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Resumo

Propolis € uma substancia resinosa natural coletada em botdes foliares de diferentes espécies de arvores
por abelhas e conhecida por suas propriedades bioldgicas (antibacteriana, antifungica e antioxidante).
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de propolis (NPs) em
comparagdo com extrato etanolico de propolis (EEP) contra algumas bactérias (Escherichia coli was
1.15%, Staphylococcus aureus, Salmonella thompson, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis,
Enterobacter helveticus, Lactobacillus bucheneri and Leuconostoc mesenteroides) comuns em contami-
nacdo de carne. O EEP foi obtido de resina de propolis verde, em etanol absoluto sob agitagdo durante
15 dias. Para obter as NPs, EEP a 13,75% (m/V) foi misturado com soluc¢do de alcool polivinilico a
0,1% (m/V). Concentragdo inibitdria minima (CIM) de ambas as solugdes foi avaliada pelo método de
difusdo por pogos em agar; todas as linhagens foram suscetiveis e os valores da CIM, para as NPs, va-
riaram entre 0,57, para S. aureus ¢ 2,29% (m/V) para S. thompson, E. helveticus e L. bucheneri. Para o
EEP, a CIM variou de 0,68, para S. aureus, a 6,88% (m/V) para E. helveticus e L. bucheneri. A atividade
antimicrobiana apresentada pelas NPs ¢ de potencial interesse para aplicagdes em produtos carneos (por
exemplo, na formulagdo de revestimentos comestiveis).
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PROPOLIS NANOPARTICLES AGAINST SOME COM-
MON MEAT CONTAMINATION BACTERIA

Abstract

Propolis is a natural resinous substance collected from the leaf buds of different tree species by hon-
eybees and known for its biological properties (antibacterial, antifungal and antioxidant). The aim of
this work was to evaluate the antimicrobial activity of propolis nanoparticles (PNs) in comparison with
ethanol-propolis extract (EPE) against some bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmo-
nella thompson, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Enterobacter helveticus, Lactobacillus
bucheneri and Leuconostoc mesenteroides) common in meat contamination. The EPE was obtained
from green propolis resin, in absolute ethanol under agitation during 15 days. To obtain the PNs, ethanol
extract at 13.75% (w/V) was mixed with polyvinyl-alcohol solution at 0.1% (w/v). Minimum inhibitory
concentrations (MIC) of both solutions were evaluated by agar-well diffusion method; all strains were
susceptible and MIC values, for PNs, ranged from 0.57, for S. aureus, to 2.29% (w/v) for S. thompson,
E. helveticus and L. bucheneri. For EPE, the MIC ranged from 0.68, for S. aureus, to 6.88% (w/v) for
Enterobacter helveticus and Lactobacillus bucheneri. The shown antimicrobial activity of propolis nan-
oparticles is of potential interest for meat products (e.g. in edible coatings formulation).
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1 INTRODUCAO
A utilizacdo de antibioticos naturais, para a conservagdo de alimentos € uma tendéncia de mer-
cado, haja vista que o consumidor moderno tende a exigir um alimento que preserve a0 maximo as suas

caracteristicas originais e isento de produtos sintéticos, para que se atinja este objetivo (Vaithiyanathan
et al.,2011; Economou et al., 2009; Dutta et al., 2009; Chouliara et al., 2007). Um produto que possui
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estas caracteristicas € a propolis, milenarmente reconhecida por ser um antibidtico natural produzido por
abelhas, para a assepsia de suas colmeias (Koo, 2000).

Um dos principais fatores que influenciam o rapido crescimento microbiano em carnes € a sua
composicdo: 75% de agua, consequentemente agua livre e principalmente a presencga de muitos nutrien-
tes como aminoacidos, peptideos, nucleotideos e agticares (Lawrie, 1985).

Com o advento da nanotecnologia, possibilitou a utilizagdo de quantidades reduzidas de um
determinado produto, obtendo-se resultados mais satisfatdrios, em virtude do aumento da superficie de
contato da particula com o material em questdo, neste caso as bactérias. Sendo assim, neste trabalho, na-
noparticulas de propolis foram testadas, para se comparar a eficiéncia em relagdo ao tradicional extrato
de propolis, contra géneros bacterianos comumente encontrados em carne bovina in natura.

2 OBJETIVOS

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de propolis (NPs);
Avaliar in vitro a eficiéncia, de NPs, na inibi¢do do crescimento microbiano;

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese e caracterizacio de nanoparticulas de propolis

3.1.1 Extrato de prépolis

Extrato etanodlico de propolis (EEP) foi preparado, mediante a maceragdo de 12,75 g de pro-
polis verde, em almofariz de agata e posterior agitacdo em 100 mL de alcool etilico absoluto, durante
360 h.

3.1.2 Sintese de NPs

Cinco mL de uma solugio de alcool polivinilico (PVA) a 0,1%, foram filtrados em membrana
de nylon com didmetro de poro de 0,22 um. Em seguida, esta solugdo foi aquecida a 35° C ¢ agitada a
600 rpm. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de EEP, preparado conforme descri¢do acima, também
filtrado no mesmo tipo de membrana, obtendo-se as nanoparticulas de propolis.

3.1.3 Caracterizacio de NPs

Foram depositados trinta microlitros de solu¢éo de nanoparticulas em suspensao, em lamina de
mica e deixar secar em dessecador, contendo silica desidratada, para determinar o tamanho das particu-
las obtidas, por meio de microscopia de for¢a atomica (MFA).

O diametro médio de particulas de propolis em suspensio foi determinado pelo método de Es-
palhamento Dindmico de Luz (EDL) utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano® da marca Malvern.

3.2 Determinacio da a concentracio inibitéria minima (CIM) de EEP e NPs

Foi determinada a CIM para 8 espécies de bactérias de géneros comumente presentes em amos-
tras de carne, em especial, de carne embalada a vacuo. S3o elas: Escherichia coli, Staphylococcus au-
reus, Salmonella thompson, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Enterobacter helveticus,

Lactobacillus bucheneri and Leuconostoc mesenteroides.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio de nanoparticulas de propolis
Através de medigdes feitas pelo software Gwyddion (versdo 2.31), em imagens obtidas por

AFM, como na figura 1 (abaixo), pode-se concluir que o tamanho minimo das nanoparticulas foi de
aproximadamente 40 nm.
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Figura 1. Imagem de nanoparticulas de propolis, obtida por AFM.

-

~

w

FS

Apobs medigdes do diametro médio de particulas pelo método de Espalhamento Dindmico de
Luz, percebeu-se que o tamanho médio das particulas foi 46,32 nm, o que ¢é coerente com as medigdes
feitas pelo método anterior. O resultado pode ser observado na figura 2, abaixo.

Results
Diam. (nm) % Number  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 2784 Peak 1: 46,32 97,6 9619
Pdl: 0,348 Peak 2: 2276 24 109,5
Intercept: 0,884 Peak3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
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Figura 2. Determinago de didmetro médio de nanoparticulas de prépolis, por DLS.

4.2 Determinacio da CIM do extrato e das nanoparticulas de propolis

Houve inibi¢do de todas as espécies submetidas a bioensaio. Isto foi uma grata surpresa, em
especial no caso das espécies gram-negativas, pois pela literatura € sabido que a propolis possui melhor
efeito contra gram-positivas.

Tabela 1. CIM e média dos halos inibitérios de 8 géneros microbianos comumente presentes em carne bovina.

Enterobacter helveticus 2.28 1.53 6.88 1.33
Salmonella thompson 2.28 1.73 3.44 2.33
Escherichia coli 1.15 1.60 3.44 1.87
Listeria monocytogenes 1.71 1.67 3.44 1.93
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Lactobacillus bucheneri 2.28 1.47 6.88 1.60
Leuconostoc mesenteroides 1.71 0.90 3.44 0.67
Enterococcus faecalis 1.71 2.10 3.44 3.50
Staphylococcus aureus 0.57 1.97 0.69 3.67

5 CONCLUSAO

As NPs se mostraram mais eficazes que o EEP na inibigdo do crescimento das espécies bacte-
rianas testadas neste trabalho. Em alguns casos a concentra¢@o necessaria de nanoparticulas de propolis
necessarias para inibir o crescimento bacteriano foi inferior a 1/3 da concentragio necessaria quando se
utilizou o estrato etanolico de propolis. Com isso, pode-se obter o0 mesmo resultado utilizando-se uma
quantidade significativamente menor de propolis, o que reduz custos, além de reduzir o odor e o sabor
produzido por esta substancia, no caso de aplica¢do em alimentos.
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