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Antibacterial activity of hydro-alcoholic extract leavesof jambolan (Syzygium cumini (L.) Skells)
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RESUMO

A atividade antimicrobiana de plantas
medicinais tem sido pesquisada em diversas espécies, tanto
no Brasil quanto em outros paises. O objetivo deste trabalho
foi o de avaliar a existéncia de efeito antibacteriano de extrato
hidro-alcoélico a 10% (m/v) de folhas de jambolé&o.
Utilizaram-se 17 isolados bacterianos, Gram positivos e Gram
negativos. A acdo antibacteriana foi avaliada através da
inoculagdo de placas de &gar Mueller Hinton, com um in6culo
bacteriano de 1x10° ufc mL™, onde se colocaram quatro discos
de papel; o primeiro de antimicrobiano comercial e os demais
embebidos em 25uL do extrato, de solugéo salina ou de
etanol. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas,
sendo posteriormente realizada a leitura do diametro dos
halos de inibicdo. O extrato inibiu o crescimento de 100%
das bactérias testadas e os isolados Gram positivos
apresentaram um halo médio de 19,5mm, enquanto o dos
Gram negativos foi de 18,8mm. N&o houve inibigcdo
significativa de crescimento nos tratamentos com salina e
etanol. Conforme os resultados deste estudo, o extrato testado
apresenta atividade antibacteriana frente as amostras
testadas, sem diferenca de sensibilidade entre microrganismos
Gram positivos e Gram negativos.

Palavras-chave: planta medicinal, antimicrobiano,
jambol &o.

ABSTRACT

The antimicrobial activity of medicinal plants
has been searched in diverse species, as much in Brazl as in
other countries. The aim of this study was to evaluate the
existence of hydro-alcoholic extract jambolan leaves 10%
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(w/v) antibacterial effect. Seventeen Gram positive and Gram
negative isolated bacterial were used. The antibacterial action
was evaluated through the inoculation of Mueller Hinton agar
plates, with a bacterial inoculate of 3x108 cell/ mL, with four
paper discs, being the first of commercial antimicrobial and
the others embedded with 25uL of the extract, saline or ethanol.
The plates were incubated at 37°C for 24 hours, and their
reading of inhibition hales diameter was done. The extract
inhibited the growth of 100% of the tested bacteria; the Gram
positive isolates had presented an average hale of 19.5mm,
while of the Gram negative was of 18.8mm. There was not
significant inhibition of growth in treatments with saline and
ethanol. As verified in this study, the tested extract presents
antibacterial activity against all the isolates, without sensitivity
difference among Gram positive and Gram negative
mi croor ganisms.

Key words: medicinal plant, antimicrobial, jambolan.

INTRODUCAO

Desde 1977, a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) tem incentivado o estudo de plantas
tradicional mente conhecidas como medicinais, com o
objetivo de avaliar cientificamente os beneficios da
utilizagdo de medicamentosfitoterapicos e de conhecer,
ao mesmo tempo, os riscos de seu uso indevido.
Muitos centros de pesquisa, em todo o mundo, vém
desenvolvendo estudos sobre as propriedades
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farmacol 6gicas das plantas medicinais. No entanto,
faltam ainda evidéncias laboratoriais e clinicas sobre
a eficacia e a seguranca de seu emprego, tanto em
animais como em seres humanos. Os supostos méritos
terapéuticos que possuem devem-se, principal mente,
a informagdes empiricas e subjetivas da medicina
folclérica(YUNES& CECHINEL FILHO, 2001).

Apesar das industrias farmacéuticas
produzirem um expressivo nimero de novos
antibidticos nas Ultimas trés décadas, a resisténcia
microbianaaessas drogas também aumentou. Emgeral,
as bactériastém a habilidade genéticade adquirir ede
transmitir resisténcia as drogas utilizadas como
agentesterapéuticos (COHEN, 1992). O problemada
resisténcia microbiana é crescente e a perspectiva
futura do uso de drogas antimicrobianas, incerta.
Torna-se urgente adotar, portanto, medidas de
enfrentar o problema, entre elas a do controle no uso
de antibidticos, a do desenvolvimento de pesquisas
para uma melhor compreensdo dos mecanismos
genéticos daresi sténciamicrobianae adacontinuagdo
dos estudos acerca de novas drogas, sintéticas e
naturais (NASCIMENTO et &, 2000).

O uso de extratos vegetais e
fitoquimicos de conhecida atividade antimicrobiana
podem adquirir significado nos tratamentos
terapéuticos. Desenvolvem-se indmeros estudos, em
diferentes paises, para comprovar-lhes a eficacia
(NUNAN et al., 1985; LOCHER et al., 1995;
ANNAPURNA et d., 1999; DJIPA etd., 2000; FERESIN
etal., 2001; KHAN eta., 2001; RAMESH et al., 2002).
Muitas espécies vegetais tém sido usadas, pelas
caracteristicas antimicrobianas, através de compostos
sintetizados pelo metabolismo secundario da planta.
Estes produtos s&o reconhecidos por suas substancias
ativas, como € o caso dos compostos fendlicos, que
fazem parte dos Oleos essenciais e dos taninos
(NASCIMENTO et d., 2000).

No Brasil, também se realizam
importantes pesquisas sobre a atividade
antimicrobiana de vegetais. A agdo inibitéria de
Vatairea macrocarpa sobre Klebsiella sp. e
Staphylococcusaureusfoi observada(MATOSet al .,
1988). Um estudo detalhado dos componentes
antimicrobianos avaliou extratos de 120 espécies de
plantas de 28 familias botanicas diferentes. Oitentae
um desses extratos, obtidos de 58 plantas, revelaram-
se ativos contra S. aureus, enquanto cinco extratos,
de quatro plantas, inibiram o crescimento de
Pseudomonas aeruginosa (SANTOS-FILHO et d.,
1990). Outra pesquisa detectou atividade
antibacteriana e antifungica em 0leos essenciais
obtidosdasfolhasde Croton triangulariseidentificou

acdo antifungica nos extratos de Lippia gracilis e de
Xylopiasericea (LEMOSet a., 1992). A investigacéo
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
gue o extrato etandlico de 70% das plantas era
citotdxico e que somente uma das espécies,
Combretum duarteanum, evidenciou atividade
antimicrobiana. A ac&o antimicrobiana de Mikania
triangularis, conhecido como guacho-da-folha-fina,
foi testada contracinco diferentes géneros bacterianos
etrésgéneros de fungos, sendo comprovada atividade
contra Bacillus cereus, Escherichia coli, P.
aeruginosa, S. aureuseS. epidermidis (CRUZ et al.,
1996). Osefeitos de compostos fitoquimicos avaliados
por JANSEN etd. (1987) elZZOet . (1995) mostraram
aatividade antimicrobianado écido anacérdico sobre
S. aureus, Brevibacterium ammoniagenis,
Streptococcus mutans e Propionibacterium acnes.

O jambol&o (Syzygium cumini (L.)
Skeels) éumaplantadafamiliaMirtaceae, oriundada
india oriental, de acordo com MORTON (1987) e
bastante conhecida na medicina popular indiana e
paquistanesa por seus efeitos hipoglicemiantes
(PRINCE et a., 1998). Tem como sinonimiaos nomes
de Eugenia jambolana (Lam.), Myrtus cumini L.,
Syzygium jambolanum (Lam.) DC e Eugenia cumini
Druce (MARCHIORI & SOBRAL, 1997). Vem sendo
cultivadano Brasil como plantaornamental e o chade
suas folhas € normalmente utilizado por pacientes
diabéticos(SILVANETO, 1987; TEIXEIRA et d., 1990;
SOARESet al., 2000). Asfolhassdoricasemtaninose
saponinas. Tanto acascacomo asfolhas e as sementes
sdo bastante adstringentes. O suco dos frutos é
utilizado como adstringente, diurético, antidiabético e
estomagqui co. As propriedades adstringentes da casca
sdo utilizadas contra diarréias cronicas, disenteria e
menorragia. A decocgdo da casca € um eficaz
enxaglante bucal no tratamento de aftas, estomatites,
afeccdes da garganta e outras doencas das vias orais
(KAPOOR, 1990).

O termo “tanind” é um nome genérico
descritivo para um grupo de substancias poliméricas
fendlicas capazes de curtir couro ou precipitar gelatina
em solucéo, propriedade conhecidacomo adstringéncia.
Sao encontradas namaioria dos 6rgdos vegetais, como
casca, caule, folhas, frutos e raizes. Muitas atividades
fisiolégicas humanas, como a estimulagéo das células
fagociticas e a agdo tumoral mediada por hospedeiro,
aémdeumalargafaixadeatividadesantiinfectivas, tém
sido atribuidas aos taninos. Uma de suas agdes
moleculares € a de formar complexos com proteinas
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através deforcas denominadas“ ndo-especificas’, como
pontes de hidrogénio e ligagdes hidrofébicas, assim
como pelaformacdo deligactes coval entes (COWAN,
1999).

O mecanismo de acdo antimicrobiana
dos taninos explica-se por trés hipéteses. A primeira
pressupde os taninos inibindo enzimas bacterianas e
flngicas e/ou se complexando com os substratos
dessas enzimas; a segundainclui a agdo dos taninos
sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo, eaterceirafundamenta-
se na complexacdo dos taninos com ions metdlicos,
diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para
0 metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

De acordo com 0s costumes regionais,
dentre os inlmeros usos de espécies de Syzygium
destaca-se o de seu efeito anti-hiperglicémico
(TEIXEIRA etd., 2000), antiinflamat6rio (CHAUDHURI
etal., 1990) eantimicrobiano (CHATTOPADHYAY et
al., 1998, MUKHERJEE et al., 1998; DJIPA et &, 2000;
DORMAN & DEANS, 2000; SHAFI et d., 2002). A
formade administragdo dos chéas e extratos também é
bastante variavel, de acordo com os principios
etnobotanicos. Os relatos cientificos supracitados
consideraram, na quase totalidade, o preparo e a
administracdo do extrato ou chade acordo com o0 modo
tradicional de cada etnia. Assim, a literatura relata
extratos aquosos, hidro-alcodlicos e alcodlicos em
diversas proporces, feitos a partir de folhas verdes
ou secas, de casca, de frutos, de sementes e, até
mesmo, de botbes florais. O uso de solventes hidro-
alcodlicos, obtidos a partir de diferentes proporgdes
de 4gua e etanol, € eficiente para a extragdo bruta de
taninos e saponinas (FALKENBERG et a., 2002). O
objetivo deste estudo foi o de avaliar a existéncia de
efeito antibacteriano do extrato hidro-alcodlico a10%
(m/v) defolhas dejambol &o.

MATERIAL E METODOS

As folhas foram obtidas a partir de
arvores de jambol 8o (Syzygium cumini (L.) Skeels—
Myrtaceae), cultivadas no Jardim Botanico da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
coletadas em agosto e setembro de 2001, sempre nas
primeirashorasdamanh&. Seco o material, umaamostra
de cada exsicata foi enviada ao Setor de Boténica
Sistemética do Departamento de Biologia da UFSM
para identificagdo boténica e registro do exemplar
voucher . A secagem do material vegetal foi inicia mente
realizadaatemperaturaambiente, paraperdainicial da
umidade e, complementadaem estufa, a50°C até obter-
seum teor-padrdo de umidade de 20%. Asfolhasforam

moidas em moinho de grao e misturou-se o po
resultante com solugao hidro-alcodlica (etanol 70%),
naproporcao de 10% (mv1). Estocou-se essa solucéo
a temperatura ambiente, protegida da luz, por um
periodo de 25 dias, quando se procedeu afiltragem do
material. A partir da solucdo filtrada, produziu-se o
extrato, através de extracdo a 50°C e com auxilio de
roto-evaporador, afim deretirar-setodo o solvente. O
evaporado restante recebeu 0 nome de“ extrato hidro-
alcodlico dejamboldo a10%" efoi testado.

Selecionaram-se 17  isolados
bacterianos, Gram positivos e Gram negativos, de
importéncia patogénica paraanimais e humanos. Tais
isolados integram a bacterioteca do Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva (DMVP) da UFSM, onde se
mantém liofilizados e congeladosa-20°C. Asbactérias
foram cultivadas em agar BHI (Brain Heart Infusion
Agar), a37°C, durante um periodo de 24 a 48 horas,
dependendo do género bacteriano . Os cultivosforam
suspensos em solucdo salina estéril até gjuste da
turvagéo aescala 1 de McFarland (3,0 x 108 unidades
formadoras de col6nias/ mL ). O teste de sensibilidade
aantimicrobianosfoi realizado de acordo com o método
deKirby-Bauer modificado (CARTER & CHENGAPPA,
1991). Em resumo, o indcul o bacteriano foi semeado
em agar Mueller Hinton e colocando quatro discos de
papel estéril, com os respectivos tratamentos;
tratamento 1 — disco saturado com 25uL de extrato
(28,25mgQ); tratamento 2 —disco saturado com 25uL de
solucdo salina estéril; tratamento 3 — disco saturado
com 25uL deetanol 96°GL, etratamento 4 —disco de
antimicrobiano comercial variavel de acordo com a
espécie. Apds 24 horas de cultivo a 37°C, foi feitaa
leitura dos halos de inibi¢do de crescimento. A
concentrac@o de extrato utilizado correspondeu a
Concentragdo I nibitériaMinima (CIM) desse extrato,
previamente determinadaem outro experimento. Foram
utilizadas trés repeticdes por tratamento.

A andlise estatistica dos dadosfoi feita
com auxilio do software SAS for Windows (verséo
6.1) utilizando-se o tese de Duncan a 5% de
probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os antimicrobianos testados foram
classificados em dois grupos principais, um para as
bactérias Gram positivas (Grupo 1) e outro para as
Gram negativas (Grupo 2). O Grupo 1 consistiu dos
seguintes antimicrobianos: Rifampicina (RIF - 5ug),
eritromicina(ERI - 15g), cefoperazona (CPZ - 75u0),
amicacina (AMI - 30pg), gentamicina (GEN - 10ug),
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sulfazotrim (SUT - 25ug), neomicina (NEO - 30ug),
estreptomicina (EST - 10ug), cefalotina(CFL - 30pg),
cefuroxima (CRX - 30ug), lincomicina (LIN - 30ug),
oxacilina (OXA - 1ug); no Grupo 2, utilizaram-se 0s
antimicrobianosflorfenicol (FLF - 30pg), enrofloxacin
(ENO - 10ug), norfloxacin (NOR - 10ug), gentamicina
(GEN - 10pg), neomicina(NEO - 30pg), tetraciclina(TET
- 30pg), ampicilina(AMP - 10ug), estreptomicina (EST
- 10ug) esulfazotrim (SUT - 25g). O perfil deresisténcia
antimicrobiana, determinado pelo indice de Resisténcia
Antimicrobiana de KRUMPERMAN (1983) é
apresentado natabela 1.

Natabela 2, pode-seobservar o didmetro
dos halos deinibic¢éo resultantes dos quatro tratamentos
avaliados. Os achados deste trabalho concordam com
osdeKHAN et d. (2001), queavdiaram extratosdefolhas
de Symplocos cochinchinensis, e com os de
SRINIVASAN et al. (2001), que estudaram a atividade
antimicrobiana de plantas utilizadas na medicina
tradicional indiana (Tabela 3). Os autores dos dois
estudos obtiveram val oresbastante semelhantes ap deste
traba ho, incluindo aevidénciade va ores superiores, ou
sga, demaior atividade contraasbactérias Gram positivas.

Pesquisando a atividade antibacteriana
de 6leos essenciais extraidos defolhasde S. cumini e
de outras espécies do género, SHAFI et a. (2002)
também encontraram valores préximos aos
apresentados neste trabalho, no que se refere ao

di@metro dos hal os de inibic¢&o no teste de difusio em
agar. Osautorestrabalharam com S. aureus, E. coli, P
aeruginosa e Salmonella Typhimurum, ou sgja, com
cinco das espécies bacterianas aqui pesquisadas,
corroborando a hipétese de efetiva atividade
antibacterianado extrato hidro-etandlico defolhasde
S. cumini.

ANNAPURNA et a. (1999) relatam
atividade antimicrobiana de diferentes extratos,
inclusive aquoso, de folhas de Saraca asoca. No
entanto, tais extratos apresentaram um diémetro de
inibigéo superior parabactérias Gram negativas. Uma
mai or atividade contraesse grupo de bactériastambém
foi observadapor NUNAN et a. (1985), com extrato de
folhasde Aristolochia gigantea, epor LOCHER et al.
(1995) em diversas espécies medi cinais havaianas.

As diferencas de atividade contra
esses dois grupos bacterianos parecem derivar da
constituicdo da parede celular bacteriana e dos
constituintes do extrato vegetal, principa mente do
grupo dos taninos. Conforme os dados deste
trabalho e de outros autores (KHAN et al., 2001;
SRINAVASAN et al., 2001; CIMANGA et al., 2002),
existe uma relacdo entre o teor de taninos e a
atividade contra bactérias Gram positivas, que tém
estrutura celular mais rigida, parede celular
quimicamente menos complexa e menor teor de
lipidico do que as Gram negativas.

Tabela 1 — Perfil de sensibilidade a antimicrobianos das amostras testadas, através do iidice de resisténcia antimicrobiana (IRMA) de

KRUPERMAN (1983).

Isolado bacteriano Sensibilidade aos antimicrobianos testados IRMA
Staphylococcus sp. 147/02 CFL*, AMI, RIF, CPZ, CRX, OXA, ERI, LIN, GEN, NEO 0,412
Staphylococcus sp. 558/96 RIF 0,941
S. aureus 147/02 CRX,RIF,CFL,CPZ,SUT 0,706
S. aureus 144/98 CRX, CFL, RIF, AMI, LIN, CPZ, NEO, GEN, EST 0,471
S. intermedius 115/92 CRX, CFL, RIF, AMI, LIN, ERI, CPZ, NEO, SUT, GEN, OXA, EST 0,294
S. aureus ATCC 25923 CPZ, GEN, RIF, LIN, EST, SUT 0,647
Bacillus cereus 179/94 AMI, RIF, EST, ERI, GEN 0,706
Corynebacterium sp. 083/99 NEO, ERI, GEN, EST, AMI, RIF 0,647
Rhodococcus equi 488/01 RIF, CPZ, NEO, GEN, CRX, ERI, EST, AMI 0,529
Streptococcus canis 154/90 CPZ, CRX, OXA, LIN, ERI, RIF, CFL, SUT 0,529
Escherichia coli 120/93 TET, FLF, ENO, NOR 0,765
E. coli 158/93 TET, ENO, GEN, NOR, AMP, FLF, SUT, EST 0,529
E. coli ATCC 25922 GEN, EST, AMP, SUT, TET, FLF, ENO 0,588
Salmonella Typhi. ATCC 6539 TET, NEO, SUT, EST, FLF, AMP, NOR, GEN, ENO 0,471
S. Cholerasuis ATCC 10708 AMP, NOR, FLF, GEN, SUT, EST, ENO, TET 0,529
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NOR, ENO, GEN, EST 0,765
Proteus sp. 447/01 NOR, ENO, GEN, FLF 0,765

*Legenda: RIF -Rifampicing, AMI - Amicacina, AMP - Ampicilina, CFL - Cefalotina, CPZ - Cefoperazona, CRX - Cefuroxima, ENO -
Enrofloxacin, ERI - Eritromicina, EST - Estreptomicina, EST — Estreptomicina, FLF - Florfenicol, GEN - Gentamicina, LIN - Lincomicina,
NEO - Neomicina, NOR - Norfloxacin, OXA — Oxacilina, SUT - Sulfazotrim, SUT — Sulfazotrim, TET — Tetraciclina.
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Tabela 2 — Diametros médios do halo de inibigéo (em mm) avaliados pelo método de difusdio em &gar (Kirby- Bauer).

Isolado bacteriano Extrato Etanol Sol. salina Antimicrobiano
Staphylococcus sp. 147/02 22a* 5,67b 1,0c 4,33b
Staphylococcus sp. 558/96 20a 5b 6,67b 8b
S. aureus 147/02 12a 6bc 2,67c 10,67ab
S. aureus 144/98 16,33b 1,67c 4c 24a
S. intermedius 115/92 24b 5c 6,33c 29,33a
S. aureus ATCC 25923 26,67b 2c 0,67c 38,33a
Bacillus cereus 179/94 14,67b 4,33c 4c 22a
Corynebacterium sp. 083/99 25,67b 7,33c 7,67c 31,67a
Rhodococcus equi 488/01 19,67a 5b 5,33b 22a
Streptococcus canis 154/90 15b 4c 3,33c 29,67a
Escherichia coli 120/93 17a 4,33bc 2,67c 8,67b
E. coli 158/93 17,33a 2,33b 2b 21,33a
E. coli ATCC 25922 23,33a 2c 0,67c 10,67b
Salmonella Typhi. ATCC 6539 22,67b 1,33c 1,67c 31,33a
S. Cholerasuis ATCC 10708 24,33a 1,33c 2,67c 18,33b
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 21b 1,33c 2c 30a
Proteus sp. 447/01 12,67a 1c 0,67c 9,33b

* Médias seguidas de letras desiguais diferem entre si pelo tese de Duncan em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Tabela 3 — Antimicrobianos comerciais utilizados como controle
positivo no teste de difusao.

Isolado bacteriano Antimicrobiano  Concentragéo

Staphylococcus sp. 147/02 Gentamicina 10ug
Staphylococcus sp. 558/96 Gentamicina 10ug
S. aureus 147/02 Rifampicina 05ug
S. aureus 144/98 Gentamicina 10ug
S. intermedius 115/92 Gentamicina 10ug
S. aureus ATCC 25923 Gentamicina 10ug
Bacillus cereus 179/94 Gentamicina 10ug
Corynebacterium sp. 083/99  Gentamicina 10ug
Rhodococcus equi 488/01 Gentamicina 10ug
Streptococcus canis 154/90 Rifampicina 05ug
Escherichia coli 120/93 Tetraciclina 30ug
E. coli 158/93 Tetraciclina 30ug
E. coli ATCC 25922 Tetraciclina 30ug
SalmonellaTyphi ATCC 6539  Tetraciclina 30ug
S. CholerasuisATCC 10708  Tetraciclina 30ug
Pseudomonas aeruginosa Gentamicina 10ug
ATCC 27853

Proteus sp. 447/01 Gentamicina 10ug

CONCLUSOES

Conforme verificado neste estudo, o
extrato hidro-alcodlico a 10% (m/v) de folhas de
jamboldo (S. cumini (L.) Skeels) apresenta atividade
antibacteriana frente a 17 isolados bacterianos
testados, ndo sendo observada diferenca de
sensibilidade entre microorganismos Gram positivos
eGram negativos.
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