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RESUMO

A N. sativa € uma planta da familia Ranunculaceae. As sementes sdo utilizadas na medicina
tradicional mogambicana para tratamento de diversas doencas como bronquite, diarreia,
reumatismo, asma, doencas de pele, e outros; na culinaria como tempero, e em questdes culturais
e religiosas. O presente trabalho teve como objectivo avaliar o perfil fitoquimico e a actividade

antimicrobiana in vitro dos extractos das sementes da N. sativa.

Os extractos brutos foram obtidos pelos métodos de maceracéo, infusdo e decoccao. Realizou-se
a triagem fitoquimica qualitativa preliminar nos extractos brutos usando testes colorimétricos e
testes de precipitacdo com reagentes especificos e na fitoquimica quantitativa foram usados
métodos padrbes de analise. A actividade antimicrobiana foi determinada pelo método de disco-
difusdo em agar em meio solido contra duas cepas bacterianas: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli cultivadas em meio Muller Hinton e fungo Candida albicans cultivado em

Sabourand Dextrose.

A andlise fitoquimica dos diferentes extractos das sementes revelou presenca de flavonoides,
alcaloides, flavonais, taninos, cumarinas, saponinas, esterdides e triterpenos. O extracto macerado
etandlico apresentou maiores teores de fendis totais (6.2914 + 0.0059 mgEAGg™), flavondides
totais (11.066 + 0.001 mgEQg™) e alcaldides totais (239.374 + 1.857 mgEAg™). Os extractos das

sementes apresentaram actividade antimicrobiana perante os microorganismos em estudo.

Os resultados obtidos revelaram uma susceptivel actividade antimicrobiana, assim como
existéncia de fitoquimicos que sustentam a utilizacdo destas sementes na medicina tradicional para
0 tratamento das doencas causadas pelas cepas estudadas. As sementes da N. sativa merecem mais

exploragdo das suas actividades pois revelaram ser uma fonte de diferentes compostos.

Palavras-chaves: Nigella sativa, compostos fitoquimicos, antimicrobiana, in vitro.
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GLOSSARIO DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS
AD — Agua destilada

AT — Agua da torneira

CIM — Concentrac&o Inibitéria Minima

CM — Cumarinas

CTX — Cefotaxima

DAD/DAT — Decocgéo Agua Destilada e Torneira
EDAD — Extracto Decocto Agua Destilada
EDAT — Extracto Decocto Agua da Torneira
EIAD — Extracto Infuso Agua Destilada
EIAT — Extracto Infuso Agua da Torneira
EMA — Extracto Macerado Aquoso

EME — Extracto Macerado Etandlico

ET — Esterdides

FLO — Flavonois

FLT — Flavonoides Totais

FLU — Fluconazol

IAD/IAT — Infusdo Agua Destilada e Torneira
LEV — Levofloxacina

ME/MA — Maceracdo Etanolica e Aquoso
OMS — Organizac¢do Mundial da Saude

SP — Saponinas

TA — Teor de alcaldides

TN — Taninos

TP — Triterpenos

UV-Vis — UltraVioleta Visivel
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CAPITULO |
1. INTRODUCAO

As plantas funcionam como fabrica e armazém de muitos compostos quimicos que lhes conferem
certas propriedades para serem consideradas as chamadas plantas medicinais. Estas plantas
produzem naturalmente substancias organicas em grande escala, cujas propriedades benéficas sdo
utilizadas pelo homem desde o advento da civilizagdo humana. Estas substancias organicas
presentes nas plantas sdo classificadas como metabdlitos secundarios, moléculas de alto peso que
podem ser encontrados em todos os 6rgdos da planta, seja nas sementes, raizes, caules e flores
(Veiga Jr et al., 2005; Lima et al., 2020). Os metabolitos secundarios dao as plantas varias
propriedades biologicamente activas, como actividade antimicrobiana, antioxidante,
antiparasitaria, tornando desta forma, seu uso na satde humana muito importante e na proteccao
contra algumas doencas (Simdes et al., 2007).

Nigella sativa é uma planta que pertence ao género da familia Ranunculaceae, as suas sementes
possuem nomes diferentes, como sementes pretas, cominho preto e Kaludji. Possui uma diversa
utilidade na area da saude. Tem sido amplamente utilizada hd mais de dois mil anos como
substancia curativa e preventiva contra diversas doencas em alguns paises asiaticos e africanos. A
composicdo quimica unica da N. sativa levou os investigadores a explorarem o efeito potencial
desta semente contra bactérias. O uso das sementes da N. sativa é atribuida a sua ampla gama de
propriedades medicinais, incluindo antioxidante, anti-inflamatéria, anticancerigena,
antimicrobiana, anti-hipertensiva, cardio-gastroprotectora e antidiabética. N. sativa conquistou o
lugar entre os medicamentos fitoterapicos baseados em evidéncias com melhor classificacao
(Ahmad et al., 2013; Hannan et al., 2021).

A actividade antimicrobiana destaca-se dentre a actividade biol6gica de origem vegetal mais
importante. Esta actividade é realizada pelos agentes antimicrobianos, que agem sobre as doencas
de infecgdes bacterianas com vista a inibir ou destruir o crescimento de microorganismos (Burt,
2004; Machado et al., 2019).

O presente trabalho visa avaliar os fitoconstituintes presentes nas sementes da planta Nigella sativa

e sua accdo antimicrobiana in vitro a partir dos extractos de infusdo, decocg¢do e maceracao.

Deolinda Méarcia Domingos 1
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1.1. Objectivos
1.1.1. Geral
e Auvaliar a composicao fitoquimica e a actividade antimicrobiana in vitro dos extractos das

sementes da planta Nigella sativa.

1.1.2. Especificos

e Preparar os extractos das sementes da planta Nigella sativa pelas técnicas de extrac¢do por
maceragéo, infusdo e decoccao;

e ldentificar e caracterizar os metabdlitos secundarios presentes nos extractos das sementes
da planta Nigella sativa;

e Quantificar os flavonoides, fendis totais, alcal6ides nos extractos das sementes de Nigella
sativa;

e Auvaliar a actividade antimicrobiana dos extractos das sementes da planta Nigella sativa
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans;

e Determinar a concentracdo inibitoria minima dos extractos sobre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans;

e Correlacionar a actividade antimicrobiana dos extractos e a sua composig¢do fitoquimica.

1.2. Justificativa

As sementes da planta N. sativa (cominho ou sementes pretas) sdo da familia Ranunculaceae,
frequentemente usadas no continente asiatico, e em varios pontos do mundo. Em Mogambique s&o
usadas pela comunidade mugulmana que por estes é conhecida de Kaludji e usadas para diferentes
fins, como tratamento de doencas, infecgdes bacterianas, na culinaria como tempero, em questdes
culturais e religiosas (0os mugulmanos usam no tratamento de doencas respiratérias (bronquite,

asma) e muitas outras doengas.

Segundo Ahmad et al. (2013) os extractos destas sementes revelam um amplo espectro de
actividades farmacologicas, incluindo imunopotenciacdo e actividades anti-histaminica,

antidiabética, antiparasitaria, anti-hipertensiva, anti-inflamatdria e antimicrobiana.
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A natureza é composta por inimeros seres, do micro ao macro (homem, animais e plantas), e cada
um desempenhando a sua fun¢do no meio ambiente. Sdo seres de menor dimensdo e podem ser
chamados de microrganismos, como por exemplo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans, podendo estar presentes no ar, na poeira, na agua, entre outras partes do meio
ambiente (Nascimento, 2010; Vieira & Fernandez, 2012).

As plantas medicinais apresentam um papel importante na histdria, sendo de suma importancia a
existéncia de uma éarea cientifica para estuda-la. Assim a area fitogquimica vem auxiliando e
dispondo de todos os estudos quimicos com espécies de interesse popular e cultural, tendo como
objectivo conhecer os compostos quimicos das espécies vegetais e analisar a sua presencga nas
mesmas, identificando grupos de metabolitos secundarios relevantes e avaliando também as
actividades bioldgicas (Rodrigues, 2018). A descoberta destas substancias (agentes
antimicrobianos), vem sendo valorizada com o aumento de microrganismos como bactérias
resistentes a estes agentes . Por isso a Quimica de Produtos Naturais, ao lado da Bioquimica, vem
reforcando a descoberta de novos antibioticos para tratamento das doencas e a confirmacéo das

propriedades terapéuticas dessas plantas (Calixto, 2000).

Segundo Albuquerque et al. (2007) toda a area de conhecimento que tem a preocupagao de estudar
a relacéo das pessoas com as plantas, possui o interesse em saber as estratégias desenvolvidas pelas
populacdes locais visando utilizar estas informagdes em beneficios dessas popula¢@es. A Quimica
de Produtos Naturais € a ciéncia que busca descobrir e classificar compostos quimicos de plantas.
Segundo (Sousa, 2015) a investigacdo quimica de uma planta visa descobrir 0s compostos
quimicos presentes nos vegetais e, até mesmo, quantifica-los. Como forma de minimizar as
doencgas, 0 homem recorre as plantas para seu bem-estar, devido as propriedades bioldgicas que

estas apresentam no tratamento de algumas doengas.

A resisténcia antimicrobiana tornou-se 0 maior risco para a saide em muitos lugares do mundo, o
que prejudica a saude humana e aumenta a taxa de mortalidade e o risco de doencas associadas a
condicBes graves e potencialmente fatais. As propriedades antibacterianas e antifingicas das
plantas contra bactérias multirresistentes estdo, portanto, sendo estudadas por numerosos

especialistas de varias nagcdes de maneira contemporanea (Elkhawas et al., 2022).
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das sementes da planta Nigella sativa

Por essa razdo o presente trabalho tem como objectivo analisar 0s metabdlitos secundarios, e

avaliar a actividade antimicrobiana das sementes da planta Nigella sativa frente as bactérias

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

1.3. Metodologia do trabalho

Para a elaboracdo do presente trabalho obedeceu-se os diferentes momentos e etapas que se

seguem.

Revisdo bibliogréafica: consistiu na recolha, seleccéo e analise das informacdes do campo
das plantas medicinais ou produtos naturais, abrangendo a distribuicdo e nomenclatura
taxondmica da planta Nigella sativa, caracterizacdo dos metabdlitos secundarios, analise
fitoquimica qualitativa e quantitativa, a actividade antimicrobiana, recorrendo a artigos
cientificos, livros sobre produtos naturais e diversas publicagdes na internet.

Parte experimental ou ensaios laboratoriais: procedeu-se desde a recolha das amostras
até ao tratamento das mesmas. Consistiu-se em duas fases, a primeira foi realizada no
laboratério de Quimica dos Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UEM, onde
foram preparadas as amostras, realizando a extrac¢do pelos métodos de maceracao (aquosa
e etandlica), infusdo (de agua destilada e corrente), a decoccdo (de agua destilada e
corrente) e por fim a prospensdo fitoquimica qualitativa e de seguida submeteu-se a anélise
fitogquimica quatitativa. A segunda etapa foi realizada no laboratério de microbiologia da
Faculdade de Medicina (UEM), onde a partir dos extractos obtidos foram feitos testes de
avaliacdo da actividade antimicrobiana.

Apresentacdo dos resultados: os resultados recolhidos durante a execucao laboratorial
estdo apresentados em forma de tabelas e gréaficos. Recorreu-se a técnicas e ferramentas
estatisticas (Teste t e GraphPad prism) para analisar e comparar os resultados obtidos para
dar um juizo final acerca dos mesmos.

Compilacéo do trabalho: consistiu na juncao de todas as informacdes, dados e resultados,
observando todos os requisitos impostos para a elaboracdo do trabalho de culminacédo de

curso vigente na Faculdade de Ciéncias.
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CAPITULO 1I

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas medicinais

O reino vegetal além de manter o equilibrio do meio ambiente e fornecer oxigénio sustentador da
vida, desempenha um papel essencial na dieta humana, funcionando como fonte inevitavel de

medicamentos modernos (Hannan et al., 2021).

Como afirmado por Hannan et al. (2021), nas Gltimas decadas os conceitos de “nutracéuticos” ou
“alimentos funcionais” tornaram-se populares entre os individuos preocupados com a salde, uma
vez que existe uma ligacdo estreita entre uma dieta saudavel e a esperanca média de vida. Esses
conceitos também tém atraido a atencdo de nutricionistas, cientistas de alimentos, médicos, bem

como das industrias alimenticia e farmacéutica.

As plantas medicinais tém sido uma importante fonte de agentes terapéuticos desde a antiguidade
para curar doengas humanas. A India é considerada o “Jardim Botanico do mundo” e mais de 2.200
espécies de plantas medicinais e arométicas foram identificadas ap6s estudos. O renascimento do
interesse pelos medicamentos naturais comegou principalmente devido a crenca generalizada de
que a medicina verde é mais saudavel do que os produtos sintéticos. Hoje em dia, ha um grande
aumento nas industrias baseadas em plantas medicinais devido ao aumento do interesse no uso de

plantas medicinais em todo 0 mundo, que crescem a uma taxa de 7 a 15% ao ano (Paarakh, 2010).

Apesar dos grandes avan¢os da medicina moderna, o desenvolvimento de novos medicamentos a
partir de produtos naturais ainda é considerado importante. Isto parece ser ainda mais relevante
para 0s paises em desenvolvimento, onde o custo para desenvolver um medicamento é proibitivo.
Desde 1980, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado os paises a identificar e

explorar a medicina tradicional e a fitoterapia (Paarakh, 2010).

Kooti et al. (2016) relatam que o uso de plantas medicinais é considerado para o tratamento de
doencas humanas desde a antiguidade. Erva medicinal € uma planta capaz de alterar os processos
fisiologicos e patoldgicos, podendo ser utilizada na prevencdo ou tratamento de doencgas. Nos

altimos anos ha um aumento significativo no uso de plantas medicinais em compara¢cdo com 0s
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medicamentos quimicos, devido a diversos factores como facil acesso sem prescricdo médica,
baixo custo, ndo necessidade de encaminhamento a profissionais de satde, bem como acreditar em

menos efeitos colaterais nos tratamentos com produtos naturais.

Segundo a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial recorre a medicina tradicional para o
tratamento de diversas doencas. Portanto é necessario avaliar o rico patrimoénio das medicinas
tradicionais; no entanto, apenas algumas espécies de plantas foram exaustivamente estudadas
quanto as propriedades terapéuticas, mecanismo de ac¢do, seguranca, toxicidade; e tantas outras
pesquisas sobre plantas medicinais estdo por ser feitas. A este respeito uma dessas plantas é Nigella
sativa, que é uma pequena e elegante erva anual distribuida e cultivada em toda a india. No Islam,
é considerada uma das maiores fontes de medicina curativa disponiveis. O profeta islamico Maomé
afirmou certa vez que a semente negra pode curar todas as doencas, excepto a morte (Kooti et al.,
2016; Paarakh, 2010).

2.2. A Nigella sativa

Nigella sativa, conhecida como semente preta ou cominho preto e habbat al-barakah em arabe,
ocupa um lugar importante na matéria médica fitoterapica no Oriente Médio, na Africa Oriental e
na Asia. No entanto, a erva é menos conhecida na Europa Ocidental e nas Américas. A semente
preta pertence a familia Ranunculaceae. Como 0 nome comum sugere, as minusculas sementes
pretas em forma de barco (2-4 mm de comprimento) sdo usadas na alimentacéo e na medicina. As
belas partes inferiores brancas ou azuis tém sépalas e folhas mal divididas. A sua planta é
amplamente cultivada e pode ser cultivada como planta anual de jardim em muitas partes do
Estados Unidos. (Al-Quorain, 2015).

De acordo com Farhan et al. (2021) a semente de cominho preto tem sido usada na medicina
tradicional desde os antigos egipcios, gregos e romanos. A semente de cominho preto é uma planta
herbacea anual cultivada em diversas partes do mundo, principalmente em paises banhados pelo
Mar Mediterraneo.

Foi demonstrado que um frasco datado de aproximadamente 1650 a.C. de um templo em ruinas da

civilizagdo hitita no centro da Turquia contém sementes pretas. N&o se sabe inequivocamente qual
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é 0 antigo nome egipcio desta erva, portanto, se ela era realmente usada naquela época nédo esta
claro, mas é fortemente suspeito. O fitoterapeuta grego Dioscoérides discutiu o que chamou de
melantion na sec¢do 79 do seu terceiro volume da sua matéria medica no primeiro século d.C.
(Farhan et al., 2021).

A descrigdo da planta identifica-a inequivocamente como Nigella sativa, incluindo o facto de ser
usada para fazer pdo, o que ainda hoje é verdade em partes do Médio Oriente. Dioscorides
recomenda sementes pretas para dores de cabeca, inchacos, verrugas, dores de dente, resfriados,
dispneia e picadas de aranha, entre outras. E supostamente a erva mais mencionada no Alcoréo. E
discutido como um remédio para melhorar a energia corporal na massiva matéria médica de
Avicena (980-1037 d.C.), o Canone da Medicina (Qanun i al-Tibb). O cultivo da semente preta é
discutido na Biblia em lIsaias 28:25-27 (Al-Quorain, 2015).

2.3. Descricao botanica da N. sativa
2.3.1. Distribuicdo morfologica e territorial da planta

N. sativa é uma planta anual que atinge cerca de 20 a 90 cm de altura, com folhas finamente
divididas, as flores sdo brancas, amarelas, rosa, azul claro ou roxo claro, com 5 a 10 pétalas (Figura
1). O fruto é uma cépsula grande e inflada composta por 3-7 foliculos unidos, cada um contendo
diversas sementes. (Majid, 2018). Segundo Farhan et al. (2021) também pode crescer até 20 a 30

cm de altura, com folhas lineares finamente divididas.

Figura 1. Flor da planta Nigella sativa. Fonte: Asif et al. (2015).
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As sementes sdo pequenas (Figura 2), dicotiledoneas, trigonosas, angulares, tuberculosas, pretas
externamente, e brancas internamente, odor levemente aromatico e sabor amargo. O periodo de
cultivo da N. sativa é geralmente entre Novembro e Abril e a germinacgéo dura cerca de 10 a 15
dias apés o plantio das sementes. As épocas de floragdo e frutificacdo da planta sdo geralmente de
Janeiro a Abril (Kooti et al., 2016; Majid, 2018).

Figura 2. Sementes da Nigella sativa. Fonte: Asif et al. (2015).

2.3.2.  Nomes comuns e Classifica¢do taxonomica

E uma planta da familia Ranunculaceae. Esta familia também é conhecida como bot&o de ouro ou
pé de galinha. E composto por mais de 2.000 espécies conhecidas de plantas com flores em 43
géneros, distribuidas em todo o mundo. Os maiores géneros sdao Ranunculos. Compreende 600
espécies que também inclui N. sativa ( Ahmad et al., 2021)

Cominho preto, semente preta, coentro romano, diabo no mato, semente de cebola selvagem (Asif
etal., 2015). O nome popular em Urdu desta planta é ‘Kalonji’. E conhecido como ‘Siyah Danch’
e Cork em persa e turco, respectivamente. A planta também é conhecida como Love-in-a-mist,
Habatul Barakah, Sonez, Krishana, Jiraka e Sidadanah (Ahmad et al., 2021).
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A tabela 1 ilustra a classificacdo taxondmica da N. sativa.

Tabela 1. Classificagdo taxondémica da N. sativa.

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Ranunculales
Familia Ranunculaceae

Género Nigella

Espécie N. sativa

2.3.3. Uso medicinal da N. sativa

As sementes de N. sativa sdo utilizadas no tratamento de diversas doengas como bronquite,
diarreia, reumatismo, asma e doencas de pele. Actuam como ténico hepatico, antidiarreico,
estimulante do apetite. E usado em disturbios digestivos para aumentar a producéo de leite em
mées que amamentam, para combater infec¢bes parasitarias e para fortalecer o sistema
imunoldgico. As sementes também sdo utilizadas na alimentacdo como aditivo aromatizante em
pées e picles, pois apresentam baixissimo nivel de toxicidade. As sementes sdo Uteis no tratamento

de vermes e erupgdes cutaneas (Asif et al., 2015).

No mesmo prisma de conhecimento de Asif et al. (2015), as abordagens de Kooti et al. (2016)
afirmam que os usos alimentares e terapéuticos do 6leo e das sementes de N. sativa tém uma longa
histdria na cultura indiana e arabe. De acordo com relatérios recentes, o xarope do grao foi benéfico
para a digestdo, perda de apetite, amenorreia, dismenorreia e tratamento de vermes e erupgoes

cutaneas. Avicena, no seu famoso livro Canone da Medicina, apontou diversas propriedades do
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cominho preto, como melhoria da fadiga e recuperacdo de energia. A medicina islamica também

alistou efeitos para a salde desta planta.

N&o obstante aos usos expostos, coadunando com outras literaturas Hannan et al. (2021) afirmam
que, a aplicacdo externa de 6leo de cominho preto tem valor antisséptico e anestésico local. O éleo
também tem sido usado topicamente para abcessos nasais, orquite, articulacGes inchadas e para
tratar doencas de pele, como bolhas e eczema. Cominho preto foi encontrado na tumba do farad
egipcio Tutancamon. A antiga civiliza¢do egipcia utilizava o cominho preto como conservante no
processo de mumificacdo, provavelmente devido as suas ac¢des antibacterianas e repelentes de
insectos (Dalli et al., 2022).

2.4. Caracteristicas fitoquimicas da N. sativa

De acordo com os estudos de Kooti et al. (2016), até agora varios compostos quimicos foram
extraidos e identificados de diferentes espécies de Nigella. A composicéo fitoquimica do cominho
preto varia dependendo das regifes de cultivo, estagio de maturidade, métodos de processamento
e técnicas de isolamento. Os fitoquimicos bioactivos do cominho preto, compreendendo
metabolitos principais e secundarios, foram categorizados em diferentes classes quimicas de
acordo com Al-Quorain (2015).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos a partir da glicose, que € um produto do metabolismo
primario, que derivam especialmente do metabolismo da glicose via dois intermediarios: acido

chiguimico e acetato (Esquema 1) (Taiz & Zeiger, 2013).
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Esquema 1. Biossintese de metabdlitos secundarios. Fonte: Simdes et al. (2007).
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Os metabdlitos primarios sdo aqueles considerados imprescindiveis a vida, exercendo papéis
fundamentais associadas a fotossintese, respiracdo, crescimento e desenvolvimento, metabolismo
secundario que originam compostos que sdo estruturalmente diferentes, sendo, muitos deles
distribuidos entre um nimero muito limitado de espécies dentro do reino vegetal, pois ndo sdo
necessarios para todas as plantas, por isso podem ser utilizados para diagndsticos em estudos
quimiotaxonomicos (Saxena et al., 2013; Crozier et al., 2006; Salazar et al., 2018). Apresentam
estrutura complexa, baixo peso molecular, actividades biolégicas marcantes, podendo ser
encontrados em baixas concentracfes e em grupos de plantas especificos (Simdes et al., 2007).

Devido ao grande numero de substancias denominadas de metabolitos secundarios, esses
compostos foram divididos em trés grupos: compostos fendlicos, compostos nitrogenados ou

alcaldides e terpenos ou terpenoides (Borges & Amorim, 2020; Taiz & Zeiger, 2013).

2.4.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem um anel aroméatico com um grupo hidroxilo ligado. A sua sintese
ocorre a partir da fenilalanina ou acetil CoA. Os compostos fenolicos podem ser simples e até
mesmo mais complexos, isso porque estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares e proteinas. Os compostos fenolicos dividem-se em dois grupos (Figura 3), 0s
considerados flavonoides, conhecidos como polifendis, e os que ndo sao flavondides como fendis
simples ou acidos (Soares, 2002). Os efeitos antioxidante, antibacteriano, antitumoral e anti
mutagénico sdo actividades biologicas fornecidas pelos compostos fendlicos (Bhandari &
Kawabata, 2004).
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Figura 3. Classificacdo dos compostos fendlicos. Fonte: Soares (2002).

2.4.2. Flavondides

Os flavondides sdo a maior classe de compostos fendlicos presentes nas plantas, tendo sido
identificados mais de quatro mil compostos dentro das principais classes (Heim et al., 2002).

Os flavonoides sdo compostos triciclicos onde dois anéis aromaticos (A e B) séo ligados por uma
cadeia alifatica de 3 carbonos, vale ressaltar que normalmente encontra-se condensado na forma
de pirano, o anel C (Figura 4) (Rio etal., 2012; Heim et al., 2002). Flavondides apresentam grande
diversidade estrutural que pode ser atribuida ao nivel de oxidacéo e as variacdes no esqueleto
carbonico basico, promovidas por reacgdes de alquilacéo, glicosilacdo ou oligomerizagédo (Lima
& Bezerra, 2012; Coutinho et al., 2009).

Figura 4. Representacdo estrutural basica de um flavondide.

Fonte: Lima & Bezerra (2012).
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As subclasses de flavondides e seus representantes incluem flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonéides, entre outros (Figura 5) (De Souza et al., 2011; Crozier et al., 2006).
Os flavonoides, apesar de ainda ndo serem completamente conhecidos, apresentam um importante
potencial terapéutico e diferentes actividades bioldgicas, como actividade antimicrobiana,
antifingica, antiviral, antibacteriana, antiparasitaria, actividade imunomoduladora, anti-
inflamatdria e antioxidante [intimamente ligada a estrutura dos flavonodides e ao ndmero de

substituintes hidroxilos (radicais fendlicos)] (Flambo, 2013; De Souza et al., 2011).

OH
HO (0] ‘\\\@
R O/

OH 0}
. . OH O
Quercetina - flavonol Apigenina - Flavona Hesperetina - Flavanonas

H
HO O
OH
— () |

O

Catequina - Flavanas Daidzeina- Isoflavonas Cianidina - Antocianinas

Figura 5. Subclasses dos flavonoides. Fonte: Crozier et al. (2006).

2.4.3. Taninos

Os taninos sdo uma classe de polifenois que por definigdo, tém a capacidade de interagir e de se
combinar, de forma estavel, com alcaldides, gelatinas e outras proteinas e ainda com outros
polimeros como polissacéridos. Os taninos podem ser classificados, com base nas suas estruturas
guimicas, em quatro categorias, os taninos condensados, os taninos hidrolisaveis (Figura 6) os

taninos complexos e ainda os florotaninos (Costa et al., 2003; Saxena et al., 2013).
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Figura 6. Alguns representantes de Taninos

2.4.4. Alcalbides

Os alcal6ides sdo substancias nitrogenadas de baixo peso molecular, com um ou mais 4&tomos de
nitrogénio dispostos como aminas primarias, secundarias ou terciarias, conferindo a essas
substancias, um caracter basico. Estas substancias apresentam grande diversidade estrutural e a
sua classificacdo é baseada na natureza da por¢cdo que contém o nitrogenio, ou seja, na parte do
esqueleto derivada dos aminoacidos (Santos, 2015). Segundo Almeida et al. (2017), os alcaldides
possuem propriedade antibacteriana, antifungica, antiplasmaédica e antitumoral pela capacidade de
desestabilizar as membranas bioldgicas. Os alcaldides sdo compostos nitrogenados
farmacologicamente activos e sdo encontrados principalmente nas angiospermas. Quando esses
compostos possuem um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico eles sdo chamados de
alcaldides verdadeiros. Quando o atomo de nitrogénio ndo pertence a um sistema heterociclico
eles sdo classificados como protoalcaloides. Ja os pseudoalcaldides sdo compostos nitrogenados
com e sem anéis heterociclicos que nao séo derivados de aminoacidos. A figura 7 mostra exemplos

de compostos pertencentes a cada grupo de alcaloides.
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Figura 7. Exemplos de alguns alcaloides.

2.4.5. Terpenos

Os terpendides sdo derivados das unidades do isopreno, sendo utilizados para diversas finalidades.
Cowan (1999), evidenciou nos seus estudos uma ampla ac¢édo terapéutica atribuida a diferentes
tipos de terpenos, abrangendo as principais classes de antimicrobianos. Os terpenos séo
classificados quanto ao nimero de carbonos presentes na estrutura e quanto ao nimero de unidades
isoprénicas (Tabela 2), onde os menores terpenos contém 5 carbonos no seu esqueleto e apenas

uma unidade isoprénica que sdo denominados hemiterpenos (Nascimento, 2016).

Tabela 2. Classificacdo dos terpenos

Nr de Nrs de Classe ou

. Estruturas
unidades atomos de Nome

carbono

1 > )\/ Isopreno

2 10 )\/\)\/ monoterpenos
3 15 )\/\)\/J\/ sesquiterpenos
4 20 )\/\)\/\)\/\)\/ diterpenos
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25
5 sesterpenos

Fonte: Nascimento (2016)

2.5. Actividade antimicrobiana da N. sativa

A resisténcia aos antibidticos tornou-se um grave problema de saude global, com um enorme fardo
econdémico para a comunidade, aumentando o custo do tratamento e as taxas de hospitalizacéo,
particularmente nos paises em desenvolvimento que ja sofrem com crises econdémicas, saneamento

deficiente e uso indevido de medicamentos antibidticos (OMS, 2012)

Até agora, verifica-se que o desenvolvimento de novos antibi6ticos, que sdo processos
dispendiosos e demorados, uma vez que 0s agentes patogénicos desenvolvem intensamente a
resisténcia a estes novos antibidticos. Assim, as plantas medicinais aparecem como a melhor fonte

alternativa para novos medicamentos antimicrobianos (Abdallah, 2011).

Numerosos estudos relataram que alguns compostos fitoquimicos das plantas possuem potente
actividade antimicrobiana, como os fendlicos, flavondides, alcaldides, terpendides, saponinas,
taninos, antraquinonas, entre outros que pode matar bactérias ou células fingicas ao inibir o
crescimento, afectar a permeabilidade da membrana celular, interferir em alguns processos
metabdlicos e modular a transducdo de sinal ou expressdo génica. Umas infinidades de pesquisas
cientificas foram publicadas sobre a bioactividade e propriedades medicinais das sementes de

Nigella sativa (Omojate et al., 2014).

Antimicrobianos sdo substancias quimicas que provocam morte ou inibicdo do crescimento de
microrganismos, cuja esséncia € a toxicidade selectiva, ou seja, ndo devem afectar o hospedeiro.
O principal objectivo do uso de um antimicrobiano é o de prevenir ou tratar uma infeccdo,
diminuindo ou eliminando os organismos patogénicos e, se possivel, preservando os germes da
microbiota normal (Machado et al., 2019; Melo et al., 2012).

Hannan et al. (2008) avaliaram a actividade antimicrobiana da N. sativa usando diferentes
extractos brutos de N. sativa, 0s extractos exibiram propriedades antimicrobianas, eficacia contra
diferentes cepas bacterianas que incluiam bactérias gram-negativas e gram-positivas. Os extractos
brutos de N. sativa mostraram um efeito potencial contra alguns dos organismos testados.
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Estudos antibacterianos in vitro realizados por Hannan et al. (2021) demonstraram que o 6leo
essencial tinha uma actividade antibacteriana pronunciada contra varios organismos, incluindo
Staphylococcus albus, E. coli, Salmonella typhi e Vibrio cholera, mesmo em diluigdes de 1:1000.
O dleo foi considerado mais eficaz contra organismos gram-positivos do que gram-negativos. A
timohidroguinona obtida do 6leo volatil de N. sativa no estudo dermatoldgico realizado por
Aljabre et al. (2015a), sobre esta planta teve efeito altamente significativo contra microrganismos
gram-positivos, incluindo Staphylococcus aureus. O extracto de éter dietilico de N. sativa foi
investigado por possuir o efeito inibitdrio dependente da concentragdo nas bactérias gram-positivas
S. aureus e nas bactérias gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.(Ahmad et
al., 2021).

Khan (2016), estudando o aspecto antibacteriano da N. sativa nos extractos de etanol e n-hexano
registrou notaveis efeitos antibacterianos dependentes da dose contra diferentes cepas gram-
positivas e gram-negativas, nomeadamente Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumonia e Salmonella typhmurium. No entanto,
nenhuma actividade antibacteriana foi detectada contra Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter

aerogens.

Em outro estudo realizado por Aljabre et al. (2005b), a actividade antifingica dos quininos da
semente de cominho preto, ditimoquinona, timohidroquinona e timoquinona foi avaliada in vitro
contra seis espécies de leveduras deteriorantes de lacticinios. A timohidroquinona e a timoquinona
possuiam atividade anti-levedura significativa. No trabalho similar ainda realizado por Aljabre et
al. (2015a), a timoquinona isolada de Nigella sativa revelou alta actividade antiflngica contra
Aspergillus niger, Fusarium solani e Scopnlariopsis brevicaulis; esta actividade foi comparavel a

do medicamento antifngico anfotericina-B.

Os extractos etéreos de N. sativa também apresentam resultados antifingicos, mas produzem uma
accdo mais favoravel em concentracbes mais elevadas. Os extractos inibem 80-100% do
crescimento da maioria dos dermatdéfitos na faixa de 40 mg/mL, enquanto a concentragdo inibitoria
minima de TQ contra diferentes dermatofitos variou de 0,125 a 0,25 mg/mL, no trabalho realizado
por Aljabre et al. (2005a).
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2.6. Microorganismos

2.6.1. Staphylococcus aureus

O género de bactérias Staphylococcus sdo membros da familia Microccaceae, pertencentes ao
grupo dos cocos gram-positivos, caracterizados pela forma esférica, que se apresentam isolados
ou em cachos. Staphylococcus aureus é um patdgeno oportunista e esta associada a infeccGes
brandas, tais como infeccBes de pele e intoxicagfes alimentares, mas também podem causar
infeccbes graves, potencialmente fatais, como pneumonias, bacteremias e infec¢des relacionadas
a dispositivos médicos invasivos. Dentre as espécies, Staphylococcus aureus é a mais patogenica
por possuir uma diversidade de factores de viruléncia (Stark, 2013; ANVISA, 2020). A sua
capacidade de gerar diversas doencas é o reflexo de seus factores que propiciam a sua
multiplicacdo em circunstancias criticas e sdo fundamentais para que essa bactéria se possa

espalhar pelo organismo (Stark, 2013).

2.6.2. Escherichia coli

A Escherichia coli, também denominada de E. coli, é uma bactéria gram-negativa, encontrada
amplamente na natureza, incluindo no trato gastrointestinal de humanos e animais de sangue
quente. A E. coli possui a capacidade de crescer em temperaturas mais elevadas em relacao as
outras bactérias e tem o seu habitat quase que exclusivamente limitado ao trato intestinal de seres
humanos e animais de sangue quente (Bianchi, 2023). No entanto, algumas cepas podem ser
patogénicas, causando infeccdes intestinais e do trato urinario tanto em humanos quanto em
animais (Delgado, 2020)

2.6.3. Candida albicans

A Candida albicans € um fungo dimorfico pertencente ao grupo Eumicota, a qual é um patdégeno
oportunista para 0 homem, existindo como parasita em pelo menos 50% da populac¢édo humana. C.
albicans é a espécie mais vista em isolados clinicos (Nonoka et al., 2008). Trata-se de um fungo
de colonizacdo assintomatica, sendo portanto parasita: quando ha um comprometimento da
microbiota normal e sistema imunoldgico, torna-se patogenico. C. albicans esta entre as leveduras
que causam infeccédo invasiva, e embora frequentemente infecta pele e mucosas, ela pode causar
infeccdes sistémicas como pneumonia, septicemia e endocardites em pacientes imunodeprimidos,
apresentando morbidade entre 30 e 50%. A infeccdo mais comum é a candidiase pode ser aguda

ou cronica, com lesdes superficiais ou profundas (Alangaden, 2011; Peman et al., 2011 ).
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2.7. Métodos de avaliacdo da actividade antimicrobiana

O facto de um extracto vegetal apresentar actividade antimicrobiana é interessante, mas esta parte
preliminar dos dados deve ser confiavel e permitir o pesquisador comparar resultados, evitar
trabalhos em que os pesquisadores utilizem a investigacdo da actividade antimicrobiana apenas

como complemento de um estudo fitoquimico (Balouiri et al., 2016).

Uma variedade de métodos laboratoriais podem ser usados para avaliar ou rastrear a actividade
antimicrobiana in vitro de um extracto ou composto puro. Os métodos mais conhecidos e basicos
sdo os métodos de difusdo em disco e diluicdo em caldo ou agar. Outros métodos sdo usados
especialmente para testes antiflngicos, como a técnica de alimentos envenenados. Para estudar
ainda mais o efeito antimicrobiano de um agente em profundidade, teste time-kill e
citofluorometria de fluxo sdo os métodos recomendados que fornecem informacdes sobre a
natureza do efeito inibitério (bactericida ou bacteriostatico) dependente do tempo ou da
concentracéo e o dano celular infligido ao microrganismo em teste (Balouiri et al., 2016).

2.7.1. Método de difusdo em disco

O teste de difusdo em agar de disco ou Kirby-Bauer, desenvolvido em 1940 (Trussel & Baird,
1947), é o método oficial usado em muitos laboratérios de microbiologia clinica para testes de
susceptibilidade antimicrobiana de rotina. Hoje em dia, muitos padrfes aceites e aprovados sao
publicados pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais para testes de bactérias e leveduras
(CLSI, 2012; Sheehan et al., 2004)

Neste procedimento bem conhecido, placas de agar sdo inoculadas com inéculo padronizado do
microrganismo teste. Em seguida, discos de papel de filtro (cerca de 6 mm de didmetro), contendo
0 composto de teste na concentragdo desejada, sdo colocados na superficie do agar. As placas de
Petri séo incubadas em condi¢Oes adequadas. Geralmente o agente antimicrobiano difunde - se no
agar e inibe a germinacédo e o crescimento do microrganismo de teste e entdo os diametros das
zonas de inibicdo de crescimento sdo medidos (Balouiri et al., 2016). No entanto, este método
determina uma CIM aproximada que pode ser calculada para alguns microrganismos e

antibidticos, comparando as zonas de inibi¢cdo com algoritmos armazenados (Nijs et al., 2003).
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A técnica de difusdo em agar é bastante utilizada, sendo considerada de facil execugéo,
reprodutivel e permite a experimentacdo de diversas concentragdes das substancias-teste em uma
mesma placa. O ensaio de difusdo em disco oferece muitas vantagens sobre outros métodos:
simplicidade, baixo custo, capacidade de testar um enorme nimero de microrganismos e agentes

antimicrobianos e facilidade de interpretacdo dos resultados fornecidos (Kreger et al., 1980).

2.7.2. Métodos de diluicdo em &gar

Os métodos de diluicdo em agar e diluicdo em caldo sdo duas técnicas altamente semelhantes
usadas para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) de agentes antimicrobianos. A
CIM é a concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de
uma bactéria especifica. A diferenca basica entre os métodos de diluicdo em agar e diluicdo em
caldo reside no meio utilizado: a diluicdo em agar utiliza placas de &gar, enquanto a diluicdo em
caldo utiliza tubos de caldo liquido. Ambos os métodos envolvem a incorporagdo de diferentes
concentragfes da substancia antimicrobiana no meio, seguida pela aplicacdo de um ndmero
padronizado de celulas microbianas ao meio. A CIM é determinada pela observacdo do

crescimento ou auséncia de crescimento do microrganismo (Hossain, 2023)

O método de diluicdo em agar envolve a incorporagdo de diversas concentracdes desejadas do
agente antimicrobiano em um meio agar (meio &gar fundido), habitualmente usando diluicdes
duplas em série, seguida pela inoculacdo de um in6culo microbiano definido na superficie da placa
de agar. Esta técnica é adequada para testes de susceptibilidade antibacteriana e antifingica. Se
varios isolados estiverem sendo testados contra um (nico composto, ou se 0 composto (ou
extracto) testado mascarar a deteccdo de crescimento microbiano no meio liquido com a sua
coloracdo, 0 método de diluicdo em éagar é frequentemente preferido a diluicdo em caldo para a
determinacédo da CIM (Balouiri et al., 2016).
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CAPITULO III
3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Desenho de pesquisa

O fluxograma 1 apresenta o esquema que foi seguido para a andlise fitoquimica e avaliacédo da
actividade antimicrobiana dos extractos da semente da Nigella sativa.

Amostras das
sementes em po

10 g do pd das sementes

Extraccéo
100 mL de cada extracto
Extracto Macerado Extracto Infuso Extracto Decocto
Etandlico (80%) e MAD & AD e AT (15 minutos) AD e AT (5 minutos)
48h
fi Ana,llse_z fit'c?nj1 ilrlrs1(iaca Ensaios
itoquimica quim antimicrobianos
quantitativa qualitativa

10 uL de extractov

Teste TSA

Bactérias em teste: S.aureus, E.coli e C.albicans o L
Difusao e Diluicao em

agar de disco

Esquema 2. Fluxograma geral dos ensaios laboratoriais.
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3.2. Colheita e tratamento das amostras

As sementes utilizadas no presente estudo foram adquiridas na cidade de Maputo, concretamente
na loja de produtos naturais asiaticos, secas e embaladas num frasco advindas da Arabia Saudita.
As sementes foram armazenadas e conservadas em local fresco, seco, a temperatura ambiente e
protegidas da luz, por um periodo de 30 dias no laboratério de produtos naturais do departamento
de Quimica. A identificacdo da espécie Nigella sativa foi baseada nas informacGes fornecidas
pelos praticantes da Medicina tradicional, assim como também pelos técnicos do Herbéario do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UEM. As sementes foram submetidas a trituracdo com
auxilio de triturador doméstico e de seguida armazenadas na forma de p6 num recipiente de vidro

de &mbar até inicio da preparacdo dos extractos.

3.3. Procedimento de extraccao

A preparacao dos extractos foi realizada usando trés métodos, e para cada método usou-se 2 tipos
de solventes extractores obtendo-se assim 6 extractos. Primeiramente usou-se o meétodo de
Maceracdo aquosa (agua destilada) e etandlica a 80% por 24h, de seguida o método de Infuséo
com agua destilada e zda torneira por 15 minutos e por fim a Decoc¢do com &gua destilada e agua
da torneira por 5 minutos. Para completar cada extrac¢do pesou-se 10g do po e adicionou-se 100
mL de cada liquido extractor, conforme o esquema 2. De seguida filtrou-se a amostra para um
Becker usando um suporte universal, funil e papel de filtro e transferiu-se para tubo de polietileno

de centrifuga como mostra a figura 8.
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Figura 8. (A) Filtracéo das amostras; (B) Amostras nos tubos de polietileno de centrifuga.

3.4. Prospeccdo fitoquimica qualitativa

Para identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nas sementes da Nigella sativa foi
realizada uma triagem fitoquimica qualitativa baseada em testes colorimétricos e testes de

precipitagdo usando reagentes especificos nos seis extractos preparados.
3.4.1. Teste de alcal6ides

Em um tubo contendo 1 mL de extracto foi adicionado 8 gotas de HCI (2%), de seguida filtrou-se
a solucdo. Separou-se o filtrado em dois tubos diferentes, onde em um foi adicionado 3 gotas do
reagente de Mayer e no outro adicionou-se 3 gotas do reagente de Dragendroff. O aparecimento
de um precipitado amarelo indicou a presenca de alcal6ides com reagente de Mayer e uma
precipitacdo turva indicou presenca de alcaldides com o reagente de Dragendroff.

3.4.2. Teste de saponinas (Teste de espuma)

Tomou-se 1 mL de cada extracto e colocou-se em tubos de ensaio, de seguida adicionou-se 1 mL
de cloroférmio, 2.5 mL de &gua destilada em cada tubo. Procedeu-se com filtragdo das soluges
contidas nos tubos para novos tubos de ensaio, agitando-se as solugdes permanentes por 3 minutos

seguidos. A presenca de espuma branca indicou a presenca de saponinas.
3.4.3. Teste de cumarinas (Teste de basicidade com NaOH)

Tomou-se 1 mL de cada extracto e colocou-se em tubos de ensaios e adicionou-se 1 mL de NaOH

a 10%. O aparecimento da cor verde-amarelada indicou a presenca de cumarinas.

3.4.4. Teste de taninos (Teste de FeCl; e (CH3C00),Pb a 5%)

Adicionou-se 2 mL de agua destilada e agitou-se, de seguida 3 gotas de cloreto férrico a 5% para
um tubo contendo 1 mL de extracto. Repetiu-se o procedimento substituindo cloreto férrico por
acetato de chumbo. A formacdo de uma coloragédo verde na solucéo sugere a presenca de taninos

condensados e coloracdo azul ou precipitado branco sugere a presenca de taninos hidrossolaveis.
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3.4.5. Teste flavondéides

Em um tubo de ensaio contendo 1 mL do extracto foi adicionado 1 mL de cloroférmio, seguido da
adicdo de 1 mL de NH,OH (1%). O surgimento da coloracdo amarela na camada de amonia indicou

a presenca de flavondides.

3.4.6. Flavonois (Teste de NaOH)
Em um tubo de ensaio contendo 1 mL do extracto foram adicionados cerca de 3 gotas de HCI
concentrado. De seguida adicionou-se o reagente de Shinoda (solugdo de magnésio metalico em

metanol). O surgimento da coloracdo amarela a laranja indicou a presenca de flavononas.

3.4.7. Teste de triterpenos e esterdides
Tomou-se 1 mL do extracto e adicionou-se 5 mL de cloroférmio. A solugéo resultante foi filtrada
em papel de filtro e dividida igualmente em duas porcdes utilizando dois tubos de ensaios. No
primeiro tubo realizou-se a reaccdo com reagente de Liebermann-Burchard (10 mL de anidrido
acético + 2 gotas de acido sulfarico), agitou-se suavemente e o aparecimento de uma coloracéo
azul esverdeada indicou a presenca de triterpenos ou esterdides. No segundo tubo realizou-se a
reaccdo adicionando algumas gotas de &cido concentrado (reaccdo de Salkowski), a ocorréncia de

uma variagdo da coloracdo de amarelo a roxo avermelhada indicou a presenca de esteroides.

3.5. Andlise fitoquimica quantitativa

3.5.1. Quantificacdo de fenais totais

Para a determinacdo de fendis totais aplicou-se o método calorimétrico de Folin-Ciocalteu,
procedeu-se conforme Sousa et al. (2007) com algumas alteracGes, onde uma aliquota contendo
100 pL da amostra com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada foram
misturados e agitados por 1 minuto. Passado este tempo, cerca de 2 mL de Na,C05 a 15% foram
adicionados a mistura e agitada por 30 segundos. Finalmente, a solucéo teve o seu volume acertado
para 10 mL com agua destilada e a cor azul intensa desenvolvida mostrou a presenca de fenois
totais. Apos 2 horas de incubacdo, as absorvancias das amostras foram medidas a 750 nm
utilizando-se cubetas de vidro em espectrofotdmetro UV — visivel JEMWAY 6850, tendo como

“branco” 0 metanol e todos os reagentes, com excepg¢éo do extracto. O teor de fendis totais (FT)
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foi determinado por interpolacao da absorvancia das amostras contra uma curva de calibracéo (vide
em anexo A) construida com padrdes de acido galico (1-10 pg/mL) e expressos como miligramas
de equivalentes de &cido galico por grama de extracto (MgEAGg?). A equagdo da curva de
calibragdo do acido galico foi Y = 0.4289X + 0.0861, onde X é a concentragio em pugmL™, Y é a
absorvancia a 750 nm e o coeficiente de correlagdo multipla é R? = 0,9931. Todas os ensaios foram

triplicados e o teor de fenois totais calculado como média + desvio padrdo da média.

3.5.2. Quantificacdo de flavondides

Os flavonoides totais (FLT) foram determinados usando o método de complexacéo selectiva de
aluminio descrito por Kumar et al. (2008), onde 1 mL da amostra e 1 mL da solugdo padrdo de
quercetina (100, 200, 400, 600, 800, 1000 pg/mL) foi posicionado em tubos de ensaio e 5000 uL.
de agua destilada e 300 pL de solugao de nitrito de sodio a 5% foram adicionados em cada um,
depois dos 5 minutos, adicionaram-se 300 pL de cloreto de aluminio a 10% , a 6 minutos 2 mL de
hidroxido de sodio 1M foram adicionados. Finalmente, o volume foi completando até 10 mL com
agua destilada e misturou-se bem. Desenvolveu-se uma coloracdo laranja-amarelada, e as
absorvancias foram lidas no espectrofotometro Jasco V-630 UV-visivel a 510 nm de comprimento
de onda. O branco foi feito com &gua destilada e todos os reagentes com excepcao do padrdo. As
amostras foram realizadas em triplicadas e como referéncia, foi obtida uma curva analitica com a
quercetina (em anexo A), que forneceu a equacdo da recta (Y = 0.2594X — 0.0861), onde X é a
concentragdo em pugmL?, Y é a absorvancia a 510 nm e o coeficiente de correlagdo multipla é R?
= 0.9936, e o teor de flavonoides foi calculado como média + desvio padrdo da média em

miligramas equivalentes de quercetina por grama de extracto (mgEQg™).

3.5.3. Quantificacdo de alcaldides

Para a determinacdo do teor de alcal6ides (TA), procedeu-se conforme Ganapaty et al. (2013),
onde foi adicionado 1 mL de HCl 2 N em uma solugéo de atropina de 10-100 pg/mL e filtrados.
De seguida a solucgéo foi transferida para um funil de separacdo, adicionou-se 5 mL de solucdo
verde de bromocresol e 5 mL de tampéo fosfato. A mistura foi agitada com 1, 2, 3 e 4 mL de

cloroférmio por agitacdo vigorosa e colectada em um baldo volumétrico de 10 mL e diluir até ao
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volume com cloroférmio. Desenvolveu-se uma coloracdo amarelada, e as absorvancias foram
medidas no espectrofotémetro Jasco V-630 UV-visivel a 470 nm de comprimento de onda. O
branco foi feito com &gua destilada e todos os reagentes com excepcao do padrdo. As amostras
foram triplicadas e como referéncia, foi obtida uma curva analitica com a atropina (Anexo A),
que forneceu a equagdo da recta (Y = 0.0116X + 0.0233), onde X é a concentragio em pgmL™?, Y
é a absorvancia a 470 nm e o coeficiente de correlagio é R? = 0 9903, e o teor de alcaloides foi
calculado como média + desvio padrdo da media em miligramas equivalentes de atropina por

grama de extracto (mgEAg™).
3.6. Avaliacao da actividade antimicrobiana

Para avaliacdo da actividade antimicrobiana utilizou-se 2 cepas bacterianas Staphylococcus
aureus, Escherichia coli cultivadas em meio Muller Hinton e 1 fungo Candida albicans cultivada
em Sabourand Dextrose. Foi determinada pelo método de Difusio em Agar em meio solido
adaptado por Bauer descrito por Silva (2015) com algumas alteragdes. Apos incubagédo a 37 °C por
24 horas os indculos destes microrganismos foram retirados e foram preparados os discos de papel
de filtro com 5mm de didmetro, que foram impregnados com 10 uL de cada extracto (etanolico,
aquoso da AD e AT) das sementes de N. sativa e enumerados da seguinte forma: la- EDAT; 2b-
EDAD,; 3c-EIAT; 4d- EMA,; 5e- EME; 6f- EIAD, nas concentracdes de 100 e 50 mg/mL e foram
colocados nas placas de petri sobre os meios solidificados e incubados a 37 °C por um periodo de
48 horas. Os ensaios foram duplicados, acompanhados do controle positivo, os antibioticos
Cefotaxima 30 pg/disco, Levofloxacina 5 pg/disco e Fluconazol 10 pg/disco com as respectivas
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Os resultados finais foram
expressos como as médias das medidas dos halos em mm nas tabelas 6 e 7. Para a determinacgao
da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) usou-se o método descrito por CLSI (2020). Os
extractos com concentragdes baixas que ndo permitem a visualiza¢ao dos halos de inibicdo foram

considerados como sendo as concentrag@es inibitorias minimas.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Resultados

No presente capitulo estdo apresentados os resultados laboratoriais referentes aos testes
fitoquimicos qualitativos, quantitativos e avaliagdo antimicrobiana. Os resultados foram expressos

sob a forma das médias e desvio padrdo das réplicas.

4.1.1. Prospensao fitoquimica qualitativa
A tabela 3 apresenta o resumo da andlise fitoquimica qualitativa dos extractos brutos.

Tabela 3. Resultados da triagem fitoquimica de Nigella sativa.

) Extracto das Metabdlitos secundarios
Técnica de
5 Sementes N.
Extraccgao ) Al  FL FLO TN CM SP ET TP
sativa
3 Etanolica + + + + + + - +
Maceracéao
Aquosa (AD) - + + + + - - +
Aquosa (AD) + + + + + - + +
Infusdo
Agquosa (AT) + + + + + + - -
y Aguosa (AD) + + - + - - + -
Decocgdo
Aguosa (AT) + + + + + - - -

Legenda: +: Positivo; -: Negativo; AD: Agua destilada; AT: Agua da torneira; Al: Alcaldides; FL:
Flavonoides; FLO: Flavonois; TN: Taninos; CM: Cumarinas; SP: Saponinas; ET: Esterdides; TP:
Triterpenos

4.1.2. Fitoquimica quantitativa

A tabela 4 apresenta os resultados fitoquimicos quantitativos de compostos fendlicos (fendis totais
e flavonoides totais), e a tabela 5 é referente aos resultados fitoquimicos quantitativos dos
alcaldides. No anexo A estdo ilustrados os resultados das absorvancias e as curvas de calibracao
dos padrées do acido gélico, da quercetina e atropina.

Deolinda Marcia Domingos 28



Avaliacdo da composicéao fitoquimica e da Actividade Antimicrobiana in vitro dos extractos
das sementes da planta Nigella sativa

A tabela 4 ilustra os teores dos fendis totais e de flavondides totais obtidos dos diferentes extractos
da semente da N. sativa.

Tabela 4. Resultados do teor de fendis totais e flavondides totais

Teor dos Fenois totais Teor dos Flavonoides totais
Extractos Teor (MgEAGQY) Teor (MgEQg-Y)
EMA 0.1072 + 0.0003 0.841 + 0.001
EME 6.2914 + 0.0059 11.066 + 0.001
EDAT 1.1193 + 0.0003 2.515+0.001
EDAD 1.3020+ 0.0096 2.817 £ 0.016
EIAT 0.5055 + 0.0027 1.499 + 0.004
EIAD 0.8505 + 0.0199 2.070 £ 0.033

onde: EMA — extracto macerado aquoso; EME - extracto macerado etandlico; EDAT — extracto

decocto agua da torneira; EDAD - extracto decocto agua destilada; EIAT - extracto infuso dgua
da torneira; EIAD - extracto infuso agua destilada.

A tabela 5 ilustra os teores dos alcaldides totais obtidos dos diferentes extractos da semente da N.
sativa.

Tabela 5. Resultados do teor de Alcal6ides

Teor dos Alcaldides totais

Extractos Teor (MgEAgQ™)
EMA 9.376 £ 0.011
EME 239.374 £ 1.857

EDAT 46.799 = 0.011
EDAD 53.555 + 0.354
EIAT 24.103 £ 0.099

EIAD 36.862+ 0.736
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4.1.3. Actividade antimicrobiana

As concentragdes preparadas dos extractos brutos das sementes da N. sativa para os testes
antimicrobianos foram 50 e 100 mg.mL? e os resultados sdo resumidamente apresentados nas

tabelas 6 e 7, assim como a CIM (Concentracao Inibitéria Minima) dos extractos.

Tabela 6. Resultados do teste da actividade antimicrobiana dos extractos de N. sativa pelo método

de difusdo em disco (halo de inibicdo em mm).

Amostras de Extracto Bruto (100 mg.mL'l) Controlo
Bactérias EME EMA EIAD EIAT EDAD EDAT positivo
CFX 30
S. aureus 110+ 14 10.0+ 1.7 0.0 12.0+ 0.0 0.0 0.0
(15 + 1.3)
_ LEV 5
E. coli 9.0+05 0.0 0.0 0.0 7.0+00 7.0+00
(22+1.3)
. FLU 10
C. albicans 9.0+0.8 0.0 11.04+1.0 12.0+4+0.0 0.0 0.0
(35+0.89)

Legenda: CTX 30: Cefotaxima 30 pg/disco; LEV 5: Levofloxacina 5 pg/disco; FLU 10:
Fluconazol 10 pg/disco; ME/MA: maceracdo etandlica e aquosa; IAD/IAT: Infusdo agua

destilada e torneira; DAD/DAT: Decoccdo agua destilada e torneira.

Tabela 7. Resultados dos testes antimicrobianos na determinacdo de CIM dos extractos de N.
sativa (halo de inibicdo em mm).

Amostras de Extracto (50 mg.mL™)

Bactérias EME EMA EIAD EIAT EDAD EDAT
S. aureus 8.0+ 0.9 6.0+ 0.0 0.0 8.0+ 0.0 0.0 0.0
E. coli 0.0+ 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
C. albicans 7.0+09 0.0 80+05 80400 0.0 0.0
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4.2. Discussao

4.2.1. Andlise fitoquimica qualitativa

Os testes fitoquimicos sdo realizados com vista a identificacdo dos metabolitos secundarios
presentes nas diferentes partes de uma planta. Para o presente estudo, os resultados alcan¢ados no
laboratério para as analises fitoquimicas preliminares dos extractos das sementes da N. sativa
revelaram a presenca de varias classes de metabolitos secundarios de relevante interesse
farmacoldgico como é ilustrado na tabela 3. Dentre os extractos analisados, o extracto etanolico
foi o que apresentou o maior numero de metabdlitos secundarios com actividade bioldgica em

relacdo aos demais extractos aquosos.

Acredita-se que a elevada presenca de metabdlitos secundarios observada no extracto etanolico
em relacdo aos extractos aquosos deve-se a relacdo das polaridades e solubilidades dos solventes.
O etanol e a 4gua sdo solventes polares, no entanto, o etanol é ligeiramente menos polar em relacéo
a &gua, o que sugere que os metabdlitos revelados das sementes da N. sativa sao de caracter menos
polar. Esta Observacdo que coaduna com o exposto por Tiwari et al. (2019), no estudo sobre a
fitoquimica e farmacologia da N. sativa, que mostraram que, parte consideravel dos metabdlitos
secundarios poderiam ser revelados pelo etanol, justificando assim que muitos dos metabolitos

secundarios sdo mais solUveis em etanol.

Os alcal6ides, flavonoides, flavondis, taninos e cumarinas foram os metabolitos secundarios que
estiveram presentes em quase todos 0s extractos como pode ser mostrado na tabela 3. Por outro
lado, as saponinas, esterdides e 0s triterpenos tiveram menos presenca nos diferentes extractos das
sementes. Os resultados obtidos da fitoquimica preliminar alinham com os obtidos por Shafodino
etal. (2022), onde a triagem fitoquimica realizada sobre as sementes da N. sativa usando diferentes
extractos (petréleo, éster acético, metanol e dgua), 0s extractos metandlicos e aquosos mostraram
mais eficacia revelando os alcaldides, flavondides, fendis, taninos, esterdides, saponinas e
terpendides. Ndo muito distante do que foi revelado no presente trabalho, o extracto etandlico da
fitoquimica realizada por Tiwari et al. (2019) revelou a presenga de flavondides, alcal6ides,
taninos, timoquinona, carvacrol e terpenois. E de ressaltar o papel importante das técnicas de
extraccdo usadas, pois elas possuem uma influéncia no que concerne a revelacdo dos metabolitos

secundarios presentes nos extractos.
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A determinacdo do composto biologicamente activo a partir de um material vegetal é dependente
do tipo de solvente usado no processo de extraccdao. Um bom solvente em extrac¢Oes de plantas
possui propriedades como: baixa toxicidade, facilidade de evaporacdo a baixa temperatura,
absorcdo fisiologica rapida do extracto, accdo conservante e incapacidade de fazer com que o
extracto se dissocie ou torne-se complexo (Das et al., 2010). Na extraccdo de compostos
hidrofilicos, por exemplo, sdo usados solventes polares tais como metanol, etanol ou éster acético.
Ja para compostos mais lipofilicos, sdo usados diclorometano ou uma mistura de diclorometano

ou metanol na propor¢édo de 1:1 (Sasidharan et al., 2011).

De facto, estes compostos bioactivos revelados da N. sativa sugerem que essas sementes podem
providenciar uma importante forca para atenuar os radicais livres que podem ser introduzidos por
diferentes agentes toxicos como peroxido de hidrogénio e gentamicina (Ouattar et al., 2022), assim
como fornecer uma resposta antimicrobiana contra as bactérias, fungos, virus e parasitas
(Shafodino et al., 2022).

4.2.2. Andlise fitoquimica quantitativa

As tabelas 4 e 5 esta presente a sintese dos resultados da fitoquimica quantitativa referente aos

fendis totais, flavondides totais e alcaloides totais dos extractos das sementes da N .sativa.

4.2.2.1. Fenois totais e Flavonoéides totais
A quantificacdo do teor de fenois totais nos extractos foi realizada pelo método colorimétrico que
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau, reagente que é vastamente usado para este tipo de
quantificacdo em extractos de planta. Este reagente possui na sua composi¢cdo o acido
fosfomolibdico (H;PMo,,04,) € 0 acido fosfotungstico (H;PW,;,0,4,) que apresenta uma
coloragdo amarela. A reacgdo ocorre entre 0s iGes molibdatos porque os tungstatos dificilmente

sofrem reducéo em sais heteropoliacido.

Esta reaccdo trata-se de uma oxirredugdo em que carbonos do acido galico, com estado de oxidacéao
+1, tornam-se +2 e 0 i%0 Mo®* é reduzido a Mo®*. (Rezende, 2010).
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Figura 9. Equacédo de formag&o de i6es de molibdénio.

Para os fenois totais os resultados foram expressos como equivalentes ao acido galico (MgeEAGQ

1y de extracto.

E para a quantificacdo dos flavonoéides totais recorreu-se no método de complexacéo selectiva de
aluminio, onde esta se baseia em uma reaccao de complexacdo entre o cloreto de aluminio e a
quercetina, de onde os atomos de oxigénio fazem um ataque nucleofilico ao AI3* que é um &cido

de Lewis como representa a figura 10 (Sousa, 2015).

Quercetina Quercetina- AI**

Figura 10. Formacédo de complexos da quercetina

Como ilustrado na tabela 4, a fitoquimica quantitativa dos fendis totais e flavondides totais revelou
um comportamento semelhante nos extractos, sendo que o extracto macerado etandlico apresentou
maior teor referente aos fendis totais e flavonoides totais, sequido do extracto decocto agua

destilada, e o extracto macerado aquoso apresentou 0 menor teor de fendis totais assim como de
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flavonoides totais. Sendo assim, a quantificagdo dos fendis e flavondides nos extractos fica na
seguinte ordem decrescente EME > EDAD > EDAT > EIAD > EIAT > EMA.

Considerando os resultados da fitoquimica preliminar, os elevados teores de fendis totais e
flavonoides totais no extracto macerado etandlico ja era de se esperar, reforcando ainda a teoria da
afinidade selectiva do etanol com os compostos polarizados presentes no extracto das sementes.
Em contraste 0 macerado aquoso revelou o menor teor de fendis e flavonoides, o que pode ser
explicado pela capacidade limitada da &gua em extrair compostos hidrofébicos como alguns fenois
e flavonoides. N&o obstante a isso Kaushik & Barmanray (2022) afirmam que o uso da agua como
solvente, especialmente no método da maceracdo, pode nédo ser eficiente para extrair compostos

especificos nesses processos.

Os valores referentes aos EDAD e EDAT, é de acreditar que a ndo complexidade da composicao
da agua destilada em relacdo a 4gua da torneira (que possui muitos minerais) facilitou a extracgao
dos fendis e flavonoides presentes nesse extracto e desse modo quantificou-se mais o teor de fendis
e flavonoides no EAD do que no EAT. Estas observacbes sdo sustentadas por Kaushik &
Barmanray (2022), que afirmam que o uso da agua da torneira em andlise fitoquimica ndo gera
resultados muitos satisfatorios, pois este tipo de agua pelo facto de possuir complexidade na sua
composigéo (presenga de minerais e outros) influencia na extracgdo de certos compostos, pois,

estes agem como co-factores durante o processo de solubilizagéo.

Os menores teores nos extractos registrados para o método de infusdo indicam a limitagdo dessa
técnica de extrac¢do de compostos, pois, 0 mecanismo de accao (tempo e temperatura) sobre 0s
extractos pode ndo ser suficiente para poder romper as ligacdes estaveis entre 0s compostos

fitoquimicos existentes nas matrizes vegetais.

Teores similares de fendis e flavonoides totais foram obtidos por Ouattar et al., (2022), sendo 0s
fenois totais de 10.48 + 1.33 mgEAG/g e 0.258 + 0.058 mgQE/qg para flavonoides totais. Kamal
& Ahmad (2014), quantificaram um teor de 20.0 + 0.03 mgEAG/g de fendis totais e 24.90 + 0.43
mgQE/g de flavonoides totais tendo como solvente o metanol. Por outro lado, estudo fitoquimico
levado a cabo por Elkhawas et al.(2022), quantificou-se um teor de 295.21 + 0.51 mgQE/g para
flavonoides totais e 388.60+1.02 mgGAE/g em metanol, valores muito acima em comparagdo com

0s obtidos com outros trabalhos.
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Deve-se notar que o conteudo fendlico das plantas esta altamente ligado a numerosos factores
intrinsecos e extrinsecos, tais como origem geogréafica, condi¢cdes climaticas, praticas de cultivo,

maturidade na colheita e condi¢des de armazenamento (Lefahal et al., 2018).

Os fendis e flavondides desempenham um papel importante na proteccdo das plantas contra os
efeitos deletérios dos raios UV e também contra certos microrganismos fitopatogénicos e sdo

responsaveis pela maioria das propriedades medicinais da planta (Kamal & Ahmad, 2014).

Compostos fenolicos podem ter um impacto positivo na prevencdo de doencas coronarias e cancro
(Thilakarathna, 2018), além disso, os flavondides causam uma diminuigdo na adeséo das células
inflamatorias ao subendotélio e, portanto, induzem uma diminuicdo na resposta inflamatéria.
(Kushawaha & Kumar, 2017).

4.2.2.2. Alcaloides

Os alcal6ides sdo produtos naturais que possuem nitrogénio nas suas moléculas. Também sédo
compostos farmacologicamente activos e com caracter basico devido a presenca de nitrogénio
(Agarwal et al., 2020). Como ilustrado na tabela 5, os valores do teor dos alcaldides nos diferentes
extractos seguiu uma tendéncia semelhante aos teores de fendis e dos flavondides, onde o extracto

macerado alcoodlico teve o maior teor e o extracto macerado aquoso teve 0 menor teor.

Como exposto sobre a polaridade do etanol face aos compostos nas matrizes das plantas, o maior
teor dos alcaldides no extracto macerado alcodlico é justificado pela eficacia do solvente na
dissolucao dos alcaloides lipofilicos. A diferenca observada entre 0 método de infuséo e decocto
destaca a possivel influéncia da temperatura. O decocto, que envolve o aquecimento da mistura,
pode ter permitido uma libertacdo mais eficiente dos alcaldides, explicando desse modo os teores

mais altos em comparacdo com a infusao.

Os alcaldides sdo as principais moléculas de importancia terapéutica da N. sativa. Sdo compostos
de indol heterociclicos que demonstraram possuir propriedades farmacoldgicas, tais como
actividade antifangica, actividades hepatoprotectoras, antimicrobianas e antimalaricas como
reportado por Kamal & Ahmad (2014).
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4.2.3. Actividade antimicrobiana

Os testes de sensibilidade aos antibacterianos permitiram determinar a actividade antibacteriana
do extracto das sementes da N. sativa, onde para o efeito foi usado o método de difusdo-disco em
agar no meio sélido contra 2 cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Escherichia coli cultivadas
em meio Muller Hinton e 1 fungo Candida albicans cultivada em Sabourand Dextrose, tendo sido
utilizado o controlo positivo Cefotaxima (30 pg/disco) para Staphylococcus aureus, Levofloxacina
(5 pg/disco) para Escherichia coli, Fluconazol (10 pg/disco) para a Candida albicans e controlo
negativo agua. A avaliacdo antimicrobiana dos extractos das sementes foi a partir da medicéo do
diametro do halo de inibicdo em torno do disco em milimetro, a 50 e 100 mgmL™. A auséncia de

um halo de inibi¢cdo em torno do disco, indica que o extracto ndo é susceptivel a cepa testada.

Na concentracéo de 100 mgmL* as cepas da gram-positiva S.aureus mostraram-se bacteriostaticos
aos extractos macerados (etanolico e aquoso) e ao extracto infuso da &gua da torneira, onde o da
agua da torneira apresentou maior didametro do halo na zona de inibi¢do com 12 mm seguido do
extracto macerado etandlico com 11 mm. E os extractos decoctos ndo se mostraram suscepctivel
contra esta cepa. As actividades dos extractos mostram-se baixo comparado com o controle
Cefotaxima que teve um halo de inibicdo maior, o que indica um potencial antibacteriano mais

fraco do extracto em relacdo ao controle.

Na cepa da bactéria gram-negativa E.coli, observou-se actividade bacteriostatica somente para o
extracto macerado etandlico e os decoctos, onde o macerado apresentou 0 maior halo com 9 mm
de didmetro e os decoctos 7 mm para ambos. Assim como na cepa da S.aureus, nenhum dos
extractos apresentou actividade acima do controle. Para o fungo C.albicans observou-se actividade
anfungica para o extracto macerado etandlico com um halo de 7 mm didmetro e para os extractos

infusos ambos com um halo de 8 mm de diametro.

Acredita-se que a presenca de um halo de inibicdo significativo no extracto infuso com agua da
torneira contra as cepas da bactéria S.aureus deve-se a presenca de compostos activos capazes de
inibir o crescimento destas cepas, e a &gua pode ter fornecido minerais ou i0es que interagiram
positivamente com os componentes das sementes aumentando assim a eficacia antibacteriana, o

que é sustentado por Shafodino et al. (2022) que afirmam que a presenca de minerais neste tipo de
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agua facilita a solubilizacdo deste com os componentes activos de certas plantas favorecendo deste

modo o combate contra certas bactérias.

A falta de halos de inibicdo nos extractos decoctos e no infuso com agua destilada para as cepas
da S.aureus indica uma auséncia de actividade antibacteriana nessas condicdes especificas. A agua
destilada pode ter extraido eficientemente os compostos activos, ou 0 processo decocto pode ter
degradado esses compostos.

Como enfatizado acima, na fitoquimica quantitativa e qualitativa, o solvente etanol tem a
capacidade de extrair uma grande variedade de compostos bioactivos. Acredita-se que possa ter
extraido compostos das sementes que sdo eficazes contra a E.coli, onde dentre estes compostos
refere-se a fendlicos e flavonoides que sdo comumente conhecidos pelas suas propriedades
antimicrobianas. E a falta de halos nos extractos (macerado aquoso, infuso com agua destilada e
infuso com agua da torneira) pode indicar que os compostos antimicrobianos presentes nas
sementes ndo sdo facilmente extraidos em condi¢Ges aquosas ou a quantidade extraida é

insuficiente para exercer efeito sobre a E.coli.

Resultados obtidos por Shafodino et al. (2022) referente a investigacdo da actividade
antimicrobiana sobre as sementes da N. sativa, revelaram uma zona de inibicdo de 8 mm para as
cepas gram-negativa E.coli no extracto etanolico e 10 mm de didmetro para as cepas gram-
negativas S.aureus. Ainda no mesmo contexto, as investigacdes de Mehmood et al. (2021) sobre
a actividade antibacteriana das sementes da N. sativa usando como solvente o metanol, revelaram
um halo de inibicdo de 13 mm para as cepas gram-negativas da E.coli e 12 mm de diametro de

halo para as cepas gram-positivas de S.aureus.

Obtendo valores de zonas de inibicdo muito abaixo em comparagdo com outras investigacdes, Al-
Hussainy (2015) investigando a actividade antibacteriana das mesmas sementes em extracto
etandlico, obteve um halo de 1.28 mm na zona de inibigdo para a bactéria gram-negativa E.coli e
0.92 mm para a bactéria gram-positiva S.aureus.

No presente estudo, € possivel observar na tabela 6 que os halos de inibi¢do obtidos da bactéria
gram-positiva sdo maiores que as da gram-negativas, esses resultados corroboram com os
resultados nos estudos de Mohammed et al. (2019) e Saleh et al. (2018) que relatam que cepas de

bactérias gram-negativas possuem uma membrana celular externa dentro da parede celular que
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pode actuar como uma barreira de permeabilidade. Isso pode minimizar a absor¢do de compostos
como polifenodis pela célula bacteriana e, portanto, resultando em extractos menos eficazes em

bactérias gram-negativas em comparagao com as suas contrapartes.

Na concentragdo de 50 mgmL™ apenas a cepa da E.coli mostrou-se inactiva, sendo assim a
concentracdo inibitéria minima do EME (9 mm), EDAD (7 mm) e EDAT(7 mm) para E.coli é de
100 mgmL™, e para as cepas S.aureus e C.albicans a concentragéo inibitdria minima é de 50
mgmL como mostra a tabela 7. Estudo semelhante verificou-se em extracto aquoso (Sulaiman &

Muhammad, 2023), é a concentragéo inibitoria minima (CIM) para E.coli foi de 100 mgmL™.

Em outro estudo feito por Morsy et al.(2022), N. sativa obteve zona de inibicédo na faixa de 13-20
mm e CIM de 20 mg/mL contra K.pneumonia, e obteve também em 15,0+0,67 mm a CIM de

50mg/mL para S. aureus, pois quanto menor o CIM, mais eficaz é o extracto (Ahmad et al., 2023).
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CAPITULO V
5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

5.1. Conclustes
Os resultados apresentados no presente trabalho, permitem concluir que:

A andlise fitoquimica qualitativa e quantitativa realizados, possibilitaram a identificacdo de
metabolitos secundarios existentes nos extractos das sementes da N. sativa, assim como a sua
quantificacdo. Os extractos aquosos e etanolicos revelaram a presenca de alcaloides, flavondides,
flavondis, taninos, cumarinas, saponinas, esterdides e triterpenos, exceptuando no extracto decocto
que n&o revelou a presenca de saponinas e triterpenos e no extracto macerato que néo apresentou
esteréides. Em analise quantitativa revelou que o extracto macerato etanolico apresenta alto teor
de fendis totais, flavonodides e alcaldides, tendo apresentado quantidades significativas e relevantes
de 6.2914 + 0.0059 mgEAGg?, 11.066 + 0.001 mgEQg-! e 239.374 + 1.857 mgEAg®

respectivamente.

Na avaliacdo da actividade antimicrobiana revelou que a maioria dos extractos inibiu o
crescimento de microorganismos nas concentragdes de 100 e 50 mgmL 2, revelando uma boa
suscepctibilidade dos extractos da N. sativa, principalmente S.aureus que se mostrou mais sensivel

ao extracto.

Os resultados da avaliacdo da actividade antimicrobiana mostraram uma boa correlagdo com o teor
de alcaldides e flavondides detectados nos extractos da N. sativa, sugerindo que s&o os principais
responsaveis pela capacidade antimicrobiana evidenciada pelos extractos que se mostraram

activos.

A presenca dos metabdlitos secundarios e a actividade antimicrobiana nas sementes da N. sativa,
revelada no presente estudo mostraram-se propicios a serem utilizados para o tratamento de

doencas por concentrarem principios activos contra as bactérias e fungo em estudo.
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5.2. Recomendaces
Recomenda-se:

e A continuidade no estudo das sementes utilizando métodos extractivos e solventes
diferentes que os usados no presente estudo;

e Estudo de outras actividades bioldgicas, especialmente a actividade antioxidante;

e Estudo de isolamento, purificacdo e elucidacao estrutural de principios activos presentes
nos extractos que revelaram accao inibitoria contra 0s microrganismos, especialmente 0s
alcaldides;

e Estudo da avaliacdo antimicrobiana com outras cepas bacterianas, bem como a
determinacdo da concentracédo inibitoria minima dos extractos com recurso a método de
microdilui¢do em caldo;

e Estudo toxicologico que forneca uma consisténcia cientifica para o uso seguro dos

extractos da N. sativa.
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ANEXOS 1: Materiais e Reagentes

Tabela Al. Materiais usados durante os procedimentos experimentais.

Materiais

Tubos de ensaio (5000 pL)

Funil de vidro e de plastico

Ansas bacterioldgicas

Marcador

Cubetas de vidro

Tubo de polietileno de centrifuga

Régua

Papel de filtro

Vidro de relogio

Triturador (liquidificador)

Baldes volumétricos (25 e 100 mL)

Condensador

Pincas de madeira e de metal

Garras

Conta-gotas

Placas de Petri esterilizadas (15x90/100 mm de

diametro)

Copo de precipitagdo (50 e 100 mL)

Provetas (5, 10, 25, 50, 250, 500 e 1000 mL)

Luvas Vidro de ambar
Erlenmeyers (250 e 500 mL) Sacos plasticos esterilizados
Esguicho Suporte de tubos de ensaios

Espéatulas Suporte universal

Tabela A2. Reagentes usados durante os procedimentos experimentais.

Reagentes

Meios de cultura

Muller Hinton

Agua destilada e torneira
Reagente de Mayer (HgCl, /KI)
Hidroxido de s6dio (NaOH) (10%)
Cloroférmio (CCly) (99%)

Etanol absoluto (CH3; CH, OH) (80%)
Acido cloridrico (HCI) (2%)
Reagente de Dragendroff
Cloreto férrico (FeCl3) (5%)
Acetato de chumbo [(CH3C00),Pb] (5%)

Sabourand Dextrose

Sabourand Dextrose a 2% glicose
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Hidroxido de amoénio (NH,OH) (1%)
Acido cloridrico (HCI) (Concentrado)
Reagente de Liebermann-Burchard
(CH;COOH a 10% — FeCl; a 10% — H,S0,)

Acido galico

Atropina

Reagente Folin-Ciocalteu (10%)

Quercetina

Verde de bromocresol

Tampao fosfato

Cefotaxima

Levofloxacina

Fluconazol
Nitrito de sédio (NaNO3) (5%)
Cloreto de Aluminio (AICl3) (10%)
Carbonato de sodio (Na2COz) (15%)

Reagente de Shinoda (solugdo de magnésio metalico em

metanol)

Tabela A3. Equipamentos usados durante a execucdo laboratorial

Equipamentos

Autoclave para esterilizacdo a vapor (121 °C/15 °C)

Furador de papel

Cabine de biosseguranca

Espectrofotometro UV — visivel JASCO 630

Densitémetro

Bico de bunsen

Manta eléctrica (ELECTROMANTLE)
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Homogeneizador

Incubadora controlado com termostato (37,0 +1) (Fornecedor: Heraeus)

Centrifuga

Geleira

ANEXOS 2: Absorvancias medidas durante a leitura das amostras e dos padrdes
a) Quantificacdo dos Flavondides Totais

Tabela A4. Absorvancias lidas das amostras

Absorvancia das Amostras

Réplicas EMA EME EDAT EDAD EIAT EIAD
1 0.1322 2.7819 0.5663 0.6501 0.3039 0.4629

2 0.1319 2.7837 0.5662 0.6432 0.3035 0.4461

3 0.1321 2.7879 0.566 0.6403 0.3013 0.4437
Meédia 0.1321 2.7845 0.5662 0.6445 0.3029 0.4509

Desvio

) 0.0001 0.0025 0.0001 0.0041 0.0011 0.0085
padréo

Tabela A5. Absorvéncias lidas do padréao Quercetina

Absorvancia do padrdo Quercetina

Réplicas P1(100) P2(200) P3(400) P4(600) P5(800)  P6(1000)

1 0.1941 0.3884 0.7115 0.9984 1.1738 1.4076

2 0.1938 0.3822 0.7178 0.9984 1.1703 1.408

3 0.1936 0.3607 0.7074 1.0008 1.1768 1.4089
Média 0.1938 0.3771 0.7122 0.9992 1.1736 1.4082
Desvio

) 0.0002 0.0119 0.0043 0.0011 0.0027 0.0005
padréo
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Avaliacdo da composicéao fitoquimica e da Actividade Antimicrobiana in vitro dos extractos
das sementes da planta Nigella sativa

Curva de calibracao da Quercetina
(Flavondides Totais)
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Figura Al. Curva analitica de Quercetina para determinacédo de Flavondides totais.

b) Quantificacdo dos Fenois Totais

Tabela A6. Absorvancias lidas das amostras

Absorvancia das Amostras

Réplicas EMA EME EDAT EDAD EIAT EIAD

1 1.6175 1.9541 1.645 1.842 1.5213 1.4089

2 1.6187 1.9539 1.6446 1.8422 1.5214 1.4088

3 1.6189 1.9549 1.6446 1.8422 1.5212 1.4082
Média  1.6184 1.9543 1.6447 1.8421 1.5213 1.4086
Desvio 0.0006 0.0004 0.0002 9.4E-05 8.16497E-05 0.0003
padréo
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Avaliacdo da composicéao fitoquimica e da Actividade Antimicrobiana in vitro dos extractos
das sementes da planta Nigella sativa

Tabela A7. Absorvancias lidas do padréo Acido Galico

Absorvancia do padr&o Acido Galico
Réplicas  P1(1) P2(2) P3(4) P4(6)  P5(8)  P6(10)
1 0.5471 0.9071 14085 1.6984 23176 2.6452
2 0.5473  0.9071 14085 1.6967 2.3178 2.6462
3 0.5475  0.9072 14084 1.6971 2.318 2.6448
Média 0.5473  0.9071 1.4085 1.6974 2.3178 2.6454

Desvio
5 0.0002 4.71E-05 4.7E-05 0.00073 0.0002 0.0006
padréo
Curva de calibragio do Acido galico
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Figura A2. Curva analitica do &cido galico para determinacdo de fendis totais.
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Avaliacdo da composicéao fitoquimica e da Actividade Antimicrobiana in vitro dos extractos
das sementes da planta Nigella sativa

¢) Quantificacdo dos Alcaldides Totais

Tabela A8. Absorvancias lidas das amostras

Absorvancia das Amostras

Reéplicas EMA EME EDAT EDAD EIAT EIAD
1 0.0936 0.2387 0.1086 0.1316 0.0914 0.0806

2 0.0932 0.2412 0.1092 0.1312 0.0913 0.0809

3 0.0935 0.2413 0.1095 0.1317 0.091 0.0811
Média 0.0934 0.2404 0.1091 0.1315 0.0912 0.0809
Desvio  0.0002 0.0012 0.0004 0.0002 0.0002 0.0002

padrao

Tabela A9. Absorvancias lidas do padrédo Atropina

Absorvancia do padrao Atropina
Réplicas P1(10) P2(20)  P3(40) P4(60) P5(80) P6(100)
1 0.0371  0.0457 0.0581 0.0689 0.0838 0.0944
2 0.0378 0.0449  0.0568 0.0653 0.0822 0.0945
3 0.0376  0.0444  0.0561 0.0652 0.0801 0.0939
Média  0.0375  0.0450 0.0570 0.0665 0.0820 0.0943

Desvio

) 0.0003  0.0005 0.0008 0.0017 0.0015 0.0003
padrao
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Avaliacdo da composicéao fitoquimica e da Actividade Antimicrobiana in vitro dos extractos
das sementes da planta Nigella sativa

Curva de calibracdo do Atropina
(Alcaldides)
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Figura A2. Curva analitica da atropina para determinacao de alcaldides totais.
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