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Evaluation of the antifungal activity of Syzygium cumini bark

Rafaela da Costa Binhara*, Flavio Dias Ferreira’, Mellide Zanchettin®

RESUMO

Fungicidas sintéticos séo utilizados como medidas de controle a fungos filamentosos, entretanto, devido a
crescente resisténcia a estes compostos e possiveis danos a sadde dos consumidores, € necessaria a busca
por alternativas mais seguras. O Syzygium cumini é uma planta com grandes volumes desperdigados
anualmente devido a alta perecibilidade. Neste sentido, extratos de Syzygium cumini poderia ser uma
alternativa ao uso de tais compostos? O objetivo deste estudo foi a avaliacdo da acdo antiflingica da casca
de jamboldo frente a Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides. Os frutos foram coletados, a casca foi
separada da polpa, liofilizada e moida para obtencdo da farinha de casca de jamboldo. A farinha foi
submetida ao processo de extracdo solido-liquido para obtencédo de 19 extratos de diferentes solventes. As
concentragdes testadas foram de 50000 a 195 pg/mL para extrato aquoso, 500000 a 1953 pg/mL para extrato
concentrado e 100000 a 390 pg/mL para o extrato hidroalc6olico e extratos brutos. A atividade antifungica
foi realizada por meio da concentracdo inibitéria e fungicida minima pelo método de microdiluicdo em
caldo. Nenhum dos extratos obtidos apresentaram atividade antiflngica nas concentracdes testadas, além
disso, foi observado um aumento no crescimento flngico na presenca de alguns extratos sugerindo presenca
de aleloquimicos.
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ABSTRACT

Synthetic fungicides are used as control measures for filamentous fungi, however, due to the increasing
resistance to these compounds and possible harm to consumer health, it is necessary to search for safer
alternatives. Syzygium cumini is a plant with large volumes wasted annually due to its high perishability.
In this sense, Syzygium cumini extracts could be an alternative to the use of such compounds? The aim of
this study was to evaluate the antifungal action of jamboldo bark against Aspergillus flavus and Fusarium
verticillioides. The fruits were collected, the peel was separated from the pulp, lyophilized and ground to
obtain jambolao peel flour. The flour was subjected to a solid-liquid extraction process to obtain 19 extracts
of different solvents. The concentrations tested were 50000 to 195 pg/mL for aqueous extract, 500000 to
1953 pg/mL for concentrated extract and 100000 to 390 pg/mL for hidroalcoolic extract and crude extracts.
The antifungal activity was performed through the minimal inhibitory and fungicidal concentration by the
broth microdilution method. None of the extracts obtained showed antifungal activity at the concentrations
tested, in addition, an increase in fungal growth was observed in the presence of some extracts suggesting
the presence of allelochemicals.
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1 INTRODUCAO

A seguranga de alimentos é uma prioridade global devido a alta incidéncia de microrganismos, dentre eles
os fungos ganham destaque pelo risco a salde humana e animal, além de grandes perdas econdmicas.
(DAVIES et al., 2021; CLEMENTE et al., 2016; HU et al.,2021).
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Aspergillus flavus é um fungo filamentoso deteriorante de alimentos, principalmente milho, amendoim e
soja (HU et al., 2021; EINLOFT, 2016). Esse microrganismo € sintetizador de aflatoxinas, metabdlitos
secundarios denominados micotoxinas, que desencadeiam neoplasias hepaticas tanto em humanos quanto em
animais (HU et al., 2021). Fusarium verticillioides € um fungo cosmopolita e fitopatogénico, amplamente
difundido geograficamente que pode atingir diversas culturas distintas, como milho, beterraba, aveia e algodao.
Este fungo é o patdgeno mais comum que causa podridao das espigas de milho, o que acarreta em uma reducao
significativa no rendimento de gréos e na qualidade (FALLAHI et al., 2021). Outra importante preocupacao
relacionada com esse fungo é que sdo sintetizadores de fumonisinas, micotoxinas altamente perigosas que
ameacam a saude humana e animal (KAMLE et al., 2019).

As maneiras de controle comumente usadas para esses microrganismos sao fungicidas sintéticos, dada a
crescente incidéncia de resisténcia aos fungicidas e a relagdo com possiveis danos a saide dos consumidores
torna-se imprescindivel a busca de alternativas mais seguras (DAVIES et al., 2021). Uma alternativa ao uso,
sdo extratos naturais a base de plantas, que indicam uma solucdo promissora para evitar possiveis efeitos
colaterais, formas de resisténcia e aumentar a eficécia dos produtos antimicrobianos, pois podem apresentar
efeito antiflngico, conforme apresentado por El-Samawaty et al. (2021) e Tshabalala et al. (2021).

Syzygium cumini é uma planta da familia Myrtaceae, originaria da Asia tropical, especialmente na india é
comumente conhecido como “Jambolao” (SINGH et al., 2016). O Syzygium cumini possui uma composicao
guimica complexa, rica em diferentes compostos quimicos com propriedades nutricionais e valor biolégico,
destacando-se principalmente os compostos fenolicos (SABINO; BRITO; SILVA JUNIOR, 2018). Apesar de
seu potencial bioativo, poucos estudos sao realizados sobre essa fruta no Brasil e grandes volumes de jambolao
sdo desperdicados anualmente devido a sua alta perecibilidade (ARAUJO, 2014). Essa premissa possibilita a
investigacdo do extrato de casca de jamboldo como antifungico natural. Neste sentido, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar o efeito antimicrobiana do extrato de casca de Syzygium cumini frente a Aspergillus
flavus e Fusarium verticillioides.

2 METODO

2.1 Matéria prima

Os frutos de jambol&o foram coletados entre fevereiro e margo de 2021 na cidade de Medianeira, Parana,
Brasil (25° 17' 42" S 54° 05' 38" Q). Os frutos foram higienizados e as cascas foram separadas manualmente
do fruto. Posteriormente as cascas foram secas através do método de liofilizagdo e moidas em um moinho de
facas, obtendo-se a farinha da casca de jambolao.

2.2 Preparacdo de extratos a partir de farinha de casca de jambol&o

A farinha da casca de jamboldo foi submetida ao processo de extracdo sélido-liquido em banho
termostatico a 40 °C, utilizando solucdo hidroetanolica 50% (v/v), razdo solido:liquido de 1:10, sob agitagdo
mecanica (200 rpm) durante uma hora (GARCIA, 2019). Apés a extragdo, os sélidos suspensos foram
removidos por filtracdo a vacuo. Foram obtidos um extrato hidroetandlico 50%, um extrato aquoso e um
extrato concentrado. O extrato hidroetan6lico 50% foi obtido logo apds o processo de filtragdo. Para a obtencéo
de um extrato aquoso foi necessario a remocéo do etanol utilizando um evaporador rotativo a vacuo a 50 °C e
agitacdo de 40 rpm até aproximadamente a metade do volume inicial do extrato. Para a obtengdo do extrato
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concentrado realizou a concentracdo em evaporador rotativo com 0s mesmos pardmetros utilizados
anteriormente, entretanto a rotaevaporacgao perdurou mais tempo (1 hora).

Para e extracdo usando outros solventes (extratos brutos), a farinha da casca de jambol&o foi sujeita ao
processo de extracdo sélido-liquido e a filtragcdo a vacuo semelhante ao realizado anteriormente, entretanto a
temperatura de extracao foi de 30 °C e razdo solido:liquido de 2:10. Foram preparados um solvente com agua
pura e 15 extratos brutos utilizando diferentes solventes em diferentes concentragdes, sendo eles acetona,
metanol e etanol nas concentracfes de 40, 50, 60, 70 e 80% (SANTOS; SANTANA, 2019).

2.3 Preparacdo do in6culo

Os isolados de Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides foram obtidos do laboratério de toxicologia
da Universidade Estadual de Maringa (UEM), e armazenados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA),
sob refrigeracdo a temperatura de 8 °C. A esporulacdo foi realizada através do cultivo do isolado em meio
BDA para Aspergillus flavus e em meio agar sabouraud dextrosado (SDA) para Fusarium verticillioides. A
suspensdo conidial foi preparada a partir de uma cultura de 7 dias, adicionando solucdo salina (0.9%) estéril e
realizando a raspagem da superficie para liberar os conidios do micélio fungico. Realizou a contagem do
indculo utilizando em camara de Neubauer e a concentragdo foi ajustada para 10° conidios/mL.

2.4 Determinacdo da atividade antifiingica pelo método de microdiluicdo em caldo

Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi utilizado o protocolo CLSI M38-A2
(NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2002) com algumas
modificacdes. Os extratos foram diluidos em meio de cultura RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute —
1640) com L-glutamina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) sem bicarbonato, tamponado com 0.165 M de
acido 3-[N-morfolino]-Propanosulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). Diluicdes seriadas dos
extratos foram realizadas utilizando uma placa de 96 po¢os contendo o0 meio preparado, de modo a atingir as
concentragdes de 50000 a 195 pg/mL para o extrato aquoso, 500000 a 1953 pg/ mL para o extrato concentrado
e 100000 a 390 pg/mL para os extratos brutos e hidroalcoolico. Posteriormente adicionou 5 pul. da suspensao
de 10° de conidios/mL e incubou a 28 °C por 72 horas. O controle de crescimento foi composto pelo meio de
cultura com a suspencgdo de conidios sem a presenca do extrato, o branco com a solucéo solvente no lugar do
extrato e o controle negativo com apenas 0 meio de cultura.

A concentracgdo fungicida minima (CFM) foi realizada em uma placa contendo meio BDA ou SDA. Foram
adicionados 10 pL da CIM, duas concentragdes acima e duas abaixo, mais o controle positivo, o branco e o
controle negativo e incubado por 72 horas a 28 °C. Tanto a CIM quanto a CFM foram definidas como a menor
concentragdo em que ndo houve crescimento fangico visual. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

3 RESULTADOS

Foram testados o efeito antifungico de 19 extratos diferentes obtidos a partir de farinha de casca de
jambol&o. Nenhum dos extratos avaliados apresentou atividade antifungica frente ao Aspergillus flavus e
Fusarium verticillioides nas maiores concentracdes testadas (0,05 g/mL para extrato aquoso, 0,1 g/mL para
hidroetandlico, 0,5 g/mL extrato concentrado e 0,1 g/mL para extratos brutos). A atividade antifangica do
extrato aquoso e metandlico de caules de Juniperus procera frente ao Aspergillus flavus, foi avaliada por
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Abdelghany et al. (2020) por meio da metodologia de difusdo em disco, os autores observaram que o0 extrato
metandlico teve alta atividade antifingica frente ao fungo, enquanto o extrato aquoso ndo apresentou atividade
antifungica. Os autores ainda observaram que a concentracdo mais baixa de extrato aquoso de Juniperus
procera (30 mg/mL) estimulou o crescimento de Aspergillus flavus, sugerindo que esse fato acontece devido
a alguns aleloquimicos presentes nos extratos o que pode aumentar o crescimento do fungo. Estes relatos
corroboram com resultados achados pois observou-se um aumento na concentragdo fungica nos extratos
aquosos de jamboldo. No presente estudo ndo foi avaliado o potencial alelopatico, entretanto, Mairesse et al.
(2007) descreve a presenca de aleloquimicos nos extratos aquosos de jamboldo. Este favorecimento no
crescimento de fungos também foi relatado por Venturoso et al. (2011) onde constataram que o extrato de nim
favoreceu o crescimento de Fusarium solani. Além disso, 0 mesmo autor avaliou 10 extratos frente a
Aspergillus flavus e observou que seis deles (Cavalinha, Jabuticaba, Meldo, Eucalipto, Nim e Arruda) ndo
apresentaram efeito antiflngico.

Jiang et al. (2020) avaliou a atividade antifungica de 163 extratos de ervas da medicina tradicional chinesa
contra dez cepas de fungos, os extratos foram obtidos utilizando etanol 75% e a atividade antifingica foi
avaliada utilizando a metodologia de microdiluicdo em caldo. Os autores consideraram que dos 163 extratos
avaliados 110 ndo demonstraram atividade antifingica. Neste mesmo estudo, os autores relatam a necessidade
de testar extratos obtidos de solventes com diferentes polaridades além do etanol, algo que tentou-se avaliar
neste estudo, entretanto, observou-se que mesmo avaliando diferente extratos ndo foi possivel alcangar os
resultados esperados. Ainda, 0s mesmos autores descrevem a atividade antifingica deve influéncia direta da
parte vegetal utilizada para preparar o extrato. Neste sentido, sugere-se que a inatividade observada neste
estudo ndo seja proveniente dos solventes utilizados para extracdo, mas da parte vegetal utilizada, portanto
sugere-se novos estudos utilizando outras partes do Syzygium cumini. Corroborando com isto, Bocquet et al.
(2018) avaliou a atividade antifungica de diferentes partes do lGpulo (folhas, caules, rizomas e flores
femininas), e o 6leo essencial de lUpulo, contra Zymoseptoria tritici, por meio da metodologia de difusdo em
agar com intuito de avaliar seu potencial para serem usados como fungicidas naturais. Entre todas as partes da
planta testadas, apenas o extrato bruto das flores femininas e o 6leo essencial apresentaram atividade
antifangica contra o patégeno. Silvestre et al. (2019) descreve que a diferenca do efeito antimicrobiano de
extratos pode também estar relacionado ao tempo de colheita de materiais vegetais, fatores bioticos e abidticos
do cultivo do material vegetal e o microrganismo avaliado frente a esses extratos.

4 CONCLUSAO

Os extratos de casca de Syzygium cumini ndo apresentaram atividade antiflngica frente ao Aspergillus
flavus e Fusarium verticillioides nas concentracGes testadas, além disso, foi possivel observar que alguns
extratos estimularam o crescimento fungico.
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