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Resumo
O cultivo da amoreira tem apresentado grande crescimento ao longo dos anos pelo seu baixo
custo de producdo e beneficios a saude. E de grande interesse para inddstria alimenticia uma
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vez que possui aproveitamento quase total de todos 0s seus componentes desde seus frutos até
seu caule e folhas. O consumo das folhas e ramos tem aumentando em fungdo de suas
propriedades antioxidantes, consequentemente o aumento no consumo de infusdes de folha de
amora tem gerado grande destaque. Neste estudo, os parametros avaliados para obtencdo da
infusdo das folhas de amora, foram tempo de infusdo, temperatura de extracdo e a
concentracdo das folhas em funcdo da &dgua. O objetivo do trabalho foi com estas variaveis
dependentes realizar um Delineamento Compostos Central Rotacional 23 para verificar as
propriedades fitoquimicas de duas marcas diferentes de folhas de amora preta (Morus nigra L.).
A prospecgdo fitoquimica avaliou qualitativamente a presenca de acUcar redutor, alcaloide,
aminoacidos, esteroides, fenol, flavonoides, glicosideos cardiacos, saponinas, taninos e
terpenos. Com relacdo a triagem fitoquimica os extratos das duas marcas (A e B)
confirmaram presenca de fendis, flavonoides, glicosideos cardiacos, taninos, terpenos e
saponinas, no entanto apenas a marca B apresentou aminoécidos.

Palavras-chave: Amora negra; Analise fitoquimica; Metabolismo secundario; Compostos

bioativos.

Abstract

The cultivation of mulberry has shown great growth over the years due to its low cost of
production and health benefits. It is of great interest to the food industry since it has almost
full use of all its components from its fruits to its stem and leaves. The consumption of
capsules and leaves has alterations in their antioxidant functions, consequently, increased
consumption of blackberry leaf infusions with great prominence. In this study, the parameters
applied for the blackberry leaf infusion were the infusion time, the extraction temperature and
the leaf concentration as a function of water. The objective of the work was with these
dependent variables to perform a Central Rotational Compound Design 23 to verify the
phytochemical properties of two different brands of blackberry leaves (Morus nigra L.). A
phytochemical prospecting tested qualitatively with the presence of reducing sugar, alkaloid,
amino acids, steroids, phenol, flavonoids, cardiac glycosides, saponins, tannins and terpenes.
Regarding the phytochemical screening of extracts from the two brands (A and B), confirm
the presence of phenols, flavonoids, cardiac glycosides, tannins, terpenes and saponins,
however, only the B brand of these amino acids.

Keywords: Mulberry; Phytochemical screening; Secondary metabolism; Bioactive

compounds.
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Resumen

El cultivo de la morera ha mostrado un gran crecimiento a lo largo de los afios debido a su
bajo costo de produccién y beneficios para la salud. Es de gran interés para la industria
alimentaria, ya que utiliza casi por completo todos sus componentes, desde sus frutos hasta su
tallo y hojas. ElI consumo de tallo y hojas ha aumentado debido a sus propiedades
antioxidantes, por lo tanto, el aumento en el consumo de infusiones de hojas de mora ha
generado gran prominencia. En este estudio, los parametros evaluados para obtener la
infusion de la hoja de mora fueron el tiempo de infusion, la temperatura de extraccion y la
concentracion de la hoja en funcion del agua. El objetivo del trabajo fue con estas variables
dependientes realizar un Disefio de Compuesto Rotacional Central 23 para verificar las
propiedades fitoquimicas de dos marcas diferentes de hojas de mora (Morus nigra L.). La
prospeccion fitoquimica evalud cualitativamente la presencia de azUcares reductores,
alcaloides, aminoacidos, esteroides, fenol, flavonoides, glucosidos cardiacos, saponinas,
taninos y terpenos. Con respecto al cribado fitoquimico, los extractos de las dos marcas (A 'y
B) confirmaron la presencia de fenoles, flavonoides, glucosidos cardiacos, taninos, terpenos y
saponinas, sin embargo, solo la marca B tenia aminoacidos.

Palabras clave: Mora; Anélisis fitoquimicas; Metabolismo secundario; Compuestos
bioativos.

1. Introducéo

A busca por uma alimentacdo saudavel e uma melhor qualidade de vida tornou-se
metas a serem alcangadas por grande parte da populacdo nos dias atuais, assim o uso de
produtos naturais, como por exemplo ervas e folhas, vem crescendo no decorrer dos anos,
com o propdsito de auxiliar no tratamento de algumas doencas (Fernandes et al., 2020; Pereira
& Cardoso, 2012).

Sendo fontes de macro e micronutrientes, os produtos de origem vegetal possuem
grande importancia para as industrias e também para os consumidores, além desses nutrientes
eles também contém compostos, chamados de fitoquimicos, que atuam na prote¢do do nosso
organismo contra alguns tipos de doencas (Andrade Janior et al., 2020). Os fitoquimicos
atuam na protecdo das plantas contra ataques de pragas e insetos, e sdo encontrados nas
folhas, flores, caules, raizes e sementes das plantas além disso desempenham papel crucial na
satde humana, com acdo antibacteriana, antifngica e antioxidante (Saxena et al., 2013).

Neste contexto, uma das plantas ainda pouco exploradas é a amoreira (Morus nigra),
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que é caracterizada por ser uma planta arbustiva, de porte ereto, de origem asiatica, porém
devido ao clima propicio, baixo custo de producdo e facilidade de manejo adaptou-se muito
bem no Brasil e apresentou um crescente cultivo na agricultura familiar brasileira (Guizzo et
al., 2015). Em nosso pais ha relatos de que, alem dos frutos (a amora-negra), as folhas, raizes
e caules da arvore séo utilizadas no combate a doencas como diabetes, hipercolesterolemia e
gota e, em mulheres, reporta-se que o uso de infusbes das partes aéreas da planta podem
contribuir para amenizar os sintomas da menopausa e aliviar 0s sintomas pré-menstruais com
0s compostos presentes na folhas como flavonoides e antioxidantes (Dorigan et al., 2011;
Santos et al., 2020).

A partir do conhecimento empirico de diversas comunidades e populacGes
tradicionais, hoje sabemos que os efeitos metabdlicos e fisiologicos associados ao consumo
de infusbes ou chas mantém estreita relacdo com a presenca de substancias bioativas e,
portanto, torna-se imperioso realizar a prospeccéo fitoquimica das plantas, com o intuito de
detectar a presenca de quais grupos de metabolitos estdo presentes no material vegetal (Silva
& Lima, 2016).

Pelo exposto, 0 objetivo deste estudo foi realizar a andlise fitoquimica qualitativa
para identificar quais os principais grupos quimicos presentes em infusfes de folhas e ramos
de amora-negra, para posterior avaliacdo das atividades bioativas dos compostos detectados.

2. Metodologia

2.1 Aquisicdo das amostras

Para estudo foram selecionadas duas marcas comerciais (designadas de A e B) de
ramos e folhas desidratados de amora negra (Morus nigra), adquiridas no comercial local das
cidades de Diamantina e Rio Vermelho, ambas no estado de Minas Gerais. As embalagens
escolhidas foram avaliadas quanto a integridade, presenca de alguma irregularidade e estarem
dentro do prazo de validade estipulado pelos fabricantes. O contetdo das embalagens foi
processado em moinho de facas (modelo TE-625, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) e o p6 obtido foi
armazenado em frasco ambar identificado e mantido em temperatura ambiente até 0 momento
da preparacdo das infusdes e posterior triagem fitoquimica.
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2.2 Preparo das infusdes

Para investigar a influéncia de trés varidveis (volume de agua, temperatura, tempo de
infusdo) na extracdo de compostos bioativos nas infusdes de ramos e folhas de amora, adotou-
se um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), em planejamento fatorial 23,
contendo 4 pontos centrais e sua extensdo axial, totalizando 18 ensaios, incluindo quatro
replicatas no ponto central. As faixas de variacdo entre o limite inferior e o superior de cada
variavel independente (Tabela 1) foram estabelecidas com base em dados comumente
observados na literatura cientifica e nas informacdes estipulados na embalagem dos produtos.
Como resposta a este planejamento, a variavel dependente foi a analise de triagem fitoquimica
qualitativa. O valor de o foi calculado em fungdo do numero de variaveis independentes (n =

3), pela equacdo: a = (23)1/4 = 1,68.

Tabela 1: Niveis codificados e reais das variaveis independentes

. - Niveis
Variaveis independentes Cadigos o 2] 0 1 o
Agua (mL) X1 50,00 141,07 275,00 408,93 500,00
Temperatura (°C) X2 60,00 68,10 80,00 91,90 100,00
Tempo de infusdo (min) X3 3,00 442 6,50 8,58 10,00

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

A extracdo dos compostos hidrossollveis foi efetuada por infusdo a quente, seguindo
a configuragdo experimental pré-estabelecida. Primeiramente, trés gramas de cada amostra
foram colocados em Erlenmeyer, sendo adicionado um volume de agua destilada na
temperatura determinada para cada ensaio. As amostras foram mantidas em banho-maria com
agitacdo (modelo SL180/DT, Solab, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) pelo tempo desejado. Ap6s
este periodo, as amostras foram filtradas em filtros qualitativos (Unifil, c6digo 501.012, S&o
Paulo, Brasil) e os extratos armazenados em frascos de vidro sob refrigeracdo (5 °C), até o

momento das analises.
2.3 Triagem fitoquimica
A prospeccdo fitoquimica ocorreu por meio da deteccdo de diferentes metabolitos

secundarios, sendo que para cada grupo de substancias pode ser detectado por reacdes
quimicas que resultaram no desenvolvimento de cor e/ou formacdo de precipitado. Todos 0s
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reagentes utilizados nestas analises apresentaram grau analitico. Os testes foram realizados
em triplicatas.

As andlises descritas a seguir seguiram os protocolos baseados na literatura (Ayoola
et al., 2008; Denny et al., 2007; Edeoga; Okwu & Mbaebie, 2005; Egwaikhide; Okeniyi &
Gimba, 2009; Ezeja et al., 2015; Hussain; Anwar & Rasheed, 2011; Yadav & Agarwal, 2011).

Acucares redutores: Aliquotas de 1,0 mL de cada extrato foram misturadas com iguais
volumes dos reagentes A e B de Fehling e aquecidas em banho-maria em ebulicdo durante 3
minutos. A formagdo de um precipitado de coloracdo avermelhada no tubo teste é indicativa
da presenca de agUcares redutores.

Alcaloides: Misturas de 1,0 mL de cada extrato com 10 mL de acido sulfarico a 1% (v/v)
foram aquecidas em banho-maria em ebulicdo por 2 minutos. Em seguida as solugfes foram
resfriadas (25 °C), filtradas em papel filtro qualitativo (Unifil, cddigo 501.012, S&o Paulo,
Brasil). As solucdes assim preparadas foram usadas para determinar a presenca de alcaloides,
pelos testes de Mayer ou pelos testes de Bouchardat/\Wagner. O aparecimento de precipitado
esbranquigado no teste de Mayer ou de coloragdo marrom no teste de Wagner, foi considerado
resultado positivo para presenca de alcaloides .

Aminoacidos: Aqueceram-se 2,0 mL dos extratos com igual volume de solugéo alcodlica de

ninhidrina a 0,2 %, e o0 aparecimento de coloracdo violeta sugere presenca de aminoacidos.

Antraguinonas: Foram aquecidos 10,0 mL de &cido sulfarico concentrado com 0,5 mL dos
extratos e filtrados em papel filtro qualitativo. O filtrado foi agitado com 5,0 mL de
cloroférmio. Apds esta etapa a camada cloroférmica foi pipetada em outro tubo e adicionada a
1,0 mL de aménia diluida. A solucgdo resultante foi observada para deteccdo de alteracGes de

cor, sendo coloracdo vermelha para presenca de antraquinona.

Esteroides: Misturaram-se 2,0 mL de anidrido acético com 0,5 mL de cada extrato e com 2,0
mL de &cido sulfurico concentrado. A mudanca de coloracdo de violeta para azul indica
presenca de esteroides.

Fenol: Misturou-se 2,0 ml dos extratos com 2,0 ml de solugéo de cloreto férrico a 2% (p/v) e
0 aparecimento de coloracéo verde escura ou preta foi considerado indicativo da presenca de
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fendis.

Flavonoides: No procedimento utilizado para anélise dos flavonoides, 2,0 mL de solucéo de
hidroxido de sodio a 2,0 g% (p/v) foram adicionados a 2,0 mL dos extratos, com surgimento e
intensa coloracdo amarela, que ao se clarear a medida que poucas gotas de solucdo de acido

cloridrico diluido forem adicionadas na soluc¢do, indica a presenca de flavonoides.

Glicosideos cardiacos: A presenca de glicosideos cardiacos foi verificada pelo teste de
Keller-Killani, sendo que 2,5 mL de cada extrato foram tratados com 1,0 mL de &cido acético
glacial e 2 gotas de solucdo de cloreto férrico a 2,0 g% (p/v). A mistura foi transferida para
outro tubo contendo 1,0 mL de &cido sulfdrico concentrado sendo que o escurecimento da
interface indicativo da cardenolideos, ou seja, um desoxiagUcar caracteristico de glicosideos.
Pode-se observar também a formacdo de um anel violeta, indicativo da presenca de

carboidratos, enquanto que a camada de acido acético adquirira uma coloracao esverdeada.

Saponinas: O teste de espuma persistente foi utilizado nesta analise, sendo que 30 mL de
agua destilada foram misturados com 2,0 mL dos extratos e a solucdo foi vigorosamente
agitada e aquecida em banho-maria até a ebuli¢cdo. A formacdo de espuma estavel indica a

presenca de saponinas.

Taninos: A cada 5,0 mL dos extratos foram adicionados 1,0 mL de agua destilada e 3 gotas
de solugdo de cloreto férrico a 2,0 %, com o aparecimento de coloragcdo preto-esverdeada
indicativa da presenca de taninos.

Terpenos/terpenoides: O teste de Salkowski, foi empregado e para tal misturou-se 2,0 mL
dos extratos com igual volume de cloroférmio. Entdo, 2,0 mL de &cido sulfarico concentrado
foram cuidadosamente adicionados, deixando escorrer pela parede dos tubos. O aparecimento
de coloragdo marrom-avermelhada indica a presencga de terpenos ou terpenoides.

3. Resultados e discusséo
Na Tabela 2 estdo as varidveis estudadas (codificadas) e 0s niveis experimentais

(variaveis decodificadas) empregados no preparo dos diferentes extratos de folhas e ramos de
amora. Dessa forma, para cada uma das amostras deste estudo (A e B) foram feitos 18
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experimentos, totalizando 36 ensaios, nos quais foram realizadas a triagem fitoquimica

qualitativa.

Tabela 2: Variaveis e niveis experimentais dos ensaios obtidos no delineamento composto

central rotacional.

Ensaios

Variaveis codificadas

Variaveis decodificadas

X1 X2 X3 X1 X2 X3
01 -1,00 -1,00 -1,00 141,00 68,10 4,42
02 -1,00 -1,00 +1,00 141,00 68,10 8,58
03 -1,00 +1,00 -1,00 141,00 91,90 4,42
04 -1,00 +1,00 +1,00 141,00 91,90 8,58
05 +1,00 -1,00 -1,00 409,00 68,10 4,42
06 +1,00 -1,00 +1,00 409,00 68,10 8,58
07 +1,00 +1,00 -1,00 409,00 91,90 4,42
08 +1,00 +1,00 +1,00 409,00 91,90 8,58
09 -1,68 0,00 0,00 50,00 80,00 6,50
10 +1,68 0,00 0,00 500,00 80,00 6,50
11 0,00 -1,68 0,00 275,00 60,00 6,50
12 0,00 +1,68 0,00 275,00 100,00 6,50
13 0,00 0,00 -1,68 275,00 80,00 3,00
14 0,00 0,00 +1,68 275,00 80,00 10,00
15 (C) 0,00 0,00 0,00 275,00 80,00 6,50
16 (C) 0,00 0,00 0,00 275,00 80,00 6,50
17 (C) 0,00 0,00 0,00 275,00 80,00 6,50
18 (C) 0,00 0,00 0,00 275,00 80,00 6,50

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Ap0s a obtencdo de cada extrato, procedeu-se a triagem fitoquimica, com ensaios

quimicos qualitativos simples, para identificar a possivel presenca ou auséncia de metabolitos

secundarios nas preparagdes de folhas e ramos de amora-negra. Verifica-se, nas Tabelas 3 e 4,

que para ambas as amostras, em todos 0s ensaios experimentais, detectou-se a presenca de

fendis e flavonoides, enquanto que outros tipos de metabodlitos (glicosideos, saponinas,

taninos e terpenos) foram encontrados em apenas alguns ensaios, enquanto que aminoacidos

estavam presentes apenas nos ensaios da amostra B.
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Tabela 3: Grupos de metabolitos secundarios detectados nos extratos da amostra A.

Ensaios A

Testes fitoquimicos “51 ™62 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Acucares redutores
Alcaloides - -
Aminoéacidos - -
Fenois + +
Flavonoides + +
Esteroides
Glicosideos
Saponinas - - -
Taninos + + +
Terpenos e

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

+ 1
+ 1
1
1
1
1

4o
+ o
+ o
4o
4o
+ +
:
.
:
.
:
.
:
.
:

Legenda: (+) presenca, (-) auséncia.
Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 4: Grupos de metabolitos secundarios detectados nos extratos da amostra B.

Ensaios B

Teste fitoquimico 515, 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Acucares redutores
Alcaloides
Aminoacidos
Fendis
Flavonoides
Esteroides
Glicosideos
Saponinas - - -
Taninos + + +
Terpenos + - -+ - - - -

+ 4+ +
+ 4+ +
+ + +
+ + +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ + +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +
+ 4+ +

+ 1
1
1
+ 1
1
1
1
1

+I
| I |
| I |
LI |
LI |
+ + + +
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Legenda: (+) presenca, (-) auséncia.
Fonte: Dados da pesquisa.

Embora algumas diferengas tenham sido observadas nos diferentes ensaios, estas
podem estar relacionadas com as condicBes climaticas (radiacdo solar, raios ultravioletas,
periodos de seca ou chuva, esta¢cbes do ano) e de cultivo (tipo de solo, nutrientes), que
influenciam diretamente na produgdo destes compostos pelos tecidos vegetais. Além disso, a
exposicdo das embalagens a diversos fatores ambientais (exposi¢cdo solar, umidade do ar,
ventilacdo), nos locais onde as amostras foram adquiridas, podem provocar graus variados de
decomposicgdo de alguns compostos bioativos, o que contribuiria para a sua ndo deteccdo nos
ensaios.

E mister destacar que, no ensaio nimero 9, em ambas as amostras, também se
empregou menor volume de agua, o que pode ter refletido na maior concentracdo de
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determinados compostos, 0 que permitiria sua deteccdo qualitativa. Em algumas amostras
com volume intermedidrio de agua (141,0 mL) também foi possivel perceber reacGes
positivas para outros metabolitos. Esse raciocinio é importante pois, em estudos posteriores,
talvez seja possivel fixar essa varidvel, alterando-se apenas o tempo de infusdo e a
temperatura, de forma a se determinar o ponto 6timo para a detec¢do do maior ndmero
possivel dos compostos testados.

Com relacdo aos principais compostos detectados em ambas as amostras (fendis,
flavonoides), frisa-se que eles tém sido pesquisados em virtude de apresentarem efeitos
metabdlicos e fisioldgicos no corpo humano (Pereira & Cardoso, 2012; Guizzo et al., 2015) e,
neste sentido, os folhas e ramos da amora-negra e, ndo apenas o0s seus frutos, apresentam,
portanto, potencial para serem empregados como fontes destes compostos bioativos, visando
o0 desenvolvimento de suplementos alimentares.

N&o foram encontrados relatos na literatura abordando o emprego da metodologia de
DCCR para obtencdo de extratos de ramos e folhas de amora-negra para a realizacdo de
triagem fitoquimica. Porém, outros autores (Oliveira et al., 2009), ao promoverem a triagem
com apenas um macerado hidroalcéolico obtido exclusivamente de folhas de Morus nigra,
reportaram a deteccdo qualitativa de fenois, tanino e flavonoides (antocianinas,
antocianidinas, flavonoides, flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas), resultados
similares ao observado no presente estudo.

Em estudo desenvolvido por Guizzo et al. (2015), em testes qualitativos com folhas
de Morus nigra L. coletadas no Horto de plantas medicinais da Fundacdo Herminio Ometto,
no Estado de Sdo Paulo, também revelaram a presenca de flavonoides e taninos e, ao
contrario do observado na presente pesquisa, ainda detectaram alcaloides nas amostras. Ja
Rosa et al. (2016), em somente um extrato aquoso de folhas secas de Morus nigra, adquiridas
em comércio local da cidade de Formiga/MG, além dos compostos mencionados (taninos e
alcaloides), também reportam a deteccdo de saponinas e fendis (depsideos e depsidonas).
Esses achados séo corroborados pelo trabalho de Alves et al. (2017), que também observaram
a presenca de flavonoides, saponinas, glicosideos e alcaloides em diferentes extratos (aquoso,
etandlico e hidroalcéolico) de folhas de amora-branca coletadas na Universidade de
Brasilia/DF.

E necessario ressaltar que os trabalhos citados acima foram realizados em condigdes
diferentes, da mesma forma que as metodologias de analises também sdo distintas. Porém de
maneira geral os grupos de compostos identificados foram similares, o que indica que as

folhas de amora-negra possuem potencial para obtencdo de compostos bioativos, 0 que nos
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permitiria analisa-las quanto sua atividade bioldgica, com a antioxidante e a antimicrobiana, e,
para além disso, promover um estudo metabolémico para identificacdo de quais substancias

podem estar presentes nesta planta.

4. Consideracdes Finais

Com a realizagdo da triagem fitoquimica foi possivel detectar a presenca de algumas
classes de metabdlitos secundarios (fendis, flavonoides e taninos) em amostras de folhas e
ramos de amora-negra, provenientes de duas regides distintas. Outros tipos de compostos
(aminoécidos, glicosideos cardiacos, taninos e terpenos) ndo foram detectados em todas as
amostras, provavelmente em virtude de origem do tecido vegetal (cultivo em condicGes
climaticas distintas) ou ndo foram extraidos em quantidades suficientes para serem
detectados. Sugere-se, considerando os resultados da prospeccdo fitoquimica, que novos
estudos sejam feitos com a amoreira, tendo em vista que ela possui compostos bioativos com

potenciais terapéuticos.
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