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ESTUDOS DE INIBICAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO PELA ACAO
DE FILMES DE QUITOSANA E PROPOLIS

Rejane Celi Goy'*, Rubens Bernardes Filho'

' Embrapa Instrumentagdo Agropecudria, Sao Carlos, SP, Brazil.
*rejanegy@gmail.com

Projeto Componente: PC3  Plano de Ac¢ao: PA3

Resumo

Quitosana ¢ um polimero natural conhecido pela agdo contra microorganismos e pela facilidade de formar
filmes. A propolis também ¢ um material natural, abundante e de conhecida a¢do contra varios tipos de
bactérias. O intuito do trabalho foi juntar os dois materiais a fim de melhorar a acapacidade de inibir a
propagagdo de bactérias gram-positivas. Esta combinagdo de materiais foi testada com Staphylococcus
aureus usando diferentes combinagdes de quitosana e propolis sem alterar as propriedades dos filmes.

Palavras-chave: Quitosana, propolis, filmes finos, filmes antibacterianos.

Introducio revestimento comestivel para prolongar a vida de

prateleira e preservar a qualidade de alimentos
frescos [ASSIS; SILVA, 2003]. A propolis €

Os tempos atuais mostram uma retomada de produzida em diferentes regides do planeta, por
interesse pela utilizagdo de produtos orgénicos e isso sua composigdo quimica depende da espécie
conservantes naturais, que preservem a salide e boténica da regido e da espécie de abelha que a
tragam a natureza para o dia a dia das pessoas. produz o que resulta também em diferengas de cor

Sem menosprezar a importéncia dos produtos e sabor. A propolis é um material complexo, rico
sintéticos, o desenvolvimento de novas drogas e em constituintes bioquimicos, com cerca de 300
materiais originados a partir da biomassa, que sdo compostos identificados na sua composi¢do, como
fontes naturais, tém sido amplamente explorados, o acido fendlico, terpenos, acido cindmico, dcido
fornecendo produtos extremamente eficientes para cafeico, ésteres diversos, e os flavondides [ZHU
diversos fins. Quitosana e propolis sdo exemplos et al., 2010]. Os flavondides sdo os grupos mais
de materiais obtidos da natureza ¢ ainda com a importantes e podem representar cerca de 50% do
vantagem de serem extraidos de fontes conteudo de propolis [TEIXEIRA et al., 2010]. A
antigamente  descartadas como  rejeitos. A agdo de propolis ¢ atribuida a quantidade de
quitosana ¢ um copolimero de 2-amino-2-desoxi- flavondides, que pode inibir ou matar muitas tipos
D-glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D- de bactérias, inibir importantes enzimas virais
glicopiranose de composi¢do variavel em fungdo com a vantagem de uma baixa toxicidade para as
do grau residual de acetilacdo unidas por ligagdes células de animais.

B (1—4). Sua utilizagdo na forma de filmes tem
sido amplamente estudada, principlamente para o
revestimento de produtos agricolas pds colheita.
Propriedades mecénicas e hidrofobicidade sdo
propriedades importantes a serem observadas
[BEGIN; CALSTEREN, 1999; BRITTO et al.,
2005]. A transferéncia de humidade entre o
produto e seus arredores ndo ¢ um fato desejado,
pois a perda de agua reduz a qualidade do
produto, diminuindo sua vida util e suas
qualidades [ASSIS; HOTCHKISS, 2007; ASSIS;
PESSOA, 2004]. Os filmes de quitosana sdo bem
conhecidos por sua biofuncionalidade, tolerancia
pelos tecidos vivos e aplicagdes como

Materiais e métodos

Prépolis foi fornecido por Wenzel Industria e
Comércio de Produtos Apicolas LTD. O extrato
de propolis foi preparado em etanol a 70% a uma
concentracdo de 2,75% de matéria seca, sob
agitacdo constante durante 15 dias a temperatura
ambiente e filtrado em membrana de 0,22um para
padronizacdo. Quitosana Sigma Aldrich - lote
448877 de médio peso molecular. Os filmes
foram preparados por "casting" utilizando o
método de superficie ndo polar. Quatro filmes
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foram analisados, todos utilizando quitosana na
concentragdo de 2gL™": quitosana pura e quitosana
com propolis em trés concentracdes diferentes
(10, 15 e 25% de extrato alcodlico). O extrato foi
adicionado a solugdo de quitosana em temperatura
ambiente com homogeinizagdo por agitacdo
magnética durante 10 minutos. As misturas
obtidas foram vertidas em placas de acrilico os
filmes foram obtidos por evaporacdo do solvente
no sistema descontinuo Mathis LTE-S sob ciclos
de 40 °C.

Foram  realizadas  caracterizagdes  de
hidrofilicidade por angulo de contato utilizando
agua deionizada utilizando o medidor de angulo
CAN101 Optical Contact (KSV Instruments ®).
Os filmes também foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho no
Espectrometro Perkin Elmer Paragon 1000 para
observar as modificagdes que a propolis promove
na intera¢do com a quitosana.

Testes de inibigdo foram realizados utilizando
a bactéria Staphylococcus aureus em meio TSB
(Trypic Soy Broth de CEFAR Ltda (ATCC
25923/CCCD S007)). Foi utilizado o método de
difusdo em agar com base na determinacdo das
zonas de inibi¢do de crescimento para identificar
o efeitos inibidor dos filmes sobre as bactérias
cultivadas [PELCZAR et al, 1980]. No
procedimento pedagos retangulares dos filmes
foram colocados sobre a superficie do meio solido
em placa de Petri previamente inoculado com o
microorganismo. As placas foram incubadas a
32°C por um periodo de 24 horas. A atividade
antimicrobiana filmes aparece com a formagdo de
uma zona de inibi¢do (zona clara) em torno do
filme no qual as colonias ndo crescem. A inibigdo
de crescimento ¢ proporcional a agdo
antimicrobiana.

Resultados e discussao

Os testes de molhabilidade por angulo de
contato mostram que a préopolis modifica os
filmes de quitosana, tornando-os menos
hidrofilicos. Esse aumento de resisténcia a
absor¢do ¢ um comportamento desejado, ja que
dificulta a absor¢do de agua do meio ambiente
pelo filme, preservando o contetido envolvido por
ele. Os flavondides sdo compostos com carater
hidrofébico sendo, provavelmente, oS
responsaveis pelo aumento da hidrofobicidade dos
filmes com mais prdpolis incorporado (Fig.1),
pois € sabido que anéis aromadticos conjugados
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presentes em sua estrutura principal t€ém carater
hidrofébico.

Nas medidas de angulo de contato pode ser
observado que no tempo inicial de 20 segundo
todos os filmes apresentaram uma queda
significativa no angulo medido, que mostra um
comportamento  dindmico (receding angle)
atribuido ao caracter hidrofilico da quitosana que
¢ a base dos filmes (Fig. 1). Filmes de quitosana e
propolis se mostraram menos hidrofilicos, como
observado pelo filme de quitosana com 25% de
propolis que mostrou uma variacdo de menos de
10° nos primeiros 20 segundos e variacdo total
menor que 20°, equanto a quitosana teve uma
variacdo total maior que 30° no mesmo intervalo
de tempo.
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Fig 1 — Medidas de angulo de contato para os
filmes de quitosana e quitosana/propolis.

As analises de espectroscopia  por
infravermelho mostraram que a adig¢do da prépolis
modificou as bandas de absor¢do da quitosana de
partida devido a introdugcdo dos grupos
flavonodides. Os flavonodides sdo compostos
fenolicos biossintetizados precursores de varios
grupos de substdncias, como aminoacidos
alifaticos, terpenos, acidos graxos entre outros.
Pode-se observar o aparecimento de bandas
diferentes apos a adicdo da propolis devido a
presenga dos flavondides, como no caso das
bandas em 1637, 1269 e 1043cm’. Esta ultima
banda pertence a propolis e ndo aparece no filme
de quitosana pura, exceto em 1033cm™” que
também esta presente na quitosana devido a
presenca de alcoois primarios.
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Fig. 2 — Espectro de IV de quitosana e
quitosana/prépolis.

Nos testes de inibicdo do crescimento
bacteriano a incorporagdo da prdpolis favoreceu a
atividade bacteriostatica dos filmes. Os filmes
com 15 e 25% mostraram os melhores resultados.
Ja o filme de quitosana pura n3o promoveu a
formacdo dos halos. As medidas foram
qualitativas. A continuidade do trabalho sera com
medidas quantitativas através dos ensaios de MIC
(minimum inhibitory concentration).

Quitosana pura

Quitosana/propolis 15%
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inibitéria dos filmes a etapa seguinte ¢é a
realizacdo de medicdes quantitativas de inibigdo.
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Foi observado que a adi¢do do extrato de propolis
aos filmes de quitosana favoreceu a inibi¢do do
crescimento bacteriano além da reduzir a
molhabilidade dos filmes, que € uma caracteristica
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