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Analise da acao de filmes de quitosana e micro/nano particulas de

propolis sobre colonias de bactérias gram-positivas

Rejane Celi Goy', Jessica Valéria de Campos', Rubens Bernardes Filho', Humberto de Mello
Brandio®

" Embrapa Instrumentagio Agropecuaria
*Embrapa Gado de Leite
rejanegoy@cnpdia.embrapa.br

Projeto Componente: PC3 Plano de Acao: PA2

Resumo

A quitosana ¢ um material muito conhecido pelo seu efeito antibacteriano e pela capacidade de formar
filmes. Com o intuito de melhorar as propriedades inibidoras de crescimento bacteriano, estudos com a
incorporagdo da propolis e também de particulas nanoestruturadas dessa matéria prima aos filmes de
quitosana foram realizados para observar o comportamento desses novos filmes. A propolis também possui
efeito contra bactérias bastante conhecido, sendo amplamente utilizado em industrias farmacéuticas e
cosméticas. O objetivo é chegar numa combinag¢do que favoreca a capacidade inibitéria do crescimento
bacteriano utilizando concentragdes adequadas de quitosana e propolis para aplicagdo em revestimento de
alimentos (frutas, por exemplo) que seja eficiente sem alterar sua cor e sabor, bem como ndo prejudicar as
propriedades filmogéncias da quitosana pela adigdo da propolis.

Palavras-chave: Filmes comestiveis, quitosana, propolis
Publicacgoes relacionadas
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Introducio ocorre na natureza, comumente obtido via

desacetilagdo da quitina em meio alcalino, um
abundante subproduto da industria pesqueira. Ela
¢ composta por co-polimeros com varias fragdes

A preocupagdo com a saude e a utilizagdo de
matérias primas naturais ¢ o foco desse inicio de

século XXI. Apds décadas de utilizagdo de ’ 1 >
matérias  sintéticos, defensores agricolas e de unidades acetiladas com estrutura basica

materiais  altamente  poluentes, surgiu a poli[(1  — 4)—[3—2—amino—2—dioxi—D—~glucose] ©
conscientizagio mundial para preservagio do apresentam boa capacidade de formagdo de filmes

meio ambiente e utilizagdo de produtos de fonte estaveis e com boa plasticidade [1]. N
renovavel e biodegradaveis. Com grande A atividade antimicrobiana dessa familia de

potencial de aplicagdo a propolis € muito polimeros ja & conhecida a bom tempo [2,3],
conhecida por sua acio bactericida pode sendo a quitina, a quitosana e seus derivados
contribuir com a conservagio de alimentos diversos, testados contra diferentes grupos de
hortifrutis inibindo o desenvolvimento de microrganismos sempre com resultados positivos
patdgenos. Quitosana ¢ um polissacarideo que [4,5]. A quitosana possui otima  propriedade
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filmogénica, por isso tem sido muito explorada
como membranas ¢ peliculas, principalmente para
o revestimento de produtos agricolas em
processos poés-colheita como embalagens e outros
meios de separagdo. Filmes de quitosana obtidos
por casting a partir de solugdes acidas tém sido
caracterizados quanto as suas propriedades
mecanicas com diferentes comportamentos
dependentes do solvente empregado na solugdo
precursora [6,7]. A hidrofobicidade dos filmes ¢
uma das propriedades mais importantes, que pode
ser relacionada com a transferéncia de umidade
entre o produto e o seu entorno. A perda de adgua
para o meio ambiente nem sempre ¢ desejavel
considerando que na maioria das aplicagdes esta
caracteristica diminui a qualidade do produto,
reduzindo ndo s6 sua vida util, como alterando
suas caracteristicas iniciais [8,1].

Estudos com quitosana para combater a
proliferagdo de bactérias no processo de pos estdo
sendo desenvolvidos, porém, os mecanismos
dessa inibicdo microbiana ainda esta sendo
definido, mas os modelos aceitos sdo os
relacionados a natureza policatidnica desses
polissacarideos, que interage com o0s sitios
anionicos nas proteinas dos micro-organismos.
Tal interagdo ¢ mediada por forcas eletrostaticas
entre os grupos NH, protonados na quitosana e os
residuos negativos nas paredes celulares. Essa
interagdo interfere com as paredes celulares
causando alteracdes na permeabilidade da
membrana, promovendo desbalangos osmoticos
internos [2,3]. E igualmente esperado que quanto
maior o grau de desacetilagdo, maior a densidade
superficial de cargas que induzird a atividade
antimicrobiana [3,9]. Segundo Jung et al., 1999, o
mecanismo  por  tras  dessa  atividade
antimicrobiana pode ser descrito como dois
efeitos atuantes de forma simultanea: i) os grupos
amino positivamente carregados ligam-se aos
acidos sialicos nos fosfolipideos e, por
conseguinte, inibem o movimento das substancias
microbianas internas; ii) oligdmeros de quitosana
penetram nas células dos micro-organismos e
restringem o crescimento celular através do
bloqueio da transcrigdio do DNA em RNA,
segundo modelos adotados por Hadwiger et al.,
1989, e mais recentemente descritos em detalhes
por Rabea et al., em 2003 [2,10].

Quando aplicada sobre superficie vegetal, a
quitosana também ativa enzimas como as
quitanases, [-glucanases e lipoxigenases, que
estimulam a geragdo de espécies oxidativas. A
ativacdo desses mecanismos protetores inibe o
crescimento de patdgenos e  organismos

parasitarios [11]. Com o objetivo de melhorar as
propriedades antimicrobianas dos filmes de
quitosana  foi  acrescentado  propolis na
composi¢do dos filmes de quitosana. A propolis
foi adicionada na forma de nanoparticulas.

Materiais e métodos

Os testes de inibicdo bacteriana utilizaram filmes
de quitosana pura e também combinagdes desse
material com extrato alcoodlico de propolis e
propolis  nanoparticulado. Os filmes foram
preparados empregando a técnica de “casting” sob
superficie apolar a partir de géis de quitosana na
concentragdo 2,0g/L. A quitosana foi diluida em
acido acético 1% sob agitagdo magnética
constante por 24h. A seguir foram adicionados o
extrato puro ou as nanoparticulas de propolis nas
concentracdes de 25 ¢ 15%. As misturas obtidas
foram vertidas sobre placas acrilicas e deixadas
numa temperatura de 35-45°C sob circulagdo de ar
na maquina para desenvolvimento de filmes
comestiveis e recobrimento com sistema nao
continuo Mathis LTE-S para evaporagdao dos
solventes. Apds a secagem as peliculas foram
destacadas e recortadas em pequenos retangulos e
armazenadas em dessecador. A bactéria utilizada
foi a gram-positiva Staphylococcus aureus em
meio de cultura TSB (Triptic Soy Broth) ndo
seletivo.

Resultados e discussao

Os testes de inibi¢dao foram feitos com os filmes
previamente descritos para estudos com a bactéria
S. aureus numa concentracio de 2x10°
bactérias/mL, que foram inoculadas em placas de
Petri e particdes dos filmes foram colocadas na
superficie do meio de cultura. As placas ficaram
24h a 32°C em estufa de circulagdo para
observarmos a inibi¢gdo ou nao dos filmes sobre o
crescimento bacteriano. Apds esse periodo de 24h
foi observada a formagao de halos de inibicdo de
crescimento bacteriano principalmente pela agédo
dos filmes com 15% de extrato alcoolico e
também pelos filmes com 25% de nanoparticulas
de propolis (Fig.1):

Fig. 1 — Halos de inibi¢ao
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Foram realizadas analises das nanoparticulas de
propolis por microscopia de forga atdmica e foi
observada a formacdo dessas particulas com
didmetro médio de 447+£141nm (Fig. 2).

Fig.2— Imagens de MFA de nanoparticulas de
propolis

Conclusoes

Apesar da eficiéncia ja conhecida da quitosana e
da propolis como agentes bactericidas ou
bacteriostaticos, a unido desses dois materiais para
confeccao de filmes é um estudo inovador e nas
analises preliminares se mostrou eficiente,
inibindo o crescimento das bactérias nas
proximidades dos filmes observado pela formagao
dos halos de inibigdo ao redor das peliculas e
mostrando que essa combinagdo ¢ favoravel para
o desenvolvimentos de filmes comestiveis para
preservagdo de frutos pos colheita.
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