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Resumo

A propolis ¢ milenarmente reconhecida por ser um antibidtico natural produzido por abelhas, para as-
sepsia de suas colmeias. A quitosana é um polissacarideo de origem natural com conhecida eficiéncia
como agente antibacteriano e a capacidade de formar filmes. Com o intuito de melhorar essa proprieda-
de de inibir o crescimento de bactérias, foi realizada a jungdo dos dois materiais. A forma nanométrica
das particulas de propolis também tem o objetivo de favorecer a interacdo com as bactérias devido as
pequenas dimensdes do material. Como base para formagéo das nanoparticulas de propolis foi utilizado
alcool polivinilico (PVA), polimero sintético, soluvel em agua, atoxico, hidrofilico, biodegradavel e
biocompativel. O microorganismo de trabalho foi a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Fo-
ram realizados testes de formagdo de halo de inibi¢do, nos quais parti¢des dos filmes foram colocadas
sobre meio de cultura TSB (Triptic Soy Broth) inoculados com bactérias e as placas foram incubadas em
estufa para o crescimento das colonias e observacdo da formagao dos halos de inibigdo. Os resultados
obtidos foram promissores, havendo eficiéncia do material estudado contra o crescimento das colonias
bacterianas.
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ANTIBACTERIALACTIVITY AGAINST STAPHYLOCOCCUS AUREUS FROM CHITOSAN/
PROPOLIS THIN FILMS

Abstract

Propolis is recognized for millennia to be a natural antibiotic produced by bees, for sterilization of their
hives. Chitosan is a polysaccharide of natural origin known as antibacterial agent efficiency and the abil-
ity to form films. In order to improve this property of inhibiting the growth of bacteria, the junction of the
two materials was carried out. The nano-particle form of propolis also aims to facilitate the interaction
with bacteria due to the small size of the material. As a basis for the formation of nanoparticles was used
propolis polyvinyl alcohol (PVA), synthetic polymer, water soluble, non-toxic, hydrophilic, biodegrad-
able and biocompatible. The micro-organism was working the gram-positive bacterium Staphylococcus
aureus. Inhibition tests by no grow formation zone were performed in which partitions of the films were
placed on the middle of TSB culture (Triptic Soy Broth) inoculated with bacteria and the plates were
incubated in a greenhouse for colonies growing and observing the formation of inhibition zones. The
results were promising, there efficiency of the studied material against the growth of bacterial colonies.
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1 INTRODUCAO

A busca incessante pela descoberta e aprimoramento de embalagens inteligentes, utilizando ma-
teriais inovadores, eficientes na preservagdo de alimentos é constante. Produtos de origem natural t€ém
sido utilizados para substituir as embalagens tradicionais (plasticos em geral) para que, além proteger
fisicamente, possam garantir aos alimentos prote¢@o contra agentes microbioldgicos e toxicoldgicos,
melhorando também as trocas gasosas e umidade, mantendo a qualidade e prolongando o tempo de
prateleira de hortifrutis. Neste estudo estio sendo testados dois produtos conhecidos por sua agdo contra
microorganismos, a quitosana e a propolis, ambos com conhecida capacidade de inibi¢do de crescimen-
to contra muitos microorganismos quando usados separadamente, porém esse estudo utiliza a combi-
nagdo de ambos, o que ¢é inédito na literatura, utilizando ainda a propolis na forma nanométrica, que é
um estudo recentemente desenvolvido na Embrapa Gado de Leite pelo pesquisador Humberto de Mello
Brandio e sua equipe. Além disso, esses dois produtos sdo de origem natural. O termo quitosana nio se
refere a um unico componente, mas a uma familia de co-polimeros com varias fracdes de unidades ace-
tiladas com estrutura basica poli[(1—4)-B-2-amino-2-dioxi-D-glucose]. A quitosana possui 6tima pro-
priedade filmogénica, por isso tem sido muito explorada como membranas e peliculas, principalmente
para o revestimento de produtos agricolas pos-colheita, embalagens e como meios de separa¢do. Filmes
de quitosana obtidos por casting a partir de solugdes acidas tém sido caracterizados quanto as suas pro-
priedades mecanicas com diferentes comportamentos dependentes do solvente empregado na solugéo
precursora (Bégin e Calsteren, 1999; Britto et al., 2005). A propolis, que embora seja comercializada na
forma de extrato para fabricac@o de varios produtos, ainda ¢ um material de facil obten¢do, abundante
e barato. Sua composicido quimica ¢ complexa e variada, uma vez que, além da flora regional esta su-
jeita a variagdes sazonais. Em média sua composicao ¢ de 55% resinas vegetais; 30% cera de abelhas;
8 a 10% de dleos essenciais; e 5% de polen. Ja foram identificados cerca de 200 compostos quimicos
na propolis entre eles os acidos graxos e fendlicos, ésteres, ésteres fenodlicos, flavonoides (flavonas,
flavanonas, flavondis, dihidroflavondis), terpenos, -esteroides, aldeidos e alcoois aromaticos, sesqui-
terpenos e naftaleno (Vargas, et al.,2004;). Os nanomateriais possuem as vantagens consequentes do seu
tamanho reduzido, aumentando acessibilidade quimica dos componentes da embalagem e aumentando
a superficie de contato desses componentes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacdo de Nanoparticulas de Propolis

A propolis de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia), produzida por abelhas Apis melli-
fera, africanizadas na regifo do sul de Minas Gerais foi fornecida pela Wenzel Industria e Comércio de
Produtos Apicolas LTDA. As nanoparticulas de propolis foram produzidas a partir do extrato alcodlico
a 2,75% de matéria seca filtrado previamente em membrana de 0,22um. Alcool polivinilico preparado
numa concentrag¢do de 0,3% e também previamente filtrado em membrana de 0,22um € colocado sob
agitacdo de 600rpm na temperatura de 35°C. O extrato de prdpolis (ImL) é entdo gotejado lentamente
no alcool polivinilico formando assim as nanoparticulas de propolis (Brandio, et al. 2010).

2.2 Preparacio dos Filmes

A quitosana utilizada para confeccdo dos filmes é comercial, de média massa molar, adquirida
da Sigma Aldrich - lote 448877.0s filmes foram preparados empregando a técnica de “casting” sob
superficie apolar a partir de géis de quitosana em concentragdo de 2gL'. Quitosana foi diluida em acido
acético 1% sob agitacdo magnética constante por 24h. Apos a solubilizagdo foram adicionadas as di-
ferentes concentragdes de nanoparticulas de propolis, 30, 40 e 50% v/v. Para que essas concentragdes
fossem determinadas, foram realizados testes preliminares com porcentagens menores de nanoparticu-
las, até observar quais as melhores concentracdes de trabalho, que apresentassem eficiéncia na inibi¢ao
do crescimento bacteriano. A adi¢@o das nanoparticulas foi seguida por homogeneizagdo sob agitagio
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magnética por dez minutos. As misturas obtidas (20mL) foram vertidas sobre placas acrilicas e deixa-
das numa temperatura de 40°C em estufa de circulagio para evaporagio dos solventes e formacao dos
filmes. Apds a secagem as peliculas foram destacadas e armazenadas em dessecador.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises de escpectroscopia na regido do infravermelho observamos a diferenca entre os
espectros de quitosana e propolis, bem como o espectro final obtido apods a juncdo desses dois materiais.
Na Figura 1 observamos os espectros do filmes em KBr:

Abs
g
;

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 35'00 30'00 zs‘oo 20'00 |5'oo mlun 5(‘)0
Numero de Ondas (cm’) Numero de Ondas (cm™)

(a) (b)

——Q50np
——Q40np
——Q30np

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Ondas (cm)

(c)

Figura 1. Espectros na regido do infravermelho de (a) Quitosana e (b) Propolis e (c) Nanoparticulas de propolis.

Pode ser observado o aparecimento de bandas devido a presenca dos grupos flavondides em fil-
mes de quitosana com propolis, como no caso das bandas em 1637, 1269 e 1043 cm’!, que sdo responsa-
veis pela acdo bacteriostatica contra S. aureus. (Alvarez, et al., 2006). Estas bandas pertencem a propolis
e ndo aparecem no filme de quitosana pura, exceto em 1033 cm™ que sdo bandas de alcoois primarios
que também aparecem na quitosana pura. onhecidas as bandas da quitosana, temos para o PVA, que é
a base das nanoparticulas juntamente com a propolis uma banda intensa em aproxidamente 3400cm’!
correspondente a vibragdo de estiramento do grupo OH-, uma banda de absor¢do correspondente ao
estiramento —CH em 2900cm™ ¢ uma banda de estiramento da ligagio C—O em 1100cm™. As bandas
do PVA coincidem com algumas bandas da quitosana e propolis, ndo alterando significativamente o
espectro de absor¢@o na regido do infravermelho.

Foram feitos muitos testes de inibi¢do de crescimento contra S. aureus com em meio TSB pelo
método de difusdo em agar utlizando partigdes dos filmes.

Quitosana Pura

Z

Figura 2. Imagens da interagdo dos filmes de quitosana e nanoparticulas propolis contra S. aureus.
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Os testes realizados foram qualitativos, porém, foi observado que a incorporacdo da prépolis na
forma de nanoparticulas aos filmes baseados em quitosana favoreceu a formagao de zonas de inibi¢ao
do crescimento das bactérias ao redor da pelicula. Nesse estudo qualitativo, foram testados diferentes
formatos e tamanhos de filmes, e, foi constatado, que essa variagdo ndo aumentava nem diminuia o ta-
manho dos halos, sempre equivalentes, considerando as margens das peliculas ao inicio da margem de
crescimento das coldnias. OQutra observacdo importante, que por mais simétrico que fossem os “peda-
¢os” recortados dos filmes, apds a colocag@o sobre o agar, houve uma espécie de difusdo das peliculas,
causando uma deformacdo nas mesmas. Testes quantitativos, bem como toxicologicos estdo sendo rea-
lizados na continuidade do trabalho.

4 CONCLUSOES

Nesse estudo observamos que apesar da eficiéncia da quitosana e da propolis ja conhecidos
como agentes bactericidas ou bacteriostaticos separadamente, a unido destes dois materiais para fabri-
cacdo de filmes é um estudo inédito e promissor. A aplicacdo como agente de inibi¢do do crescimento
bacteriano mostrou que esse novo material foi eficiente contra as bactérias gram-positivas S. aureus
encorajando o desenvolvimento da pesquisa para ampliagdo de suas aplicagdes no pds colheita.
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