabela 7.
A identificacdo de algumas substancias foi realizada mediante comparacdo dos
espectros de massas dos componentes de cada amostra com 0s espectros das
bibliotecas NIST05 e WILEY7. N&o foi possivel a identificacdo de todos os picos
presentes nos cromatogramas das amostras, pois apresentaram espectros de massas
com indice de similaridade baixo (<50%) em relacdo aos espectros das espectrotecas.
Especificamente no caso da FACOEt, visto que, a pesar de que sairam diversos
compostos, 0os cromatogramas ficaram bem poluidos, com uma linha de base alta e

alguns picos nao bem resolvidos.
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Tabela 7. Identificacdo de compostos propostos pela analise por CG-EM das fracdes
FACOEt e FDicMet.

Fracdo Acetato de Etila Frac&o Diclorometano
Provaveis compostos (FACOEt) (FDicMet)
MM | TR | % MM | TR | %

Acidos graxos
Acido estearico
(4cido octadecandico)
Acido laurico
(4cido dodecandico)
Terpenoides/Esteroides
Megastigmatrienona
(4-[but-1(E),3-dienil]-3,5,5- 190 32,974 76,5 - - -
trimetil-ciclohex-2-en-ona)
B-sitosterol
(17-(5-Ethyl-6-metilheptan-2-
ol)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahidro-1H-
cyclopenta[alfenant-3-em-ol)
Loliolida
((6S,7aR)-6-hidroxi-4,4,7a-
trimetil-2,4,5,6,7,7a-hexahidro-
1-benzofuran-2-ono)
MM = Massa molecular; T.R.= Tempo de retencéo; % = Probabilidade de ser o referido composto
segundo a biblioteca do equipamento.

284 6,349 85,6 - - -

172 4,355 90,4 - - -

414 35,54 90 414 40,57 95,6

- - - 196 37,21 93,0

Observa-se a presenca de acidos graxos apenas na FACOEt. JA os compostos
terpénicos foram encontrados tanto na fracdo FACOEt quanto na fracdo FDicMet,
neste grupo, o B-sitosterol esteve presente em ambas as fracdes, enquanto o Loliolida

apresentou-se exclusivamente na FDicMet.

O fato de uma substancia estar presente em uma fracdo, mas em outra ndo, ou
ainda estar presente em ambas, deve-se ao grau de afinidade do composto com o
solvente organico ao qual cada fracéo foi extraida e/ou ao teor de concentracao da

substancia presente nas fragoes.

Os espectros de massas dos acidos graxos identificagdo sugerida nas
amostras bem como suas respectivas estruturas séo apresentados nas Figuras 20 e
21.
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Figura 20. Espectro de massas e estrutura do acido estearico.
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Figura 21. Espectro de massas e estrutura do 4cido laurico.

Como foi dito anteriormente, os acidos graxos foram detectados somente na
fragcdo FACOEt, os dois espectros de massas acima representados (Figuras 20 e 21)
sdo caracteristicos de acidos graxos livres, ou seja, nestes espectros, 0 pico
referente ao ion molecular € pouco intenso e o pico base ou a presenca de um pico
com grande intensidade envolve o rearranjo de McLafferty do ion molecular, com
quebra da ligagao 3 ao grupo carbonila (SILVERSTEIN et al., 2007).

Com relacdo a fragmentacdo dos acidos graxos via espectro de massas, de
uma forma geral, pode-se observar a existéncia da formacéo de fragmentos comuns,
como por exemplo, na fragmentacdo do acido hexadecandico (acido palmitico)
(Figura 22 a, p. 65), tem-se os ions m/z 213, m/z 185, m/z 171, m/z 129, m/z 73 (pico
base) e m/z 60 (Figura 22 b, p. 65), estes, comuns aos acidos estearico e laurico aqui
apresentados (SANCHEZ, 2012; SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 22. Fragmentagédo do acido hexadecandico por impacto de elétrons (a) e formagéo do
fragmento m/z 60 por rearranjo de McLafferty (b). Fonte: Adaptado de Sanchez (2012) e Silverstein et
al. (2007).

O composto 4-[but-1(E),3-dienil]-3,5,5-trimetil-ciclohex-2-en-ona, conhecido
como megastigmatrienona, foi detectado somente na fragdo FDicMet. Segundo
Uenojo (2007), trata-se de um composto volatil originado a partir de carotenoides, este
composto esta classificado como sendo um terpenoide, seu espectro de massas com

identificagdo sugerida bem como sua respectiva estrutura estdo apresentados na

Figura 23.
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Figura 23. Espectro de massas e estrutura da megastigmatrienona.

Pode-se observar que, na fragmentacdo deste composto, o pico do ion
molecular é intenso (m/z 190), o fragmento m/z 175 se forma pela perda de uma metila
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pelo ion molecular (OLIVEIRA, 2014). Os fragmentos m/z 190, 175, 148, 131, 119, 91
e 77 sdo comuns nos espectros das megastigmatrienonas (NONIER et al., 2005),
logo, pode-se dizer, que tal espectro de massas estd de acordo com a literatura. Na
Figura 24 tem-se uma proposta dos fragmentos observados no espectro de massas

da megastigmatrienona.
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Figura 24. Fragmentacédo da megastigmatrienona por impacto de elétrons. Fonte: Oliveira (2014).

A andlise por CG-EM sugeriu a presenca do composto B-sitosterol, tanto na
fracdo com acetato de etila quanto na fracdo com diclorometano.

No espectro de massas do B-sitosterol (Figura 25) o pico do ion molecular em
m/z 414 nao esta evidente. Todavia, segundo sugere a literatura, por meio da perda
de uma molécula de H20 pelo ion molecular, forma-se o fragmento m/z 396, da
mesma forma, outros ions séo formados a partir de rearranjos, como por exemplo, 0s
fragmentos m/z 145, m/z 121, m/z 105, m/z 95 e m/z 91 (OLIVEIRA, 2010). A Figura
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26 apresenta uma proposta de fragmentagao para o B-sitosterol.

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura 25. Espectro de massas e estrutura do -sitosterol.
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Figura 26. Fragmentagao do 3-sitosterol por impacto de elétrons. Fonte: Oliveira (2010).
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O B-sitosterol esta classificado no grupo dos esteroides, dentro deste grupo,
ele esta sub classificado como um fitosteroide (sdo quimicamente semelhantes ao
colesterol e outros hormonios de origem animal), isto, pois, encontra-se amplamente
distribuido nos vegetais. Sao utilizados pelas industrias quimica e farmacéutica para
semi-sintese de cortisona e hormoénios utilizados como anticoncepcionais e séo
precursores de vitamina D (OLIVEIRA, 2014; GABAY et al., 2010; HAN et al, 2008).

Com relacdo a pesquisas feitas com a espécie em estudo (Morus nigra L),
também identificou o composto B-sitosterol nas folhas da amora preta, atribuindo
alguns beneficios no combate ao colesterol (PADILHA et al., 2009; 2010a; 2010b).
Outros estudos também comprovam a eficacia de tal fitosterol no combate e
prevencdo de problemas cardiovasculares, doengas da préstata, no controle da
glicemia, no tratamento da diabetes bem como no tratamento para minimizar os
efeitos da menopausa (VOLPATO et al., 2011; PADILHA et al., 2009; 2010a; 2010b).

Desta forma, com a presente identificacao, foi possivel ratificar alguns saberes
populares com relacao a utilizacdo das folhas da amora preta como cha em uso para
fins medicinais, como por exemplo, a utilizacdo do cha para minimizar os efeitos da
menopausa. Isto, devido a identificagdo do composto denominado B-Sitosterol, que
segundo a literatura consultada, € um fitosterol responsavel por muitas atividades
benéficas para o organismo humano, dentre eles, no tratamento da menopausa, como

afirmam os saberes populares.

Por fim, a analise por CG-EM sugeriu a presenca de Loliolida na fracao
FDicMet. No espectro de massas da Loliolida (Figura 27) observa-se a presenca do
pico do ion molecular em m/z 196. O fragmento m/z 178 se forma devido a perda de
uma molécula de H20 pelo ion molecular, outros ions sdo formados a partir de
rearranjos, como os fragmentos m/z 178, m/z 163, m/z 105 e m/z 111 (OLIVEIRA,

2010). A Figura 28 apresenta uma proposta de fragmentagao para o B-sitosterol.
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Figura 27. Espectro de massas e estrutura da Loliolida.
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Figura 28. Fragmentagdo da Loliolida por impacto de elétrons.
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A Loliolida esta classificada como lactona terpénica, tendo como algumas

propriedades biolégicas reportadas, atividades como repelente (de formiga), inibidora

de germinagdo, imunossupressiva e citotoxica contra carcinoma humano

de

nasofaringe (KB) e leucemia linfoide (P388) (CONEGERO et al., 2003). Até o presente

momento ndo existem relatos na literatura com este composto extraido das folhas da

amora preta.
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4.6.Avaliacao da Atividade Antioxidante

A evidéncia da atividade supressora da amostra foi determinada pelo célculo
da concentracgdo inibitoria capaz de suprimir 50 % da forma radicalar no sistema (ICso),
esta, por sua vez, € inversamente proporcional ao valor numérico do ICso. Isto é
possivel visto que O DPPH?- foi reduzido pela agdo de um antioxidante, no caso em
particular, por meio das fracbes das folhas da amora preta, formando 2,2-difenilpicril-
hidrazina (DPPH) (Figura 29), cuja coloragdo é amarela. Nesta etapa, ocorre o
desaparecimento da banda de absorcdo, que, por sua vez, € monitorada pelo

decréscimo da absorbancia do material analisado (Figura 30).

A3 0 OO0

N NO; HsC CHs O,N NO, HiC CHs
OH o

N02 NOQ

Figura 29. Reacéo quimica entre o BHT e o radical DPPH'. Fonte: (OLIVEIRA et al., 2009, p. 697).
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Figura 30. Mudanca da coloragéo purpura para amarela resultante do processo de reducéo do
DPPH- pelas folhas da amora preta.

Por meio dos resultados obtidos a partir da leitura da absorbancia, determinou-
se a porcentagem de atividade antioxidante (quantidade de DPPHe+ consumida pelo
antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a porcentagem de DPPH-

remanescente no meio reacional (OLIVEIRA et al., 2009).

Na Tabela 8, tem-se os resultados obtidos para a atividade antioxidante, que,
sdo baseados no perfil que apresenta maior potencial supressor das formas

radicalares ou oxidantes estudadas, ou seja, os menores ICso.

Tabela 8. Resultados para a atividade antioxidante baseadas no ICso.

Fracdo ICso(ppm) Desvio padréo

FACOEt 49,337 0,443
FDicMet 50,362 0,222
FBUOH 50,405 0,322

FAq 49,594 0,587

FHex 500,523 0,221
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O padrdao BHT (2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) foi empregado como
controle positivo, cujo ICso encontrado foi de 16 ppm® (SILVA, 2008). Desta forma, ao
analisar os dados da Tabela 8, pode-se chegar a conclusdo de que as folhas da
espécie estudada apresentam uma significativa atividade antioxidante, com excec¢éo
apenas da fracdo hexanica, visto que seu ICso apresentou valor bem maior que as

demais fracoes.

O valor” elevado acerca da atividade antioxidante, ratifica a constatacdo da
guantificacdo tanto na prospeccao fitoquimica quanto no teste de quantificacdo dos
teores de fendis totais, visto que o0s resultados foram positivos. A atividade
antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica, desempenhando assim, um papel importante tanto no
sequestro quanto na neutralizacdo de radicais livres, dentre eles, os EROs, evitando

por sua vez, a propagacao do processo de estresse oxidativo.

A busca por produtos naturais com atividade antioxidante vem ganhando cada
vez mais espaco na industria alimenticia, visto que pesquisas ndo descartam a
possibilidade dos antioxidantes (sintéticos®) empregados apresentarem alguns efeitos
téxicos no organismo bioldgico, como por exemplo, o galato de propila (C10H120s),
quando em presenca de peréxido de hidrogénio, reage com ions ferrosos formando
EROs, as quais podem posteriormente atacar alvos biolégicos (SOARES, 2002;
SOUSA, 2007).

No caso dos agentes antioxidantes naturais, os compostos intermediarios
formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sé@o relativamente estaveis, visto que
em sua estrutura apresentam anéis aromaticos, que sdo estabilizados por
ressonancia. Desta forma, os resultados apresentados possibilitam chegar a
conclusao de que as folhas da amora preta apresentam propriedades antioxidantes
guando comparadas ao antioxidante sintético (BHT) utilizado como padréo podendo

ainda ter a vantagem de baixa possibilidade de toxicidade no organismo bioldgico.

6 Valor padréo do ICso em ppm, utilizando um antioxidante sintético (BHT)

7 Vale ressaltar que existem algumas evidéncias acerca da acéo in vitro dos fendis e polifendis com
espécies reativas de oxigénio, que, em algumas circunstancias, tal como o ascorbato e os carotendides,
mostraram caracteristicas pré-oxidantes, todavia, ndo foi o caso do estudo em questédo (SOUSA, 2007).
8 butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ), tri-hidroxi-
butil-fenona (THBP) e galato de propila (GP).
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4.7.Avaliacéao da Atividade Antimicrobiana

Na Figura 31, pode-se observar de forma esquematica, o principio utilizado no
teste para a atividade antimicrobiana. Apesar de ser um teste relativamente simples,
apresenta resultados qualitativos confiaveis e, por isso, € um dos métodos mais
utilizado pelos laboratérios de microbiologia. Em linhas gerais, seu principio basico é
a difusdo do disco impregnado com o antimicrobiano (no caso em particular, as
fracOes das folhas da amora preta) na superficie de uma placa contendo meio de
cultura, este, rico em nutrientes no qual as bactérias podem se multiplicar. Em caso
de teste positivo, o antimicrobiano se difunde na area ao redor do disco, e um halo de

lise bacteriana se torna visivel, em caso de teste negativo, ndo ha formacéo de halo.

Sem formacao Com
de halo formacao de
) halo
Resistente
Sensivel

Figura 31. Representacdo esquematica do principio de funcionamento do teste microbiano disco-
difusdo em agar.

Os resultados constatam a nédo atividade antimicrobiana do extrato bruto
metandlico bem como das fracbes das folhas da amora preta testadas para as
bactérias mencionadas, visto que ndo houve a formagédo de nenhum halo de lise
bacteriana visivel ao redor dos discos, em outras palavras, as bactérias testadas

foram resistentes ao material analisado.

Em diversos estudos sobre plantas que possuem presenca de taninos,
evidenciaram importante acdo antibacteriana/antimicrobiana, ac&do sobre
protozoarios, na reparacao de tecidos, regulacdo enzimatica e proteica, assim, pelo
fato das folhas de amora preta aqui estudadas apresentarem tal composto esperava-
se a atividade antimicrobiana como resultado, no entanto, n&o foi o constatado. Com
relacdo as atividades bactericidas e fungicidas nos taninos, sejam hidrolisaveis ou

condensados (observado neste estudo), ocorrem por trés caracteristicas gerais
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comuns: complexacdo com ions metalicos; atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres; habilidade de complexar com outras moléculas, principalmente
proteinas e polissacarideos (SANTOS, MELLO, 2001).

Pesquisas mostram que a atividade antimicrobiana é relacionada a acao
antioxidante dos fitoquimicos, este seria mais um forte indicio para a possivel acéao
antioxidante das folhas da amora preta, visto que as mesmas apresentaram um bom
teor de acdo antioxidante, todavia, esta relacdo pode variar de acordo com a
concentracao e o tipo de bactéria a ser estudada (MATASYOH et al., 2009; WU et al.,
2008; THITILERTDECHA et al., 2008).

Ainda, pesquisas realizadas com o extrato das frutas da amora preta frente a
bactéria gram-negativa Salmonella enteriditis, mostram resultados antimicrobianos
positivos, estes, segundo os autores, relacionados com a capacidade antimicrobiana

in vitro que estes extratos apresentaram (MARTINI et al., 2009).
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CONCLUSOES

Este estudo foi impulsionado por meio de saberes populares (ou tradicionais),
visto que na medicina popular, o cha das folhas da amora preta (Morus nigra L) serve
para diversos tratamentos de doencas, como por exemplo, dores de cabeca, célicas
menstruais, insbnia, além de relatos acerca de possivel acdo de reposi¢cdo hormonal
em mulheres na menopausa. Desta forma, o principal foco de interesse foi verificar o
perfil fitoquimico bem como as possiveis atividades antioxidante e antimicrobiana

presentes nas folhas da amora preta.

Apos a realizacao da prospeccao fitoquimica, foi possivel concluir que existem
flavonoides, taninos/fendis, alcaloides bem como esteroides e triterpenos presentes
em todas as fracdes do extrato metandlico das folhas amora preta. Ja as saponinas,
estdo presentes apenas na fracdo aquosa. Nao foi constatada em nenhuma fracédo do
extrato bruto metandlico a existéncia de catequinas, acidos organicos livres,
polissacarideos, acucares redutores, glicosideos cardiotbnicos, proteinas,
antraquinonas, depsideos e depsidonas.

A respeito da quantificacdo de compostos fendlicos bem como de flavonoides
totais, foi possivel identificar valores bem préximos a outros estudos de ambos os

compostos nas fragcoes testadas.

Com relacdo aos testes para avaliar as atividades biologicas, atividade
antioxidante e antimicrobiana, chega-se a concluséao, que as folhas da amora preta
apresentam uma significativa atividade antioxidante quando comparada a acédo de
antioxidantes sintéticos, todavia, para a atividade antimicrobiana, os resultados
constatam a ndo atividade do extrato bruto metanolico bem como das fragbes das

folhas da amora frente as bactérias testadas.

Dentre o0s objetivos desta investigacdo, estava verificar 0s principais
grupamentos quimicos, bem como identificar os metabdlitos secundarios presentes
nas folhas da amora preta. Desta forma, foi realizado espectroscopia no infravermelho

e cromatografia gasosa acoplada com espectro de massa.

Os resultados em cada caso apontam que as fracOes testadas apresentaram

estiramento O-H, bem como a verificacdo de grupos C-H (alcanos), C=0, CH2, C-O e
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C-X (haletos de alquila). No CG-EM foi possivel identificar a presenca de acidos
graxos (acido estearico, acido laurico) e terpenos/esteroides (megastigmatrienona, [3-

sitosterol e Loliolida).

Com o presente estudo, foi possivel ratificar alguns saberes populares com
relacdo a utilizacédo das folhas da amora preta como cha em uso para fins medicinais,
como por exemplo, a utilizacdo do cha para minimizar os efeitos da menopausa. Isto,
devido a identificagdo do composto denominado (B-Sitosterol, que segundo a literatura
consultada, € um fitosterol responsavel por muitas atividades benéficas para o
organismo humano, dentre eles, no tratamento da menopausa, como afirmam os

saberes populares.

Ressalta-se a necessidade de estudos mais aprofundados, com técnicas mais
especificas para isolar e quantificar todos os compostos que possivelmente (além dos
identificados) estdo presentes nas folhas da amora preta, técnicas como,
cromatografia de coluna, cromatografia em camada delgada e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono. Além disso, se faz necessario testes in vivo para
comprovar a eficacia dos compostos identificados quando do tratamento das doencas

apontadas na literatura por meio dos mesmos.
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APENDICE A
ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DAS FRACOES DAS FOLHAS DA AMORA
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