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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DAS FOLHAS DO SYZYGIUM
CUMINI (JAMELAO)

Lorena de Melo Menezes Ramos

RESUMO

A Syzygium cumini (L.) Skeels é uma importante espécie da familia Myrtaceae,
por causa dos seus diferentes destinos na medicina popular. Em razdo a sua
alta atividade biolégica, o jameldo tem sido muito estudado ultimamente.
Devido a utilizacdo indiscriminada e automedicacéo de antibidticos tem surgido
bactérias mais resistentes,por esse motivo, o uso de plantas com acao
antimicrobiana vem ganhando cada vez mais notoriedade. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo antimicrobiana do extrato e fragdes da
Syzygium cumini. Primeiramente realizaram-se testes fitoquimicos de
reconhecimento dos metabdlitos secundarios presente no extrato e fracées das
folhas, com posterior teste de difusdo em disco para investigar a capacidade de
inibicdo do crescimento bacteriano do extrato frente as bactérias gram-
negativas Klebsiella pneumonia e Escherichia coli e gram-positiva,
Streptococcus mutans. A prospeccdo fitoquimica do extrato hidroetanolico
obteve a presenca de metabolitos secundarios, tais como: flabobénicos,
flavonas, flavonois, xantonas, flavononois, leucoantrocianidinas, catequinas,
esteroides e Saponinas. Na determinacdo da atividade antimicrobiana a FAE
apresentou melhores resultados significativos em comparacdo as outras
fracbes frente as bactérias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
Streptococcus mutans, onde contribui para sintese de um grande namero de
farmacos, fornecendo respostas para diversas doencas. Diante disso, €
possivel comprovar que a planta Syzygium cumini contém compostos que
apresenta acdo antimicrobiana que podem ser inseridas como novas
alternativas ao conjunto farmacéutico. Porém, séo recentes as pesquisas com
0 Syzygium cumini e novos estudos podem ser bastante inovadores e
possibilitar uma gama de aplicacdo desta planta que tem apresentado alto
potencial.

Palavras-chave: Syzygium cumini. Extrato. Antimicrobiano.



ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SYZYGIUM CUMINI (JAMELAO) LEAF
EXTRACT

Lorena de Melo Menezes Ramos

ABSTRACT

Syzygium cumini (L.) Skeels is an important species in the Myrtaceae family,
because of its different destinations in folk medicine. Due to its high biological
activity, jamelao has been studied a lot lately. Due to the indiscriminate use and
self-medication of antibiotics, more resistant bacteria have emerged. For this
reason, the use of plants with antimicrobial action is gaining more and more
notoriety. Thus, the objective of this work was to evaluate the antimicrobial
action of Syzygium cumini extract and fractions. First, phytochemical tests for
the recognition of secondary metabolites present in the extract and fractions of
the leaves were carried out, with a later disk diffusion test to investigate the
ability to inhibit the bacterial growth of the extract against the gram-negative
bacteria Klebsiella pneumonia and Escherichia coli and gram -positive,
Streptococcus mutans. The phytochemical prospecting of the hydroethanolic
extract obtained the presence of secondary metabolites, such as: flabobens,
flavones, flavonoids, xanthones, flavonoids, leucoanthrocyanidins, catechins,
steroids and Saponins. In determining the antimicrobial activity, the FAE
showed better significant results compared to the other fractions against the
bacteria Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Streptococcus mutans,
where it contributes to the synthesis of a large number of drugs, providing
answers to several diseases. Therefore, it is possible to prove that the
Syzygium cumini plant contains compounds that have antimicrobial action that
can be inserted as new alternatives to the pharmaceutical set. However,
research with Syzygium cumini is recent and new studies can be quite
innovative and enable a range of applications for this plant that has shown high
potential.

Keywords: Syzygiumcumini. Extract. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia da grande extensao territorial e clima favoravel o Brasil
tem ganhado énfase na producado mundial de frutas exéticas (GRANADA et al.,
2004). Na regido Nordeste dentre as frutas exdéticas nativas mais conhecidas
destacam-se cajd (Spondiaslutea L.), umbu (Spondias tuberosa Arruda
Camara), seriguela (Spondias purpurea L.), mangaba (Hancorniaspeciosa
Muell), pitanga (Eugenia uniflora L.), jaca (Artocarpus integrifdlia L.), carambola
(Averrhoa carambola L.), caju (Anacardium occidentale L.), graviola (Annona
muricata L.), acerola (Malpighiae marginata D. C), goiaba (Psidium guajava) e
jameldao (Syzygium cumini) (MORTON,1987; ALBERTON et al., 2001
MAHMOUD et al., 2001; TIMBOLA et al.,, 2002; DAMASCENO et al., 2002;
ZANOELLO et al., 2002; SHARMA et al., 2003).

Dentre estas, o0 jameldo vem se destacando cada vez mais no cenario
da medicina popular por sua aplicagdo no tratamento da Diabetes Mellitus
(VEBER, et al., 2015) por causa da sua acdo hipoglicémica e diurética
(MIGLIATO, 2005). Além disso, apresenta acdo antimicrobiana, cardiotdnica,
adstringente, antiinflamatoria, antiemética, antipirética, anticonvulsivante e anti-
hemorragica, sobressaindo-se em relacdo as outras espécies (MIGLIATO,
2005), devido a sua grande quantidade de biomoléculas. A literatura descreve a
presenca de diversos metabodlitos secundarios, tais como: flavonoides,
alcaldides, glicosideos, esteroides, fendis, acido galico (ZANOELLO, et al.
2002) saponinas, terpenoides, glicosideos e taninos cardiotdénicos, nos extratos
das folhas da espécie (MIGLIATO, 2005; VEBER, et al., 2015). Tais metabdlitos
se associam, principalmente, a atividade antimicrobiana e antioxidante da
planta (MIGLIATO, 2005; ZANOELLO, et al., 2002; VEBER, et al., 2015).

Ultimamente, h& wuma grande necessidade de inserir novas
possibilidades ao conjunto farmacéutico quando se refere a método de cura
com o uso de antimicrobiano. Pois, devido a utilizacdo indiscriminada e
automedicacdo de antibiéticos tornou-se frequente o surgimento de cepas
bacterianas cada vez mais resistentes. Por esse motivo, 0 uso de plantas com
acao antimicrobiana vem ganhando cada vez mais notoriedade. (VEBER, et al.,
2015).
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1.10BJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Analisar a atividade antimicrobiana do extrato e fracdes das folhas do
Syzygium cumini.

1.1.2 Objetivos especificos

e Extrair metabdlitos secundarios biologicamente ativos das folhas de
Syzygium cumini;

e Determinar o perfil fitoquimico do extrato e fracées da Syzygium cumini;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato e fracdes da Syzygium
cumini;
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1.2 JUSTIFICATIVA

O Brasil € um pais rico em produtos exoéticos, dentre estes se destacam
a producéo de frutas tropicais como acerola, seriguela, mangaba e jamel&o.
Essa alta producdo de vegetais esta relacionada a sua grande extensdo
territorial e consequentemente vocacao agricola, desta forma produtos de
origem vegetal sédo fartamente produzido no pais.

Estas matérias primas sao ricos em biomoléculas de alto valor agregado,
tais como lipidios, aromas, antioxidantes, antimicrobiano, carotenoides,
compostos fendlicos e enzimas. Apesar do Brasil se destacar na producao
desses recursos, € pouco a exploracdo em relacdo a obtencdo de
biocompostos de interesse as industrias como a de cosmético, alimentos,
farmacéutica e quimica fina. As industrias necessitam de quantidades regulares
destes biocompostos, 0os quais devem apresentar grau de pureza compativel
com a sua aplicacdo. Por esta razdo € de fundamental importancia o
desenvolvimento de processos inovadores para a otimizacdo do processo de
extracao e purificacdo de biomoléculas.

A avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos de extratos vegetais é utilizada
como método para pesquisa de novos medicamentos de origem vegetal. Desta
forma, o presente trabalho contribuira com a cadeia produtiva do Agronegocio
devido a extracdo de biocompostos de interesse industrial, haja vista que o
estado de Sergipe tem capacidade para a agricultura e para a instalacdo de
industrias de base alimentar. Sendo assim, contribuird para o segmento da
fruticultura no estado e com isso, irA agregar mais valor ao ambito de
pesquisas referente ao Syzygim Cumini em funcdo a sua composi¢cado quimica
de metabolitos secundarios que apresentam atividades biologicas para
extracdo de compostos fitoquimicos do extrato e suas fracdes e determinacéo
da atividade antimicrobiana, visando sua utilizacdo como fonte de recursos

terapéuticos na elaboracao de farmacos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1A PROSPECCAO

A comunidade cientifica e governamental tem tido um
despertamento em relacdo ao Jameldo, inclusive esta fruta estd na lista da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)
elaborada pelo Ministério da Saude do Brasil em 2009. Tendo em vista que é
uma espécie que evidencia potencial de avancar nas etapas da cadeia
produtiva e de propiciar produtos terapéuticos (BRASIL, 2009).

Tatum e colaboradores (2018) realizaram um estudo sobre a
potencialidade e aplicacdes do Syzygium cumini e através de um mapeamento
gréfico dos processos que envolvem patentes e seus termos, foi possivel ser
destacados elementos-chaves ligados as areas da medicina, observando
termos voltados ao “cumini” e os estudos da diabetes, cancer de mama, fonte
de célcio, niveis de glicose, sangue e 0ssos principalmente. Ja ao que se refere
aos documentos cientificos foram encontrados termos ligados basicamente a
area de saude, evidenciando-se: diabetes, Oleos, efeitos homeopaticos,
antioxidantes e obesidade, notam-se o amplo espectro de aplicacdo e uso de
Sygyzium cumini e de Syzygium jambulanum.

De acordo com esse estudo de prospeccéo, foi possivel provar que esta
planta deve ser persistentemente explorada variando os segmentos para a
utilizacdo tanto do fruto, quanto de outras partes da planta. As patentes com
jameldo ocorrem mais na area farmacéutica. A area de Ciéncia de Alimentos,
estd comecando a analisar o jameldo como um novo potencial de mercado
(SOUZA, 2015).

Conforme relatos da literatura o uso de solventes hidroalcodlicos,
obtidos a partir de variadas proporcdes de agua e etanol em diversas
proporcoes, feitos a partir de varias partes das plantas tais como: folhas, casca,
dos frutos, das sementes e, até mesmo, de botdes floraisé eficiente para a
extracdo bruta de taninos e saponinas (FALKENBERG et al., 2002).

Akiyama et al. (2001), explorando a atividade antimicrobiana de diversos
taninos frente a Staphylococcus aureus, demonstraram que o acido tanico é um
o6timo adjuvante no tratamento de infeccbes da pele. Ravi et al. (2004)

realizaram uma pesquisa experimental com ratos onde foi verificado o efeito
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antioxidante quanto a administracdo oral do extrato etanolico de sementes de
Eugenia jambolana identificando notavel efichcia com o uso do extrato de
semente resultando na melhora do diabetes.

De acordo com Migliatoet al.(2006) o uso dos frutos do Syzygium cumini
€ indicado para o tratamento da diarréia, possui atividade antiinflamatoria,
adstringente, carminativa e hipoglicemiante. Além disso, em relagéo aplicacao
do corante a partir do fruto da jambolana, relata-se o uso do endosperma da
semente, o0 qual possui boa atividade antibacteriana, inibindo cepas
bacterianas, como Micrococcus lutea, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus e outros
(MARISELVAM et al., 2017).

A aplicagdo de Syzygium cumini na area de alimentos ainda é restrita,
uma vez que sdo publicados poucas patentes e/ou artigos nessa area,
tornando-se necessario intensificar os estudos sobre o uso de jameldo em
produtos alimenticios. Sao recentes as pesquisas com jamel&do a nivel nacional
e mundial, e novos estudos podem ser bastante inovadores e possibilitar uma
gama de aplicacdo desta planta que tem apresentado alto potencial (SOUZA,
2015).

2.2 A ESPECIE SYZYGIUM CUMINI (L.) SKEELS (MYRTACEAE)

s

A espécie Syzygium cumini( L.) Skeels é nativa dos tropicos que tem
medicao entre aproximadamente 10 m de altura. Os seus frutos sdo carnosos
do tipo baga, elipticos, apresentando cerca de 3 a 4 cm de comprimento e 2 cm
de diametro, com pericarpo de coloracdo roxa escura intensa, apresentando
apenas uma semente. (MORTON, 1987)

O mesocarpo € carnoso e sucoso com sabor acido adocicado,
oferecendo forte sensacdo de adstringéncia. No Brasil, esta espécie é
encontrada em diversos estados das regides Sudeste, Nordeste e Norte,
(MIGLIATO et. al., 2006).Floresce nos meses de setembro a hovembro e o fruto
€ encontrado abundantemente nos meses de dezembro a
fevereiro(ALBERTON, 2001). O fruto é utilizado popularmente e conhecido em

diversos paises por: jamboldo, ‘jamun’, 'jambolan’, ‘jambolana’, ‘jambol’,
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'lambul’, 'blackplum’, 'indianblackberry’, jamel&o, jaldo, azeitona, azeitona-roxa
(OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Os fitoquimicos sdo substancias quimicas de plantas, que ndo séo
nutrientes, mas possuem propriedades que protegem e previne o surgimento
de doencas. Basicamente dividem-se em: metabdlitos primarios e secundarios
de acordo com suas funcbes no metabolismo da planta. Os metabdlitos
primarios englobam os carboidratos, aminoacidos, proteinas e clorofila,
enquanto que metabdlitos secundarios consistem principalmente em alcal6ides,
flavondides e taninos, que também podem ser encontrados no Syzygium
cumini (MISHRA et al., 2013).

Segundo Migliato et al. (2006) a Syzygium cumini apresenta
constituintes quimicos como: nas sementes os taninos hidrolisaveis (acido
galico, elagico, corilagico), a quercetina e a antimelina, no 6leo essencial (a-
e B-pineno, canfeno, mirceno, limoneno, cis-ocineno, trans-ocineno, Y-
terpineno, acetato de bornila, a-copaeno, a-humuleno e candineno), materiais
resinosos e acucares,nas cascas dos caules foram encontrados o acido
acetiloleandlico, triterpenoides, &acido elagico, isoquercetina, quercetina,
canferol e miricetina, nas folhas foram encontrados acido galico, metilgalato,
canferol, miricetina, acido elagico, acido clorogénico, quercetina e nilocitina,
enquanto na polpa dos frutos foram encontradas as antocianidinas e nas flores
0 acido oleandlico.

Viegas et al. (2007), ao estudar metabdlitos secundarios em jambolao,
encontraram a presenca das antocianinas malvidina, delfinidina e petunidina.
Os elevados teores de antocianinas encontrados na planta foram equivalentes
aos teores encontrados nas “blueberries’, classificados como a primeira
constituinte nutracéutica de grande valor comercial.

Diante disso, € possivel observar que alguns desses metabdlitos
possuem atividades contra micro-organismos de interesse clinicos, dentre eles,
estdo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por
muitos 6bitos no ambiente hospitalar (SA, 2008; ALBERTON et al., 2001).

Vérios trabalhos, empregando diferentes partes da planta, como folhas,
casca, sementes e fruto, comprovaram os beneficios do jameldo, enfatizando o
potencial antimicrobiano, o diurético, o anti-hipertensivo e, principalmente, para

a diminuicéo de glicemia em casos de diabetes melitus (GROVER et al., 2002).
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Sendo aplicados sob diferentes formas de preparacdes, tais como 0 extrato
aquoso ou decocgdo, o0 extrato etandlico ou o suco de matéria-prima vegetal,
enquanto os frutos sdo consumidos frescos (AGRAet al., 2008; LEITAO et al.,
2009).

Entre as potenciais propriedades medicinais do jambol&o, a maioria esta
correlacionada a atividade antioxidante, que é citada como decorrente da
presenca de compostos fendlicos ja identificados, tais como:acidos fendlicos,
acido elagico, os flavondides, como a quercitina e a rutina, e antocianinas,
como a delfinidina-3-glicosideo, a petunidina-3-glicosideo e a malvidina-3-
glicosideo (LIMA et al., 2007; VEIGAS et al., 2007; REYNERTSON et al.,
2008).A presenca de acido galico, derivados do acido elagico, taninos e
flavonoides glicosilados tém sido relatadas em espécies de Syzygium
cumini(LIMA et al., 2007).

Ramirez et al. (2003) mostraram uma correlacdo entre a atividade anti-
inflamatoria e o conteudo de compostos fendlicos total de extratos de Jamel&o.
O metabalito acido gélico deriva da via do acido chiquimico, um intermediario
do metabolismo secundario, e € um componente de taninos hidrolisaveis em
plantas (GRUNDHOFER et al., 2001). Na literatura pode-se encontrar relatos
da utilizacdo do acido gélico no tratamento da microalbumindria (SAMPSOM et
al.,1849; LYELL et al.,1849), e seletiva citotoxicidade contra uma variedade de
tumores celulares (OHNO et al., 1999; YOSHIOKA et al., 2000).

Com a confirmacéo da presenca dos compostos fendlicos, flavondides,
principalmente no extrato aquoso de folhas de jameldo e sua atividade anti-
edematogénica justificam o uso desses extratos aquosos e infusdes da planta
na medicina popular (LIMAet al., 2007). As partes comestiveis de jamel&o
podem ser consideradas uma excelente fonte de antioxidantes e podem ser
incluidas no ranking das frutas com maior potencial nutracéutico (BRANDAOet
al., 2011). Os compostos fendlicos séo originados do metabolismo secundario
das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, além
disso, se formam em condi¢cdes de estresse como, infeccles, ferimentos,
radiacdes UV, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). Os antioxidantes podem
ser divididos em duas classes: a dos com atividade enzimética e a dos sem
essa atividade. Na primeira, estdo os compostos capazes de bloquear a

iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas
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ao oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas que interagem com as
espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta classificacéo,
incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos como os compostos fendlicos
(MOREIRA et al., 2004).

No Brasil, a casca, frutos, sementes e folhas desta planta séo utilizadas
para o tratamento do diabetes e administrados em varias preparacdes
farmacéuticas (por exemplo, extrato aquoso ou alcodlico, decocgdo ou suco de
planta em bruto) (BRAGA et al.,, 2007). As sementes de Syzygiumcumini ja
demonstraram atividades hipoglicémicas e antioxidantes. Uma decoccédo da
casca também é usada para disenteria e diarréia. Além disso, o Syzygium
cumini demonstrou ter efeitos sedativos e anticonvulsivantes e um potente
efeito depressor do sistema nervoso central (PEPATO et al., 2004). De acordo
com os Grafico 1 e 2 demonstrados no trabalho de S& (2008), os valores de
antocianinas e capacidade antioxidante encontrados na fragdo comestivel do
jameldo mostrou-se superiores em relacdo aos frutos tais como, acgai, amora,
uva, camu-camu, acerola e manga. A quantificacdo de antocianinas foi
realizada pelo método espectrofotbmetro e o metodo aplicado para determinar
a capacidade antioxidante foi o de sequestro do radical DPPH(2,2- difenil- 1

picrilidrazil).

Grafico 1-Teores de antocianinas de diferentes frutos expressos em mg/100g amostra

Jameldo Bazai BAmora Uhva Camu-camu

Fonte: SA, 2008.
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Gréfico 2- Valores de antioxidantes através do método dpph expressosem pmol.
100g/ amostra
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Fonte: SA, 2008.

2.3 POTENCIAL ANTIMICROBIANO

As folhas do Syzygiumcumini sdo abundantes em metabdlitos
secundarios especificamente 0s taninos com mecanismo de acéo
antimicrobiana. As principais conjecturas desse mecanismo sao: inibicdo de
enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexando com o0s substratos
dessas enzimas; acdo sobre as membranas celulares dos micro-organismos,
alterando seu metabolismo, e complexacdo com ions metélicos, diminuindo a
disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo microbiano
(SCALBERT, 1991).

Agentes antimicrobianos provenientes de plantas podem direcionar ao
desenvolvimento de novos farmacos clinicamente significativos, sendo
propostos como uma nova alternativa na terapéutica de infec¢des, melhorando
0 prognostico do paciente (MOURA et al., 2006).

Através de técnicas desenvolvidas e pelos micro-organismos padrdes
utilizados, substancias antimicrobianas de plantas sdo detectadas,
principalmente, por meio da observacdo de sua capacidade de inibir o
crescimento de micro-organismos expostos a estes compostos (HENTZ, 2007).

Segundo Vital et al.(2004), a determinacéo da atividade antimicrobiana é
uma analise microbiolégica in vitro essencial na avaliagdo de substancias
antimicrobianas pelas industrias farmacéuticas. Loguercio et al. (2005)

avaliaram a existéncia de efeito antibacteriano de extrato hidroalcodlico a 10%
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(m/v) de folhas de jambolédo em 17 isolados bacterianos Gram-positivos dentre
eles Staphylococcus aureus e Bacillus cereus e Gram-negativos,
Pseudomonas aeruginosae Proteus sp., e houve inibicdo do crescimento em
100% dos micro-organismos testados.

Perante as pesquisas ja citadas neste trabalho é notério que a planta
Syzygium cumini apresenta atividade antimicrobiana contra varios micro-
organismos, dentre eles, Pseudomonas aeuruginosa, Shigella sp., Bacillus
subtilis, Proteus sp., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Candida albicans,
além de demonstrar atividades antioxidante e antiproliferativa de células
tumorais (NASCIMENTO et al., 2000; HOFLING et al.,, 2010; AFIFY et al.,
2011).

Contudo, esta planta apresenta constituintes quimicos diversos
(metabdlitos primarios ou secundarios) e, por meio da triagem fitoquimica, os
compostos apresentam variabilidade nas diferentes estruturas de sua anatomia
configurando assim suas propriedades antioxidante e antimicrobiana (AHMAD;
BEG, 2001). Importantes pesquisas em relacdoa atividade antimicrobiana de
vegetais sdo realizadas no Brasil. Foi observada a acao inibitoria de Vatairea
macrocarpa sobre Klebsiella sp. e Staphylococcus aureus (MATOS et al.,
1988).

Num estudo detalhado dos componentes antimicrobianos foram
avaliados extratos de 120 espécies de plantas de 28 familias botanicas
diferentes. Oitenta e um desses extratos, obtidos de 58 plantas, mostraram-se
ativos contra Staphylococcus aureus, enquanto cinco extratos, de quatro
plantas, inibiram o crescimento de Pseudomonas aeruginosa (SANTOSet al.,
1990).

Outra pesquisa detectou atividade antibacteriana e antifangica em 0Oleos
essenciais obtidos das folhas de Crotontriangularis e identificou acéo
antifangica nos extratos de Lippiagracilis e de Xylopiasericea (LEMOS et al.,
1992). A investigacdo da atividade antimicrobiana e da citotoxicidade nos
extratos de 30 plantas, contra cinco espécies bacterianas e duas fungicas, foi
realizada por Nascimento et al. (1990). Os autores concluiram que o extrato
etandlico de 70% das plantas era citotoxico e que somente uma das espécies,

Combretum duarteanum, evidenciou atividade antimicrobiana.
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A acao antimicrobiana de Mikania triangularis, conhecido como guacho-
da-folha-fina, foi testada contra cinco diferentes géneros bacterianos e trés
géneros de fungos, sendo comprovada atividade contra Bacillus cereus,
Escherichia. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis (CRUZ et al., 1996). Os efeitos de compostos
fitoquimicos avaliados por Jansen et al. (1987) e I1zzo et al. (1995) mostraram a
atividade antimicrobiana do acido anacéardico sobre Staphylococcus aureus,
Brevibacterium ammoniagenis, Streptococcus mutans e Propionibacterium

acnes.
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3 METODOLOGIA
3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas foram coletadas no periodo de janeiro a maio de 2019, no
municipio de Sao Cristovao, localizado a 09°38'31"S e 37°471I"18"W, Estado de
Sergipe — Brasil sendo utilizada para obtencdo do extrato e suas fracdes. A
identificagcdo boténica foi realizada no Herbario da Universidade Federal de
Sergipe (ASE). As amostras coletadas foram mantidas em estufa com

circulacdo de ar a 37°C, até completa desidratacéo.

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

As folhas de Syzygium cumini foram secas em estufa a 37°C durante 5
dias. Em seguida, o material foi triturado, pesado e submetido a extracéo a frio
com etanol por maceracdo exaustiva durante 5 dias. Posteriormente, o extrato
foi filtrado e concentrado em evaporador rotatorio sob pressao reduzida a 50°C,
para eliminacdo do solvente e obtencédo de extrato hidroetanolico (EHE) das

folhas.

3.3 OBTENCAO DAS FRACOES

Para a obtencéo das fracdes, parte do extrato bruto (27,99) concentrado
foi dissolvido em metanol 40% (v/v) e submetido a extracao liquido-liquido com
os solventes Cloroférmio e Acetato de Etila. Cada uma das fases foi
concentrada em rotaevaporador a 50°C, sob presséo reduzida, resultando em
trés fracoes: Cloroférmica (FC), Acetato de etila (FAE) e Hidrometandlica (FHM)
as quais foram pesadas e foi realizado o calculo do rendimento em relacdo ao

material seco.

3.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Foram realizados testes qualitativos classicos através de reacoes
guimicas que levam a formacdo de precipitados ou alteracdo de cor

caracteristica, com a finalidade de determinar a presenca de classes de
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metabdlitos secundéarios nas fracbes obtidas. Para isso, foram utilizadas
reacoes propostas por Mattos (1997) as quais buscam identificar a presenca de
derivados antracénicos, alcaldides, heterosideos cardiotbnicos, cumarinas,
esterois, fendis totais, flavondides, flavanondis, flavanonas, antocianinas,
antocianidinas, taninos e xantonas. A seguir estdo descritos ou métodos

relacionados a prospeccao fitoquimica com seus respectivos reagentes.

3.4.1. Teste para fendis e taninos

A determinacdo do teor de fendis totais presentes foi realizada pelo
método Folin-Ciocalteau conforme Nascimento (2006), por meio de
espectrofotometria na regido do visivel. Esse teste baseia-se na capacidade do
grupo dos taninos se complexarem com ions metalicos (Ferro, Manganés,
Cobre e outros) formando, assim, precipitados. No tubo de ensaio contendo o
extrato dissolvido foram adicionadas trés gotas de solucédo alcodlica de FeCl; 1
mol.L™". Em seguida, agitou-se e observou-se qualquer variacdo de cor e/ou
formacédo de precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um
teste em branco (agua e FeCls). A coloracéo variavel entre azul e vermelha é
indicativo da presenca de fendis. A formacdo de um precipitado azul escuro
indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e de cor verde,

a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

3.4.2. Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O teor de flavondides totais das amostras foi obtido pela absorbancia do
complexo flavonoide-aluminio conforme protocolo descrito por Mbaebie,
Edeoga e Afolayan (2012).Esse teste baseia-se na capacidade dos esqueletos
flavénicos de mudarem de cor por ressonancia eletronica com equilibrio &cido-
base. Na reacdo, foram utilizados 3 tubos numerados 2, 3 e 4. O tubo de
nimero 2 foi acidificado a pH 3 com HCI3 mol.L" e os tubos 3 e 4 foram
alcalinizados a pH 8,5 e 11 com NaOH 1 mol.L™. A observacéo de qualquer

mudanca da coloracdo da solucao foi analisada como mostrado no Quadrol.
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Quadro 1- Deteccao colorimétrica de antocinidinas, antocianidinas e flavonoides

Cor
Constituintes pH=3 pH=8 pH=11
Antocianidinas e antocianinas Vermelha Lilas Azul-pUrpura
Flavonas, flavondis e xantonas - - Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho-purpuro
Flavononois - - Vermelho-laranja

Fonte: MATOS, 2009.

3.4.3. Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

O teste se baseia na possibilidade de levar a hidrélise dos heterosideos
flavonicos por temperatura. A hidrélise alcalina e acida facilita a identificagao
dos nucleos flavonicos. Para a reacédo, acidificou-se o tubo 5 por adi¢cao de HCI
3 mol.L™" até pH 1-3 e alcalinizou-se o tubo com NaOH 1 mol.L™ até pH 11. Os
tubos foram aquecidos cuidadosamente. Foi observada a modificagdo na
coloracdo por comparacdo com o0s tubos correspondentes usados no teste
anterior. A interpretacdo dos resultados foi realizada como demonstrado no
Quadro 2.

Quadro 2 - Detecc¢dao colorimétrica e leucocianidinas, catequinas e flavononas

Constituintes Cor
Meio Acido Meio Alcalino
Leucocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarelada -
Flavononas - Vermelho-laranja

Fonte: MATOS, 2009.

3.4.4 teste para flavonois, flavononas, flavononois e xantonas

Essa reacdo se baseia no fato de que os derivados flavénicos de cor
amarela se reduzem adquirindo coloracdo avermelhada ou no caso dos
antocianicos, azulada, quando em solucdo alcoolica acida e em presenca de
magnésio. Nos tubos de numero 7, foram adicionados 10mg de magnésio
granulado e 0,5mL de HCI concentrado. O término da reacao foi indicado pelo
fim da efervescéncia. Observou-se por comparacdo mudanca na cor da mistura

da reacao tubos nos tubos 5 e 7. O aparecimento ou a intensificagdo da cor
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7

vermelha é indicativo da presenca de flavondis, flavanonois e/ou xantonas

livres ou seus heterosideos.

3.4.5. Teste para esteroides e triterpenoides (liebermann-buchard)

Essa reacdo € usada para averiguar a presenca de nucleo esteroidal ou
triterpenoidal. Para este experimento, adicionou-se 10 mL de uma solucéo do
EHE, FAE, FAC, e FHM em béqueres e, deixou-se secar em banho-maria.
Extraiu-se o residuo seco de cada béquer por trés vezes com porcdes de 1-2
mL de CHCIs. Filtrou-se a solucao cloroférmica em um pequeno funil fechado
com uma bolinha de algodao coberta com miligramas de Na,SO, anidro para
um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1mL de anidrido acético e agitou-se
suavemente. Foi acrescentado, cuidadosamente, trés gotas de H,SO4
concentrado. Agitou-se suavemente e observou-se o rapido desenvolvimento
de cores. A coloracdo azul seguida de verde permanente € um indicativo da
presenca de esteroides livres. Coloracdo parda até vermelha indica

triterpenoidespentaciclicos livres.

3.4.6. Teste para saponinas

Essa reacdo se baseia no fato de que os heterosideos saponosideos
(saponinas) tém propriedades detergentes e surfactantes e, quando tratados
com HCI e aumento de temperatura, sofrem hidrélise, precipitam as agliconas e

perdem suas propriedades detergentes.

Para o teste, os residuos insoliveis em cloroférmio, separados no teste
anterior, foram solubilizados em agua destilada e posteriormente filtrados em
um tubo de ensaio. Agitou-se fortemente o tubo com a solucéo por 2-3 minutos
e observou-se a formacéo de espuma. O aparecimento de espuma persistente

e abundante (colarinho) indica a presenca de saponinas.

Em seguida, para confirmar a presenca de saponinas, adicionou-se 2mL

de HCI concentrado ao contetdo do tubo de ensaio e deixou-se por uma hora
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imerso em banho-maria. Posteriormente, neutralizou-se, resfriando e agitando
novamente. A presenca de precipitado e a ndo formacéo de espuma confirma a

presenca de saponina.

3.4.7. Teste para alcaloides

Este teste se baseia na precipitacdo de alcaloides ao interagir com o
reagente Dragendorff. Este reagente consiste numa solucdo de iodeto de
bismuto de potéssio, em &cido diluido. Quando em contato com amostras que
contém alcaloides e compostos nitrogenados, formam precipitados. A solucéo
apresenta mudanca de coloracdo que varia de amarela a vermelha alaranjada.

O precipitado é obtido através da formacdo de um complexo entre o
atomo de bismuto e 0s agrupamentos aminas presentes nos compostos a
serem analisados. Para tanto, diluiu-se pequena quantidade do EHE, bem
como do FAE, FAC, e FHM, transferiu-se para tubos de ensaio, adicionou-se 3

gotas de Dragendorff e observou-se o resultado.

3.5. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
3.5.1. Teste de difusdo em agar

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando o
teste de difusdo em agar, proposto por Bauer et al. (1996) cuja avaliacdo é
gualitativa. Foram realizadas culturas das bactérias Enterococcus durans/hirae
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa derivada ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae deriva ATCC 700603, Escherichia coli derivada ATCC 25922,
Escherichia coli enteropatogénica classica 0111 derivada CDC 01111 e
Streptococcusmutans INCQS 00446, mantidas no meio BHI suplementado com
agar (8 g.L'") em estufa bacteriolégica (37 + 1°C). Essas culturas foram
semeadas com swab estéril em placas de Petri contendo meio Agar Muller-
Hilton em pH 7,2-7,4. Posteriormente, discos de papel filtro embebidos com 20
ML de cada amostra vegetal (EHE, FAE, FC e FHM), foram depositados na
superficie do meio de cultura inoculado com os micro-organismos. Como

demonstrado na Figura 1.
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Figural- Método de difusdo de discos em agar.

wab estéril
16a24h 35°C
suspepiia basiens % ﬁ
) eSS Disposicdo dos discos
[ d
=S Sk g
Sommmmmet® SN 2
Agar Mueller-Hinten 20 L!!: das

i empH 7,2-7.4 amostra vegetal

Fonte: Google, 2020.

Os solventes bem como os diluentes utilizados na dissolucdo das
amostras serdo usados como controle negativo, enquanto para o controle
positivo foi utilizado a Gentamicina (antibacteriano). Apos incubagdo, foram
realizadas as medi¢cdes dos halos de inibicdo e a interpretacdo dos resultados

foi pela comparados com valores de referéncia para o teste.

3.5.2. Concentracéo inibitdria minima (CIM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada para cada micro-
organismo para o qual o extrato vegetal apresentou atividade antimicrobiana.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Para isso, culturas
bacterianas desenvolvidas em meio BHI por 6 horas a 35°C +2 e diluidas
convenientemente (cerca de 108 UFC/mL) foram inoculadas em tubos
contendo meio BHI acrescido de diferentes concentracfes dos extratos por
diluicdo seriada 1:2. A Figura 2 representa esquematicamente o teste de
macrodiluicdo em tubo, apés a inoculacéo e incubacéo. Apos incubacéo de 24
horas a 37°C foi observado a ocorréncia de turvacdo dos meios de culturas
para determinacédo da CIM (OSTROSKY et al., 2008).

Figura 2- Representacao esquemética do teste de macrodiluicdo em tubo, apés a
inoculagdo e incubagéo
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Fonte: MACHADO; GALES, 2008.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospecgéo fitoquimica teve como objetivo conhecer os constituintes
e/ou avaliar sua presencga no extrato e fragcdes das folhas do Syzygium cumini.
A analise fitoquimica preliminar indica os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes.

O estudo fitoquimico do extrato hidroetandlico apresentou os seguintes
grupos quimicos: catequinas, fenois, flavononas, flavonas, flavonais,
leucoantocianidinas, saponinas, taninos, triterperndides pentaciclicos livres e
xantonas. Nas demais fracdes foram encontradas a presenca dos constituintes
semelhantes a do EHE, porém nas fracbes FAE, FC e FHM n&do foram
encontradas a presenca de fendis, e triterpendides pentaciclicos livres, ja em
relacdo a presenca de esteroides foram encontradas nas fracdes ativas do
Syzygium Cumini, enquanto que no EHE néo foi detectado, e referente a
leucoantocianidinas somente na FAE néo foi encontrada. Como demonstrado

na Tabela 1.

Tabela 1- Constituinte quimicos do extrato hidroetandlico e das fracdes ativas de Syzygium
cumini

Constituintes Quimicos EHE FAE FC FHM

Antocianidinas - -
Antocianinas -

4+
+
+

Catequinas
Chalconas e Auronas - - - -
Esteroides - + + +
Fenois + - - -
Flavononas - + + +
Flavononois + + + +
Flavonas + + + +
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Flavanoides - - - -

Flavonadis + + + +

Leucoantocianidinas + - + +

Saponinas + + + +

Taninos + + + +

Triterpendides pentaciclicos + - - -
livres

Xantonas + + + +

(+): Presenca do metabdlito (-): Auséncia do metabolito
Fonte: Autor, 2020.

De acordo com os resultados obtidos, concluiu que é de suma
importancia o estudo da composicao fendlica, quantificacdo dos flavondides e
do potencial antioxidante da espécie Syzygium cumini, visto que, 0s compostos
com poder antioxidante, principalmente os compostos fendlicos, tém gerado
muito interesse, pois 0S mesmos proporcionam inumeros beneficios a saude
humana, ja que sequestram os radicais livres e interrompe o0 processo oxidativo

no corpo humano prevenindo desta forma o surgimento de doengas.

Conforme trabalho proposto por Branddo et al. (2011) quantificando
compostos fendlicos em frutos de jamboldo pelo método de Folin-Ciocalteau
também encontraram quantidades maiores de compostos fenélicos em frutos
imaturos e afirmaram que diminuicdo de compostos fendlicos indica maturidade
apresentando resultados semelhantes ao presente estudo.

No trabalho de Rodrigues et al. (2018),0 extrato etandlico obtido foi
utilizado para a determinacdo dos teores de fendlicos totais, também pelo
método espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. Ele relata
gue por meio de uma analise qualitativa foi possivel a identificacdo de alguns
metabolitos secundarios, estes que foram detectados através da mudanca de
coloracéo ou formacéao de precipitado.

Rodrigues et al. (2018) relatam que de acordo com Coelho (2014) as
flavonas e dos flavondis dispdem de vastas propriedades fitoterapicas, com
aclOes anticarcinogénica, antiinflamatoria, antioxidante, antiestrogénica, entre
varias outras. Em conformidade com Pereira e Cardoso (2012), as catequinas
oferecem alguns beneficios ao organismo como minimizar variados tipos de
cancer, reducao do colesterol sérico e estimulo do sistema imunolégico. As
saponinas ganham énfase por ser capaz de impedir a absorcdo do colesterol

no tubo digestivo, além da sua acéo antitumoral.
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4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.2.1. Teste de difusdo em agar

Considerando os resultados obtidos o extrato hidroalcoolico e a fragédo
de Acetato de Etila na avaliacdo antimicrobiana, utilizando o método da difusédo
em &agar-poco, apresentaram atividade bacteriana dentre as bactérias testadas.
As cepas de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Streptococcus mutans,
apresentaram os resultados mais satisfatérios. A medida da sensibilidade foi
baseada no critério de suscetibilidade sugerido por Santos et al. (2011), onde o
diametro do halo de inibicdo do crescimento =214 mm = sensivel; 9 a 14 mm =
intermediario; e < 8 mm = resistente. As Figuras 3 e 4 ilustram a formacgéao dos

halos de inibicao.

Figura 3- Formacédo do Halo de inibi¢éo.

Fonte: Autor, 2020.

Figura 4- Diametro do halo de inibicdo

Fonte: Autor, 2020.

De acordo com Scalbert (1991), esta atividade antibacteriana ocorre,
principalmente, por causa de metabdlitos secundarios como o0s taninos, que
atuam sobre as membranas celulares dos micro-organismos, modificando o

seu metabolismo. O Quadro 3 apresenta os resultados referentes ao extrato
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bruto e as fragbes ativas, onde a fracdo de Acetato de Etila apresentou a
melhor atividade.

Quadro 3 — Média do teste qualitativo da atividade antimicrobiana do extrato hidretandlico e
fracBes da syzygium cumini.

Cepas EHE SEM FAE SEN FC SEN FHM SEN
K. 8mm R 12,5m | 0mm R omm R
pneumoniae m
E. coli 8,5mm R 11mm | 0mm R Omm R
S. mutans 8 mm R 12 mm | 0mm R Oomm R

EHE- Extrato Hidretandlico; FAE- Fracdo de Acetato de Etila; FC- Fracédo Cloroférmica; FHM-
fracdo hidrometandlica.

R —resitente; | — intermediario ; S - sensivel ; SEN — sensibilidade).

Fonte: Autor, 2020.

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram encontrados em
estudo realizado por Malta et al. (2018) sobre atividade antimicrobiana de
extratos fendlicos de jambolao, butia, pimenta rosa e marcela, onde os extratos
fendlicos do jamboldo e do butia apresentaram 11,7 e 12,5 mm de halo de
inibicdo, respectivamente, para Staphylococcus aureus, sendo considerados
extratos moderadamente ativos. Ja para Escherichia colindo foi possivel
observar atividade nas concentracdes estudadas, pois essa resisténcia pode
estar ligada as diferencas na estrutura celular desses grupos de bactérias, uma
vez que a membrana externa da bactéria gram-negativa é extremamente
hidrofilica, atuando como uma barreira a permeabilidade.

Conforme Silveira et al. (2009), o método de difusdo em disco é baseado
na difusdo radial das substancias e a provavel presenca de particulas em
suspensao na amostra a ser testada nao interfere na difusdo da substancia
antimicrobiana no agar, o que torna este método adequado para experimentar
a difusdo de substancias em extratos etandlicos de plantas.

Resultados obtidos em estudos realizados por Lima et al. (2000),
constata que o extrato hidroalcéolico das folhas de Jameldo na avaliacéo
antimicrobiana, utilizando o método da difusdo em agar (poc¢o), apresentou
atividade antibacteriana em relacdo a trés cepas bacterianas testadas.
Loguercio et al. (2005), também utilizaram o método de difusdo em disco, para
determinar a atividade antibacteriana de extrato hidroalcoolico de folhas de

Syzygium cumini demonstrando atividade antimicrobiana.
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Segundo Lima (2011) as concentragOes do extrato de Syzygium cumini
analisadas pelo método padronizado de difusdo em pogos provocaram a
inibicAo microbiana pela constatagcdo da formacgé&o dos halos de inibicdo ao
redor dos pocgos onde foram dispensadas. E que conforme os resultados
obtidos podem sugerir que em todas as bactérias estudas o0 extrato
hidroalcéolico de Syzygium cumini se mostrou eficaz em todas as
concentracgOes testadas.

Segundo Oliveira (2004), a atividade antimicrobiana representada pelo
extrato hidroalcodlico de Jameldo, ocasionando a inibicdo do crescimento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, nas concentracdes padronizadas, esta
relacionada a composicdo quimica da planta tais como taninos, saponinas,
glicosideos, peptideos e terpenoides).

Ainda no trabalho de Oliveira (2004), foi relatado que estudos
semelhantes, realizados por Chattopahyay, Sinha e Vaid (1998), com extrato
aquoso e alcoolico (95%), demonstraram inibicdo em concentracdesvariaveis

contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e a
grande parte das Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi,

Morganella morgani e Pseudomonas aeruginosa).

Cunico et al. (2004), afirma que a resisténcia de micro-organismos aos
agentes antimicrobianos é uma questdo de saude publica mundial, que
necessita ndo apenas da elaboracdo e pesquisa de novas substancias
antimicrobianas, mas também de novos regulamentos para o tratamento de
infeccbes bacterianas. Diante disso, o desenvolvimento de novos testes
guimicos, farmacolégicos e clinicos realizados com Syzygiumcumini, pode
contribuir muito com a pesquisa de novos antimicrobiano de origem vegetal. E
a técnica de difusdo em agar é a mais indicada para avaliar os diversos
antimicrobianos (OLIVEIRA, 2005 citado por FARMACOPEIA
BRASILEIRA,1988).
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4.2.2. Concentracgdo inibitéria minima (CIM)

A atividade da fragdo de Acetato de Etila fora medida, em triplicata,
frente as cepas de Klebsiella pneumoniae deriva ATCC 700603, Escherichia
coli derivada ATCC 25922 e Streptococcus mutans INCQS 00446, havendo a
diluicdo nas concentracdes de 100ppm, 50ppm, 25ppm e 12,5ppm. Todas as
cepas apresentaram sensibilidade a concentracdo de 50ppm. O que torna
viavel a incorporacéo de produtos farmacéuticos para tratamentos de diversas

doencas.

Conforme pesquisa de Sa (2008), a determinacdo da concentracao
minima do extrato para efetiva inibicdo e sinergismo foi realizada pela
incorporacao dos extratos e antibidticos aos meios de cultura liquidos. O maior
potencial antimicrobiano foi analisado para os extratos de cravo e jameldo que
inibiram, respectivamente, 64,2 e 57,1% dos micro-organismos, inclusive com

melhor atividade sobre os micro-organismos resistentes a antibiéticos (83,3%).
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5 CONCLUSAO

Em virtude do alto potencial antimicrobiano e antioxidante encontrados
no Syzygium cumini (jamel&o) esta espécie representa uma 6tima alternativa a
ser inserida ao conjunto farmacéutico e com maior aprofundamento das
pesquisas também ser inserida no setor alimenticio.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que
diante da prospeccéo fitoquimica, o extrato hidroetandlico e as fracdes das
folhas de Syzygium cumini possui metabdlitos secundéarios importantes, tais
como catequinas, fendis, flavononas, flavonas, flavonéis, leucoantocianidinas,
taninos, esteroides, saponinas, triterperndides pentaciclicos livres e xantonas
gue sao propicios a inibicdo do crescimento bacteriano.

A fracdo de Acetato de Etila apresentou resultados mais significativos na
sua acao antibacteriana frente as bactérias Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli e Streptococcus mutans, em comparacao as outras fracdes. Onde permite
sugerir que a fracdo de Acetato de Etila possui uma perspectiva potencial de
estudos futuros para melhor descricdo das substancias encontradas na planta.

Diante disso, € possivel comprovar que a planta Syzygium cumini
contém compostos que apresenta acao antimicrobiana que podem ser
inseridas como novas alternativas ao conjunto farmacéutico. Porém, sao
recentes as pesquisas com o0 Syzygium cumini e novos estudos podem ser
bastante inovadores e possibilitar uma gama de aplicacao desta planta que tem

apresentado alto potencial.
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