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Resumo: O Brasil possui uma grande tradicdo no uso de plantas, sendo as mesmas empregadas de diferentes
maneiras, como na forma de infusos e decoctos, com fins terapéuticos. A espécie Morus nigra é uma planta que vem
sendo utilizada em diferentes partes do mundo como fitoterapico. Essa planta é conhecida como amoreira-negra,
amora-negra ou amora-preta e diversas partes da planta, como folhas, frutos, cascas e raizes séo utilizadas pela
populacdo, demonstrando atividades anti-inflamatéria, antioxidante, hipoglicemiante, antimicrobiana, entre outras.
Assim, em virtude do interesse na pesquisa quanto a bioatividade de produtos de origem vegetal e do emprego do cha
da amora-preta pela populacédo, no presente trabalho avaliou-se a atividade antibacteriana de chas de folhas de M.
nigra, obtidos por infusdo e decoccdo, contra cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella typhimurium, bem como o potencial antioxidante das preparacdes, através da técnica do
radical DPPH. Os resultados revelaram que as infusdes e decoctos preparadas com folhas de Morus nigra nao
apresentaram capacidade de inibicdo do crescimento das bactérias testadas. Entretanto, todas as preparacoes
(decoctos e infusBes) obtidas das folhas apresentaram potencial antioxidante, demonstrado pela capacidade de redugéo
do radical DPPH. Apesar das infusdes e decoctos avaliadas neste estudo ndo apresentarem potencial antibacteriano,
ambas apresentaram importante propriedade antioxidante. Considerando o emprego de diferentes plantas, incluindo a
amoreira, pela populagéo, considera-se sempre importante a comprovacao de suas atividades bioldgicas.
Palavras-chaves: Morus nigra; atividade antibacteriana; antioxidante; DPPH

Abstract: Brazil has a long tradition in the use of plants, and is the same used in different ways, such as in the form of
infusions and decoctions, for therapeutic purposes. Morus nigra species is a plant that has been used in different parts of
the world as phytotherapy. This plant is known as mulberry, black, blackberry black or blackberry and various parts of the
plant, such as leaves, fruit, bark and roots are used by the population, demonstrating anti-inflammatory activity,
antioxidant, hypoglycemic, antimicrobial, among others. Because of the interest in research on the bioactivity of plant
products and use of blackberry tea in the population, present study evaluated the antibacterial activity of teas M. nigra
leaves obtained by infusion and decoction against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Salmonella typhimurium, as well as the antioxidant potential of preparations by DPPH technique. Results revealed
that the infusions and decoctions prepared with Morus nigra leaves showed no ability to inhibit the growth of bacteria
tested. However, all preparations (decoctions and infusions) obtained from the leaves showed antioxidant potential,
demonstrated ability to reduce DPPH radical. Despite infusions and decoctions evaluated in this study do not show
antimicrobial activity, both had significant antioxidant property. Considering the use of different plants, including mulberry
tree, by the people, it is considered always important proof of their biological activities.

Key words: Morus nigra; antibacterial activity; antioxidant; DPPH

Introducgéo O Brasil possui uma grande tradicdo no uso
de plantas, sendo as mesmas empregadas de
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diferentes maneiras, como na forma de infusos e
decoctos, com fins terapéuticos. A espécie Morus
nigra € uma planta que vem sendo utilizada em
diferentes partes do mundo como fitoterapico. Essa
planta € conhecida como amoreira-negra, amora-
negra ou amora-preta e diversas partes da planta,
como folhas, frutos, cascas e raizes sdo utilizadas
pela populacdo, demonstrando atividades anti-
inflamatéria, antioxidante, hipoglicemiante, entre
outras.

A amoreira € uma planta de origem asiatica
que foi trazida ao Brasil e se adaptou muito bem as
condi¢cdes climaticas, devido ao fato de nosso pais
possuir regides que sdo favoraveis ao seu
desenvolvimento vegetativo, uma vez que para o
seu crescimento o local deve apresentar clima
subtropical e tropical (clima ameno a quente).

O cha da Morus nigra tem demonstrado
efeitos farmacolégicos no que se refere ao
tratamento dos sintomas da menopausa, ha
prevencdo de infecgbes urinarias e problemas de
estbmago. Alguns trabalhos da literatura atribuem
atividade antimicrobiana e antioxidante a essa
espécie vegetal.

No decorrer das décadas, 0 uso
indiscriminado de antibioticos resultou num aumento
de microrganismos resistentes, tal fato ressalta a
importancia de uma terapia alternativa e a
descoberta de novas substancias para tratamento
de doencas infecciosas. Atualmente, vérias
pesquisas tém por objetivo a busca de substancias
antimicrobianas, especialmente, a partir de
diferentes espécies vegetais.

O uso de folhas da amora-preta como
fitoterapico com propriedades antimicrobianas tem
sido descrito em alguns lugares do mundo, como na
Turquia, onde seu povo faz o uso desta planta para
tratamentos de processos infecciosos, onde seus
compostos quimicos fendlicos possuem atividade
antioxidante e novas evidencias sugerem atividades
anti-inflamatéria e antimicrobiana.

Sabe-se que as espécies vegetais sao
fontes metabdlitos secundérios com diferentes
atividades biolégicas e, atualmente, o interesse
pelas propriedades antioxidantes também é
frequentemente relatado em muitas pesquisas. As
substancias antioxidantes s&do importantes na
captura de diferentes espécies reativas, incluindo
radicais livres, que produzimos constantemente
durante nosso metabolismo. Tais espécies podem
estar envolvidas no envelhecimento celular e no
desenvolvimento de varias doencas cronico-
degenerativas, formacdo de placa de ateroma,
enfisema, asma, bem como, podem levar a danos
no DNA e contribuir no desenvolvimento de cancer.

Apesar da acelerada evolugdo tecnologica e
cultural, o ser humano continua buscando na
natureza recursos fitoterapicos para tratamento de
diferentes enfermidades. Assim, em virtude do
interesse na pesquisa quanto a bioatividade de
produtos de origem vegetal e do emprego do cha da
amora-preta pela populacdo no tratamento de

diferentes enfermidades, torna-se interessante a
avaliacdo de atividades biologicas, incluindo
antimicrobiana e antioxidante, desta espécie
vegetal.
Métodos

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia da
Universidade Federal de Mato Grosso - UFMT,
Campus de Sinop.

Espécie vegetal

Para preparacao das infusbes e decoctos
foram empregadas folhas secas de Morus nigra
vendidas em um estabelecimento de produtos
naturais (amostra comercial) e folhas coletadas em
duas oportunidades, coleta 1 e coleta 2, de uma
arvore no municipio de Sinop, Mato Grosso, Brasil,
as quais também foram utilizadas depois de secas
(amostras coletadas).

Etapa botanica

A identidade botanica da planta cultivada no
municipio de Sinop foi confirmada na Universidade
Federal de Mato Grosso, pela Profa. Dra. Larissa
Cavalheiro da Silva e uma exsicata (nimero de
tombo 4766) foi depositada no Herbario Centro-
Norte-Mato-Grossense (CNMG), da UFMT, campus
de Sinop.

Etapa quimica para obtencdo de chas (extrato
aquoso) por infuséo e decocgéo

Para a preparacado das infusbes e decoctos
foram seguidas recomendacdes descritas na
literatura, com adaptacfes (NUNES BITENCOURT,
2007; FERRO, 2008; ANVISA, 2004b; ANVISA,
2011). O extrato aquoso foi obtido a partir de folhas
secas, trituradas e maceradas, com posterior adigéo
de agua destilada a 100°C deixando a mistura em
infusdo por tempo determinado (10 minutos). O
infuso assim obtido foi filtrado e empregado nos
ensaios. Para obten¢éo do extrato por decoccéo, as
folhas foram colocadas em béquer e submetidas a
fervura em banho-maria por tempo determinado (2 a
5 minutos). Quanto a quantidade de material
vegetal, foram ser empregadas 10 partes da planta
para 100 partes de agua.

Determinacdo da atividade antimicrobiana
Microrganismos

Cepa ATCC 25923 de Staphylococcus
aureus foi cultivada em placas contendo &gar
Mueller Hinton e &gar Manitol e cepas ATCC 25922
de Escherichia coli, ATCC 14028 de Salmonella
typhimurium e ATCC 27853 de Pseudomonas
auruginosa foram cultivadas em agar Mueller Hinton
e agar MacConkey, incubadas por 24 horas a 36°-
37°C, em atmosfera de aerobiose. Para preparacéo
dos inéculos utilizados nos ensaios para avaliacao
da atividade antimicrobiana, as bactérias foram
repicadas para tubos contendo caldo Mueller Hinton
e incubadas por periodo adequado a 36°-37°C, em
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atmosfera de aerobiose, para obtencdo de
crescimento em fase exponencial.

Método de difusdo em agar

Aliquotas de 100 pL das infusGes ou
decoctos foram depositas em orificios (cerca de 5
mm de didmetro e 4 mm de profundidade) de placas
de Petri contendo agar Mueller Hinton, previamente
semeadas com S. aureus, E. coli, S. typhimurium ou
P. aeruginosa (suspensdo com 10® UFC/mL, em
caldo Mueller Hinton). Em seguida, as placas foram
incubadas a 36-37°C, em atmosfera de aerobiose,
por 24 horas. ApGs esse periodo, foi observado a
formacao de halos de inibicdo de crescimento. Os
testes foram realizados em duplicata e repetidos, no
minimo, trés vezes. Para avaliar o desempenho da
técnica foi empregado o antibidtico gentamicina
como controle, visto 0 mesmo apresentar atividade
contra Gram negativos e Gram positivos
(NCCLS/CLSI, 2003; ALVES et al., 2008, com
adaptacoes).

Atividade antioxidante
Avaliacdo da capacidade
redutora) do radical DPPH
Solugédo de DPPH a 0,004% em metanol
(MeOH) foi utilizada neste ensaio
espectrofotométrico. A cada 50 yL da amostra de
infusdo ou decocto em diversas concentracdes
(0,063 a 5% em MeOH) foram adicionados 100 uL
da solucdo de DPPH, sendo as absorbancias

sequestradora (ou

determinadas a 540 nm (disponivel no aparelho) em
espectrofotdmetro multicanal, apés 30 minutos de
reagdo a 25°C. Solugdo de DPPH (100 pL)
adicionada de 50 pL de metanol foi empregada
como controle de maxima absor¢cdo. Também foi
realizado controle de cor das amostras avaliadas. A
equacado utilizada para determinar a porcentagem
de reducao do radical DPPH (% A) é apresentada a
seguir, onde A, representa a absorbancia do DPPH
sem a adicdo das amostras de Oleo e A
corresponde a absorbancia obtida na presenca das
amostras, ap6s 30 minutos de reacdo (FENGLIN et
al., 2004; CHENG; MOORE; YU, 2006). Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e
acompanhados de quercetina como antioxidante
controle.

o A — Ao A 100
A,
O DPPH é um radical de nitrogénio
organico, estavel, de cor violeta, que possui

absorcdo na faixa de 515-517 nm. A redugéo do
radical DPPH é monitorada pelo decréscimo da
absorbancia durante a reagdo (DPPH muda para
amarelo ao ser reduzido) (Figura 2).

Figura 2 — Reacéo de reducao/captura do radical DPPH
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Fonte: Embrapa — Comunicado Técnico. Disponivel em: http://www.cnpma.embrapa.br/download/comunicado_50.pdf

Resultados e discusséo

A utilizaggo da natureza para fins
terapéuticos é tdo antiga quanto a civilizagao
humana e, por muito tempo, produtos minerais, de
plantas e animais foram fundamentais para a area
da saude. Historicamente, as plantas medicinais séo
importantes como fitoterapicos e na descoberta de
novos farmacos, estando no reino vegetal uma das

mais importantes contribuicbes para area de
farmacos e medicamentos (MINISTERIO DA
SAUDE).

Provavelmente, o chad é uma alternativa,
encontrada por muitas pessoas, para 0 uso de
produtos de origem vegetal, sendo seu consumo
associado ao combate e prevencdo de certas
doencas, que vao desde uma simples gripe até
doencas crbnicas como cancer e até mesmo
infeccdes (COSTA; SILVA, 2011). Recebem a
denominacdo de chéas, as formas liquidas obtidas
pela extracdo a quente com agua, preparadas para
uso imediato a partir de plantas frescas ou secas.
Dependendo da parte da planta utilizada e dos seus
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constituintes ativos, sao preparados por infusdo ou
por decoccéo (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

As folhas de Morus nigra sdo atribuidas
diferentes  atividades incluindo  antioxidante,
hipoglicemiante, anti-inflamatéria e antimicrobiana,
sendo o cha preparado a partir desta parte da planta
frequentemente empregado pela populagdo no
tratamento de diferentes patologias.

No presente trabalho foi avaliada a atividade
antibacteriana de infusbes e decoctos obtidos de
folhas de amoreira vendidas em uma loja de
produtos naturais do municipio de Sinop, bem como
de folhas coletadas de uma &rvore da cidade. Os
resultados revelaram que tais preparacdes nao
demonstraram capacidade de inibir o crescimento
de cepas de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e S.
typhimurium, verificado pela auséncia de formacao
de halo de inibicdo pela técnica de difusdo em agar.

Estudos demonstram possiveis atividades
antimicrobianas da amoreira. Mazimba, Majinda e
Motlhanka (2011) demonstraram a atividade
antibacteriana de extratos alcodlicos obtidos de
troncos e cascas do caule de M. nigra. Outro estudo
verificou a atividade antimicrobiana, para E.
aerogenes, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, dos
extratos aquoso e metandlico obtidos de folhas da
referida planta.

Como mencionado anteriormente, apesar
de estudos comprovarem a atividade antimicrobiana
da amora-preta, no presente trabalho tal atividade
ndo foi observada com as infusdes e decoctos
obtidas de folhas. Na literatura, muitos dos estudos
gque demonstraram o potencial antimicrobiano da
amoreira, avaliaram extratos alcodlicos ou mesmos
extratos aquosos, 0S quais passaram por processos
de evaporacdo do solvente, com posterior
solubilizac&do do extrato seco num pequeno volume
de diluente, o que permite uma maior concentragédo
de possiveis substancias ativas. Como, hesta
pesquisa, foram avaliadas diretamente as infusbes e
os decoctos, talvez a concentracdo de possiveis
substancias antimicrobianas presentes nessas
preparacdes ndo foi capaz de inibir o crescimento
das bactérias empregadas nos ensaios.

A amoreira € uma planta de origem asiatica,
mas que adaptou-se muito bem as condicdes
climaticas de varias regibes de nosso palis,
principalmente em locais de clima ameno a quente
(BALBACH; BOARIM, 2002; CAVALCANTE; SILVA,
2012). A cidade de Sinop -caracteriza-se por
apresentar temperaturas bastante elevadas, sendo
de clima equatorial, com maximas de 40°C. Assim,
como as coletas das folhas se deram em periodos
bastante secos, talvez tal fato possa influenciar no
perfil quali e quantitativo de possiveis metabdlitos
com atividade antimicrobiana. Segundo Gobbo-Neto
e Lopes (2007), varios fatores influenciam na
producdo dos metabdlitos secundéarios e a época
em que o produto vegetal é coletado é um dos
fatores de maior importancia, visto que a quantidade
e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes
ativos néo é constante durante o ano.

Do ponto de vista etnoboténico, a M. nigra
possui popularidade por apresentar, nao somente
valores alimentares nutricionais, mas por conter
varios compostos com acdo terapéutica, incluindo
antioxidante. Assim, neste estudo, além da atividade
antibacteriana foi avaliado o potencial antioxidante
das infusGes e decoctos, através do método de
captura ou reducéo do radical DPPH, que apesar de
ndo ser uma espécie reativa gerada in vivo, tem
sido amplamente utilizado na triagem do potencial
antioxidante de produtos extraidos de plantas,
devido a sua estabilidade (PEREZ et al., 2007,
TEIXEIRA et al.,, 2008), além da técnica ser
considerada de facil e rapida execucdo (PRADO,
2009).

O DPPH é um radical de nitrogénio
organico, estavel, de cor violeta, que possui
absorcdo na faixa de 515-517nm, sendo sua
reducdo monitorada através do decréscimo na
absorbancia nestes comprimentos de onda (DPPH
muda para amarelo ao ser reduzido), como
demonstrado na Figura 3. Os resultados sobre a
capacidade sequestradora ou redutora do radical
DPPH de diferentes concentracdes das infusbes e
decoctos de folhas da amora-preta séo
apresentados na Tabela 1.

Como observado na Tabela 1, todas as
preparacdes de  folhas de amora-preta
apresentaram, de maneira concentracgao-
dependente, capacidade de reduzir o radical DPPH,
refletindo assim o  potencial antioxidante.
Especialmente nas concentracfes de 0,063 a 1%, a
infusdo e decocto preparados com amostra
comercial das folhas secas apresentaram uma
menor capacidade redutora, comparado aos
resultados obtidos com as folhas coletadas (coleta 1
e coleta 2) de uma arvore do municipio. No caso
das folhas adquiridas comercialmente, a
procedéncia ou qualidade no preparado da droga
vegetal, bem como possiveis adulterantes, como a
mistura de folhas que ndo da amora-preta, bem
como a armazenagem da amostra, poderiam
comprometer a atividade da amostra de folhas
avaliada.

Apesar de, em determinadas
concentracdes, as infusbes demonstrarem melhores
resultados que os decoctos, de uma maneira geral,
ambas as preparacdes apresentaram significativo
potencial antioxidante. Tabalhos reportam a
presenca de varias classes de compostos em folhas
da amora-negra, incluindo esterdides, alcaléides,
acidos fendlicos, triterpenos e flavondides, sendo a
atividade antioxidante atribuida, especialmente, a
compostos fendlicos (PEREIRA et al., 2010; SILVA,
2012; SOUZA et al., 2012; PIEKARSKI, 2013).

Compostos com potencial antioxidante
encontrados naturalmente em plantas apresentam
uma série de efeitos bioquimicos que justificam a
sua importancia. A atividade antioxidante de
substancias quimicas esta relacionada a
capacidade de doar elétrons, gerando produtos
menos reativos. Os compostos fendlicos podem agir
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como protetores de sistemas biol6gicos, atuando
também como sequestrantes de metais e ativadores
de enzimas antioxidantes, agindo assim diretamente
na inibicdo do estresse oxidativo e possiveis danos
a macromoléculas, como proteinas, lipidios e DNA.
Apesar das infusBes e decoctos avaliadas

neste estudo ndo apresentarem  potencial

antibacteriano, ambas apresentaram propriedade
antioxidante. Considerando o emprego de diferentes
plantas pela populacdo, considera-se sempre
importante a comprovagdo de suas atividades
biologicas.

Figura 3 - Reducéo do radical DPPH, infusdo obtida de folhas de Morus nigra (coleta 1), demonstrando mudancga da cor

violeta para amarelo.

Controle maxi
absorcdo

Controle d
atividade do D

Concentm@?’o<

Concentracdo

Tabela 1 - Porcentagem de reducao do radical DPPH por infusdes e decoctos de folhas de Morus nigra

Reducéo do DPPH (%)*

Amora negra

Concentracao (%)

(folhas)
5 4 2 0,5 0,25 0,125 0,063
Infusao
. 96,4 £ 6,2 87,8 +4,2 86,4+1,9 29,7+6,6 12,2+7,6 45+ 39 3,0+27 0+0

Comercial
Infusdo

97,1+1,6 93,4+0,8 83,8+0,5 78,9+ 4,7 455+9,1 19,5+11,5 7,2+6,3 24+24
Coleta 1
Infusdo

97,5+0,9 89,6 £2,0 83,3+1,5 81,0+25 66,6 £ 5,4 28,2+ 10,1 9,7+6,9 24+22
Coleta 2
Decocto

. 88,2+ 2,2 86,0 +£0,7 71,0+ 9,6 26,9+1,7 9,2+ 0,8 22+ 35 2,2+3,8 29+51

Comercial
Decocto

89,3+7,4 82,7 +4,7 796 +1,1 76,9 + 3,8 35,4+3,2 12,3+ 1,2 36+2,6 48+4,4
Coleta 1
Decocto
Coleta 2 88,2+ 4,8 80,3+2,4 80,1+ 3,7 745+ 1,6 49,7+25 223+ 1,7 8,7+4,5 71+23

oleta

! Valor apresentado como média + desvio padréo. A quercetina, antioxidante controle, na concentracéo de 0,004%, reduziu em

91,5% o radical DPPH.
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Consideracgdes finais
Com base nos
trabalho podemos inferir:

resultados obtidos neste

e As infusbes e decoctos preparadas com a
amostra comercial de folhas de Morus nigra e
com amostras coletadas de uma amoreira da
cidade de Sinop, ndo apresentaram capacidade
de inibicdo do crescimento de S. aureus, E. coli,
P. auruginosa e S. typhimurium;

e Todas as amostras testadas apresentaram
potencial antioxidante, demonstrado pela
capacidade de reducdo do radical DPPH.
Entretanto, a amostra comercial revelou uma
menor atividade em comparacdo com as
preparacdes obtidas com as folhas coletadas
diretamente de uma &rvore localizada no
municipio de Sinop;

e Os resultados do presente trabalho sugerem que
a infuséo e o decocto de folhas de amora-preta
possuem potenciais compostos antioxidantes,
porém é necessario cuidados quanto a aquisicdo
de amostras comerciais, visto que possiveis
adulteracbes das folhas comercializadas no
mercado, podem vir a comprometer as atividades
farmacoldgicas esperadas.
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