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Resumo:

Zizyphus joazeiro Mart. arvore bastante disseminada no nordeste brasileiro, utilizada como agente de higienizacdo
bucal, em substitui¢do aos produtos comerciais. Usa-se o fruto nas perturbacdes do estdmago e as cascas na cicatrizagdo
de ferimentos, febres e infec¢des dos pulmdes. O presente estudo objetiva avaliar a atividade antimicrobiana, in vitro
dos diferentes extratos de Zizyphus joazeiro Mart frente 4 microrganismos, incluindo leveduras, bactérias Gram-
positiva, Gram-negativa e Mycobacterium bovis. Os extratos foram preparados utilizando as partes aéreas (casca do
caule, folhas e frutos) de Zizyphus joazeiro Mart. Esses foram testados quanto a sua atividade antimicrobiana, contra
leveduras e bactérias utilizando o método de difusdo em agar. Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana.
Dos microrganismos utilizados somente Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Candida albicans mostraram-se
sensiveis. Nenhum dos extratos testados apresentou atividade sobre Mycobacterium bovis. Estes resultados podem
explicar em parte a utilizagdo Zizyphus joazeiro Mart. para o tratamento de doengas infecciosas na medicina tradicional.

Palavras-chave: Zizyphus joazeiro. Extratos vegetais. Antimicrobiana. Antimicobacteriana. M.bovis

Research with antimicrobial activity of bioactive hydroethanolic extracts fruit,

leaf and stem bark of Zizyphus joazeiro mart

Abstract:

Zizyphus joazeiro Mart. Tree fairly widespread in northeastern Brazil, used as oral hygiene agent, to replace
commercial products. It is used in the fruit disorders of the stomach and the shells in wound healing, fevers and
infections of the lungs. The present study aims to evaluate the antimicrobial activity in vitro of different extracts of
Zizyphus joazeiro Mart opposite the microorganisms, including yeasts, Gram-positive, Gram-negative and
Mycobacterium bovis. The extracts were prepared using the aerial parts (stem bark, leaves and fruits) of Zizyphus
Jjoazeiro Mart. These were tested for their antimicrobial activity against yeasts and bacteria using the agar diffusion
method. All extracts showed antimicrobial activity. The microorganisms used only Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus and Candida albicans were susceptible. None of the tested extracts showed activity on Mycobacterium bovis.
These results may partly explain the use Zizyphus joazeiro Mart. for the treatment of infectious diseases in traditional
medicine.

Keywords: Zizyphus joazeiro Mart. Plant extracts, Antimicrobial. Antimycobacterial. M bovis
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1. Introducao

Na America do Sul, sdo encontradas varias
espécies do género Zizyphus entre elas
Zizyphus joazeiro Mart que cresce em dreas
de caatinga do Brasil. Zizyphus joazeiro Mart.
¢é largamente distribuida em todo o Nordeste
brasileiro € em zonas ecoldgicas, sendo mais
abundante no sertdo, na caatinga e no agreste
( SILVA e MATOS, 1998). Utilizada como
agente de higienizacdo bucal, em substituicdo
aos produtos comerciais, suas folhas e
fragmentos de casca do caule sdo mastigados
ou friccionados contra os dentes, essa
operacdo produz abundante quantidade de
espuma, devido ao elevado teor de saponinas
presente nessa espécie (CRUZ, 1979).
Conserva-se verde durante todo o ano e nunca
perde toda a folhagem; as folhas e os frutos
constituem um dos mais valiosos recursos
alimentares para animais, nos periodos de
seca (LORENZI e MATOS, 2002). A infusio
das folhas é popularmente utilizada como
digestivo e as raspas da entrecasca sdo ricas
em saponina, servindo de sabao, dentifricio e
um excelente tdnico capilar; a madeira é boa
para mourdes de cerca e para marcenaria
(SILVA e MATOS, 1998).

Na medicina herbédria brasileira, o
decocto do caule, € utilizado contra bronquite
cronica, infecgdes no trato respiratdrio
superior e urogenital, dores de garganta,
(NUNES et al,1987)

febres e placas

dentarias, no tratamento de ulceras.como
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expectorante fluidifica as secrecoes

bronquicas facilitando a

(BRAGA, 1976).

expectoragdo
Externamente, a tintura €
usada em log¢des capilares. Em doses elevadas
produz vOmitos, célicas e forte irritacdo do
tubo gastrointestinal. As formas farmaceéuticas
habituais sdo Infuso, decocto, extrato fluido,
tintura, pog¢des entre outras (COIMBRA,
1958).

O presente estudo teve como objetivo
avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos
diferentes extratos de Zizyphus joazeiro Mart
frente 4 microrganismos, incluindo leveduras,
bactérias

Gram-positiva, Gram-negativa e

Mycobacterium tuberculosis, utilizando o
teste de difusdo em agar para que no futuro
esta pesquisa contribua para a utilizagdo
terapéutica desta planta

nos  pProcessos

infecciosos.

2. Materiais e métodos
2.1. O material vegetal

As folhas, frutos e casca do caule de
Zizyphus joazeiro Mart foram coletados em
abril de 2008, no municipio de Pombos, Zona
da Mata Sul, em Pernambuco-Brasil,
identificado no Herbdrio Sergio Tavares do
Departamento de Ciéncias Florestais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e
depositado neste sob o registro n° 15638.
2.2. Obtencdo dos extratos

As partes aéreas (casca do caule,

folhas e frutos) de Zizyphus joazeiro Mart

foram trituradas em liquidificador domestico
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na propor¢do de 200g para 800 mL de etanol
a 70% e deixados macerar por 7 dias ao
abrigo da luz com uma agitagdo didria. Os
extratos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatério a temperatura de 60° C e
pressdo negativa de 400 a 500 mmHg. Apés a
concentracdo, aliquotas de 20 mL de cada
extrato foram liofilizadas e determinadas o
peso seco de cada aliquota. Para as andlises,
os mesmos foram ressuspensos em &gua
destilada estéril na concentracio de 100
mg/mL e esterilizados por filtracdo em filtro
Millipore de 0,45 umL. (SILVA et al, 2010)
2.3. Triagem fitoquimica qualitativa

Os extratos hidroalcodlico da casca do
caule, folhas e frutos (verdes e maduros) de
Zizyphus joazeiro Mart foram submetidos a
uma investigacdo dos constituintes quimicos
metabdlica. As classes de

por classe

metabdlitos secundarios (saponinas,
alcal6ides, taninos, flavondides, esterdides e
triterpenos) foram realizados em triplicata e
de acordo com Matos (2008), constantes do
Quadro O1.
2.4. Atividade antimicrobiana
2.4.1. Microrganismos

Foram utilizadas as seguintes amostras
microbianas: Staphylococcus aureus (ATCC
6538) Escherichia (ATCC 8739);
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027);
Salmonella typhi (ATCC 14028); Proteus
mirabilis ( ATCC 25922); Micrococcus luteus
(ATCC 9341), (ATCC

11778); Bacillus subtilis (ATCC 6633);

coli

Bacillus cereus
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Candida albicans (ATCC 10231),
Saccharomyces cerevisae (ATCC 2601) e
Mycobacterium  bovis (amostra BCQ),
mantidas no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Bésicas da UNIFAL-MG.
2.4.2. Meios de cultura

O Meio Lowenstein—Jensen foi
utilizado para cultivo do Mycobacterium
bovis. Foram utilizados Agar Mueller-Hinton
para as bactérias e Mueller-Hinton com
glicose para leveduras. O caldo Mueller
Hinton e caldo Mueller Hinton com glicose
foram wusado para a determinagdo da
concentracdo minima inibitéria (CIM).
2.4.2. Determinacgdo atividade antimicrobiana

Para a avaliagio da atividade
antimicrobiana dos extratos hidroetandlicos
foi utilizado o método de difusdo em agar que

CLSI

z

¢ atualmente recomendado pelo
(Clinical and Laboratory Standards Institute,
2003) com modifica¢des e que se baseia no
método descrito por Bauer et al. (1966). As
cepas bacterianas foram repicadas em agar
Mueller-Hinton e as de leveduras em agar
Mueller-Hinton com glicose e incubadas a
37°C, 24 horas antes do teste. Para o preparo
do in6culo, as culturas foram padronizadas
em solucdo salina estéril segundo a escala 0,5
de MacFarland. Os extratos das partes aéreas
(folhas, frutos verde, fruto maduro e casca do
caule) de Zizyphus joazeiro Martius foram
diluidos a uma concentragdo de 100 mg/mL.

Foram perfurados pog¢os com 4 mm de

didmetro na superficie do meio de cultura e
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posteriormente inoculados com a suspensdo
microbiana padronizada. Cada extrato foi
colocado nos pocos num volume de 40
microlitros juntamente com o controle
positivo ( clorexidina a 0,12% ) e controle
negativo ( dgua destilada). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a
incubacdo foi feita a leitura dos halos de
inibicdo do crescimento microbiano em volta
dos pocos.

Para a avaliacio da atividade
antimicrobiana dos extratos hidroetandlico
frente ao Mycobacterium  bovis foi
empregado o método da difusdo baseado na
técnica anterior utilizando o meio de
Lowenstein—Jensen acondicionado em
garrafas plasticas para cultura de células nos
quais foram colocados os discos teste
impregnados com os extratos na superficie.
As garrafas com Meio de Lowenstein—Jensen
inoculadas com Mycobacterium bovis foram
incubadas 37°C por quatro semanas. No final
foram avaliados os halos de inibicdo
formados ao redor dos discos. Estes testes
foram feitos em triplicata com solucdes
controle, ou seja, solucdo de rifamicina a 50
ug e dgua destilada.

A concentragdo inibitéria minima foi
determinado nos extratos que apresentaram
atividade inibitéria no teste de difusdo em
agar. Os testes foram realizados em
microplacas nas quais foram colocados 100
pL do caldo Mueller Hinton concentrado 2x

no primeiro poco € com concentracio normal

nos demais. Concentracdes decrescentes do
extrato foram colocados nos pogos a partir de
50 mg/mL ate 0,39 mg/mL. Foram inoculados
nos pocos 10 pl. da suspensdo microbiana
com turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da
Escala de Mac Farland. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura foi
feita a partir do ultimo tubo onde ndo houve
turvacdo ou seja a menor concentracio que
inibiu o crescimento microbiano. Os

resultados sdo apresentados no Quadro 02.

3. Resultados
3.1. Triagem fitoquimica qualitativa

Os resultados obtidos na prospecgdo
fitoquimica dos quatro extratos utilizadas
neste estudo, estdo representados na Tabela
01. Na andlise fitoquimica da casca do caule
de Zizyphus joazeiro Mart. constatou-se a
presenca de saponinas, esterdide e triterpenos.
A presenga de saponina, esterdide e
triterpenos também foram observadas nas
folhas e frutos maduros. O resultado foi
positivo para presenca de alcaléides nas
folhas. Foi verificada a presenca de alcaldides
nos frutos maduros de Zizyphus joazeiro.
Observou-se a presenga de flavondides nos
frutos. Os taninos foram detectados nas folhas

e frutos verdes.
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Quadro 01- Prospeccdo fitoquimica realizada nos extratos hidroalcodlicos de casca do caule, folhas, fruto verde, em

maturagdo e maduro de Zizyphus joazeiro Mart

Metabolitos/
Amostras Alcal6ides Saponinas Flavanoéides Esteréides Taninos
Triterpenos

- + - + -
Casca do caule

+ + - + +
Folhas

- - + - +
Fruto verde

+ + + + -

Fruto maduro

Fonte: O autor (-) reacdo negativa. (+) reacdo positiva.

Quadro 02- Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos hidroalcodlico de Zizyphus joazeiro.

(diametro dos halos de inibi¢do expressos em mm)

Casca do Folhas Frutos Frutos Clorexidina Sol. de Agua

EXTRATOS/ caule verdes maduro 0,12% Rifamicina | destilada
MICROGANISMOS 50 pg
Bacillus cereus 0 0 0 0 12 NT 0
ATCC 11778
Bacillus subtilis 12 7 0 6 15 NT 0
ATCC 6633
Escherichia coli 0 0 0 0 13 NT 0
ATCC 25922
Micrococcus luteus 0 0 0 0 21 NT 0
ATCC 9341
Proteus mirabilis 0 0 0 0 9 NT 0
ATCC 25933
Pseudomonas aeruginosa 12 0 0 0 14 NT 0
ATCC 27853
Salmonella typhi 0 0 0 0 10 NT 0
ATCC 14028
Staphylococcus aureus 0 0 8 0 16 NT 0
ATCC 6538
Candida albicans 10 0 0 0 15 NT 0
ATCC 10231
Sacharomyces cerevisae 0 0 0 0 18 NT 0
ATCC 2601
Mycobacterium bovis 0 0 0 0 NT 22 0
(Amostra BCG)
Fonte: O autor - NT = Nio Testado
3.2. Atividade antibacteriana exibiram atividade antimicrobiana contra

Os diferentes extratos de algumas das cepas testadas. A parte da planta

hidroetandlico de Zizyphus joazeiro utilizados
nao demonstraram eficicia sobre os seguintes
microrganismos: Micrococcus luteus, Proteus
mirabilis,, Salmonella typhi e Saccharomyces
cerevisiae Todas

as partes da planta
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com as maior atividade antimicrobiana foi a
casca do caule com atividade frente a Bacillus
subtilis, Candida albicans e Pseudomonas
aeruginosa apresentando halos de inibi¢do do

crescimento de 12,10 e 12 mm de diametro
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respectivamente confirmando o resultado
obtido por Cruz et al., (2007). O extrato de
folhas apresentou resultado positivo apenas
para Bacillus subtilis (ATCC 6633) cujo halo
de inibicdo foi de 7 mm.

O extrato de fruto verde foi efetivo
apenas para o Staphylococcus aureus (ATCC
6538) enquanto que o extrato de fruto maduro
apresentou atividade inibitdria contra Bacillus
subtilis (ATCC 6633) apresentando halo de 6
extratos  utilizados

mm. Nenhum dos

demonstrou atividade contra 0
Mycobacterium bovis.

Em relagdo a  avaliacio da
concentracio inibitéria minima (CIM), foram
utilizados apenas os microrganismos que
mostraram-se  sensiveis

inicialmente aos

extratos, ou seja:  Bacillus  subtilis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Pseudomonas aeruginosa (Tabela 2). Na
determinacdo da concentracdo inibitdria
minima apenas o extrato da casca do caule
apresentou atividade antimicrobiana, sendo
esta limitada ao Bacillus subtilis cuja a CIM

foi de 40 mg/mL.

4. Discussao

Na andlise fitoquimica a presenca de
saponina, esterdides e triterpenos observadas
nas folhas, frutos maduros e casca do caule de
Zizyphus joazeiro Mart confirmam resultados
encontrados por Silva (2008) e Braga (1976)

estes compostos podem atuar na maximizagao
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do potencial da referida espécie para sanar
gastrites e ferimentos, por outro lado atribui-
se a acdo a antifingica, antibacteriana 4s
saponinas (TAIZ e ZEIGER, 1991). A
atividade inibitéria dos trés extratos frente ao
Bacillus  subtilis pode ser atribuida,
possivelmente em combinagdo, entre os trés
fitoquimicos.

Os taninos foram detectados nas folhas
e frutos verdes. Sanches et al., (2005) relatam
que taninos tém efeito inibitério sobre
bactérias e fungos. Existem trés hipdteses
para o mecanismo de ac¢do antimicrobiana. A
primeira hipétese pressupde a inibi¢do das
enzimas de bactérias e fungos e/ou a
complexacdo dos substratos dessas enzimas; a
segunda seria a acdo dos taninos sobre as
membranas celulares dos microrganismos,
modificando o seu metabolismo (MELLO e
SANTOS, 2002). Finalmente, a terceira
hip6tese menciona a complexacdo dos taninos
com {fons metalicos, diminuindo, assim, a
disponibilidade destes elementos essenciais
para o metabolismo dos microrganismos. Os
resultados das andlises fitoquimicas feitas por
Sousa (2007) registraram a presenga de
saponinas, taninos, flavondides, catequinas e
xantonas. O resultado positivo para alcaldides
nas folhas diferem de resultados obtidos por
Silva, (2008) e quanto a presenga de
alcaléides nos frutos maduro de Zizyphus
joazeiro nao héd relato na literatura para
comparacdo. A presenca de flavondide nos

frutos maduros confirma resultados também
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obtidos por outros pesquisadores em

diferentes espécies Zizyphus (Zizyphus spina-
christi e Miller)

(PAWLOWSKA et al.,2009).

Zizyphus  jujuba
Na triagem antimicrobiana das partes

aéreas dos extratos hidroetandlicos de
Zizyphus joazeiro Mart todos os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana frente
a pelo menos um microrganismos testados e
dos microrganismos utilizados somente
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Candida albicans mostraram-se sensiveis.

Os extratos de plantas sdo geralmente
uma mistura de compostos ativos e inativos e
suas atividades antimicrobianas devem ser
interpretados com critérios (GUERRA e
NORDARI, 2004).
Cruz et al. (2007) realizaram estudos da
atividade antifingica do extrato de folhas e
entrecasca do caule de Zizyphus joazeiro.
Esses extratos apresentaram efetividade
contra seguintes fungos: Candida albicans,
Candida

guilliermondii, Cryptococcus

neoformans,  Trichophyton  rubrum e
Fonsecaea pedrosoi. Lima (2008) estudou a
acdo antiftingica e antibacteriana do extrato
aquoso, hidroalcodlico, etandlico e hexanico
das folhas de Zizyphus joazeiro. O extrato
etandlico obtiveram

hexanico e extrato

desempenho  superior ao aquoso, foi

encontrado efetividade significativa contra
Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
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choleraesuis, Staphylococcus aureus. O
extrato aquoso de folhas Ziziphus joazeiro
testado por Lima, (2008) ndo inibiu o
crescimento dos microrganismos utilizados.
Virios fatores podem interferir na atividade
bioldgica de extratos vegetais principalmente
o local e o periodo da coleta e tipos de
solventes utilizados para a extragdo. A
polaridade de substincias antimicrobianas
segundo Silva (2008) € um fator importante,
especialmente quando se avalia substancias
apolares pelo método de difusdo em agar.
Extratos mais apolares apresentam maior
atividade contra um numero maior de
microrganismos. Desta forma, pesquisas de
fragcdes bioativas com atividade
antimicrobiana deverdo ser realizadas em
Zizyphus joazeiro. Na literatura nao ha relato
para compara¢do de resultados de atividade
antimicrobiana para extratos de frutos,
somente para casca de caule e folhas. Nenhum
dos extratos utilizados demonstrou atividade
contra o Mycobacterium bovis.

Em relagio a avaliacio da
concentracio inibitéria minima (CIM), apenas
o extrato da casca do caule apresentou
atividade antimicrobiana, sendo esta limitada
ao Bacillus subtilis cuja a CIM foi de 40
mg/mL. Valores de CIM iguais ou menores
que Img/mL para o extrato bruto ou fracdes e
valores de CIM iguais ou menores que 0,25
mg/mL para as substancias puras foram os
critérios usados por Campos (2006) para

determinar a atividade da substincia ou seja
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substancias com valores acima destes ndo tem
potencias para uso como antimicrobiano.
Neste trabalho a CIM foi igual a 40 mg/mL,
valores estes muito acima do preconizado pela
literatura. Concentracdes altas inviabilizam a
utilizacdo do aumentam

produto, pois

consideravelmente sua toxicidade. Numa
discussdo sobre as propriedades antiftingica
de extratos de plantas medicinais Carmeli et
al., (1999), em estudos com Candida albicans
ATCC 90028, encontrou valores de 0,80 mg /
ml que foram interpretados como forte
atividade antiftingica.Os autores observaram
que MICs/ ml menores que 1,00 mg deve ser
interpretado como forte potencial antifingico.

Os outros extratos ndao foram efetivos
talvez pela impossibilidade de se usar
concentracdes maiores. A alta viscosidade
inviabiliza a filtracdo para esterilizacdo do
mesmo. Testes posteriores poderao ser
aplicados utilizando a técnica de radiagdo
gama para esterilizacio de  solucdes
concentradas. Estudo das plantas medicinais,
quanto aos seus aspectos fitoquimicos,
fornece informacdes tteis, possibilitando a
identificacdio de compostos ativos e sua
localizacdo no vegetal. Estas informagdes sdo
essenciais para indicar a melhor parte do
vegetal a ser utilizada para a obtengdo de
compostos de interesse medicinal, informando
a populacdo acerca da utilizagdo racional de
um bem natural, minimizando o numero de

coletas e direcionando para uma coleta menos
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predatéria, que pode levar a espécie a

extingao.

5- Conclusao

Os resultados nos permite concluir que

os extratos hidroetandlicos de Zizyphus
Jjoazeiro possuem atividade antimicrobiana.
Os extratos da casca do caule foram os
mais efetivos atuando em um numero maior
de microrganismos.
B. subtilis foi o microrganismo mais

sensivel a acdo dos extratos.
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