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A prépolis é uma mistura de substancias resinoseds@micas que abelhas da espégis melliferal.
coletam de vérias plantas e levam até a colmeita Esina tem sido amplamente utilizada para
aplicacdes médicas, o que resulta no aumento degse por sua composi¢do quimica, bem como por
sua origem boténica e pode ser encontrado em mmagé®es do mundo, apresentando grande variagéo de
composicao quimica e biolégica. A contaminagéo ohicidgica em alimentos € uma das preocupacdes
mais relevantes para a saude publica, considerandelevados indices de doencas provocadas por
microrganismos patogénicos. As hortalicas sdo partgrante da dieta da populacdo mundial, sendo a
alface uma hortalica cosmopolita de grande prefésépelos consumidores. Uma alternativa viavel de
reducdo microbiana em frutas e hortalicas é a gdiotedurante o transporte e armazenamento com
biofilmes biodegradaveis. Nesse trabalho foi ingasto o potencial antimicrobiano de biofilme de dmi
incorporado com prépolis vermelha, utilizado comubalagem protetora de folhas de alface. Foi
realizado o teste de sensibilidade antimicrobiamd @ extratos de propolis frenteBacillus cereusA
contagem d@.cereusnas folhas de alface ocorreu apos os tempos 6,14® horas de armazenamento.
O rendimento dos extratos hidroalcodlicos de piigpwhriou de 9,45% a 74,62%. Os resultados
indicaram acgdo antibacteriana do biofilme incordoraom propolis vermelha frenteBacillus cereuse

que a incorporagdo desse extrato na concentracg®dei eficaz contra esta bactéria muito encortrad
em agua de irrigagdo de hortalicas.

Palavras-chave: Antibacteriano; alimento; bioprodut

Propolis is a mixture of resinous and balsamic wulz®s and balsamic that bees of the spekps
mellifera L. collect from various plants and lead to theehiVhis resin has been widely used for medical
applications, resulting in an increased interesitfochemical composition, as well as its botanizagin

It can be found in many regions of the world, witide variation in chemical and biological compasiti
Microbiological contamination in food is one of theost important concerns for public health, giviea t
high rates of diseases caused by pathogenic mganmms. Vegetables are an integral part of thieodie
the world population, and lettuce is a cosmopolitegetable which shows strong preference by its
consumers. A good alternative for the reductionmoérobial count in fruits and vegetables is their
protection during transport and storage in bioddgble films.In this study we investigated the
antimicrobial potential of starch biofilm incorpéed with propolis, used as protective packaging for
lettuce leaves. Was performed to test the antirhiatsensitivity of 10 propolis extracts sampleaiagt
Bacillus cereusThe count of B. cereus in lettuce leaves waseazhiout after 0, 2 and 5 days of storage.
The yield of hydroalcoholic extracts of propolisngad from 9.45% to 74.62%. The results showed
antibacterial action of the biofilm incorporatedthvithe propolis againdacillus cereusand that the
incorporation of extract at a concentration of 5%swery effective against this bacteria found ia th

irrigation water for vegetables.
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1. INTRODUCAO

A propolis € uma complexa mistura de substancismasas que abelhas da espédyis
melliferacoletam de varias plantas e levam até a colmeiaccobjetivo de proteger as crias e 0
alimento armazenado [1]. A prépolis tem sido ampglata utilizada para aplicagdes médicas, o
que resulta em um aumento do interesse do meitifenespecialmente por apresentar grande
variacdo em sua composicao quimica e biolégicd.[2,3

Diversas propriedades biologicas tém sido atritsuggoropolis incluindo antimicrobiana e
antiinflamatéria [4-5], antitumoral [6] como tambémtioxidante [7]. Os compostos isolados da
prépolis sdo principalmente flavondides e &acidosolieos, que sdo 0s componentes
responséaveis pela atividade biologica contra varimsorganismos patogénicos [8]. A prépolis
vermelha foi recentemente encontrada ao longo wwali nordestino e apresenta valiosa
atividade antioxidante e antimicrobiana [9].

A contaminacao microbiol6gica em alimentos é unmptaocupacdes mais relevantes para a
saude publica, considerando os elevados indicetneecas provocadas por microrganismos
patogénicos [10]. Segundo Moretti [11] as hortalisdo parte integrante na dieta da populagéo
mundial, sendo este, um grupo vulneravel a contagdies durante a etapa de irrigacdo. A
alface [actuca sativi é originaria da Europa e da Asia, pertence aliméteracea e é uma
hortalica consumida no pais ha mais de cinco dédd@y Uma alternativa viavel de reducéo
microbiana em frutas e hortalicas € a protecdontieira transporte e armazenamento com
biofilmes biodegradaveis [13]. Um agente causadoridoxicacdo alimentar, podendo ser
comumente encontrado nos vegetais € a ba&@adélus cereug31].

De acordo com Emiroglu et al [14], existe atualraegtande demanda dos consumidores na
area de alimentos por embalagens mais naturaise@aqi@mente biodegradaveis, além disso
tem-se percebido o aumento no cuidado de prevedgaconsumidor com a degradagao
microbiologica desses alimentos. Os polimeros iplEstbiodegradaveis a base de amido tém
sido considerados de alto potencial para esteuing vez que, apresentam baixo custo, alta
disponibilidade, renovabilidade e biodegrabilidfis].

Alguns estudos tém apresentado o potencial us@estestimentos incorporados com
agentes ativos, contribuindo na manutencdo e maloento da vida atil de alimentos [16].
Segundo Bodini [17] filmes de gelatina agregados cextratos etandlicos de propolis
apresentaram atividade antimicrobiana frenté&taphylococcus aureus mantiveram sua
atividade por 177 dias de armazenamento.

Nesse estudo investigamos o potencial antimicrabignbiofilme de amido incorporado com
propolis vermelha utilizado como embalagem proget® folhas de alface.

2. MATERIAL E METODOS
Aquisicdo do material

Foram coletadas dez amostras de prépolis vermethane apiario localizado no municipio
de Brejo Grande, Estado de Sergipe, situado naaeatz Foz do rio Sao Francisco (S 10°28'25"
e W 36°26'12"). As amostras foram examinadas dsresnicroscopio para a remocgao de
impurezas e posteriormente trituradas com graustlgpie em seguida acondicionadas sob
temperatura de -20°C até a realizacdo dos expaiosien

Obtencéo do extrato seco de prépolis vermelha

A extracdo foi realizada segundo a metodologia gst@ppor Park et al. [18] com algumas
modificacBes. Foi preparada uma solu¢éo hidroaltade cada amostra contendo 1,0 g de
prépolis para 15 mL de etanol 70% em banho ultrassbépor 60 minutos. Os extratos
hidroalcodlicos de propolis (EHP) foram colocadosaapela de exaustao para a evaporacéo do
solvente e em seguida mantidos em dissecador pamaa;do da parte aguosa até obter peso
constante.

O rendimento do processo de extracao foi estimatiogeguinte equacao:
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Eendimento = % = 100

Onde: MSE = massa seca do extrato de prépolis (g)
MP = massa inicial de prépolis antes da extracfio (g

Preparo e semeio do in6culo

A cepa deBacillus cereussolada de alimento foi identificada e cedida deddoratorio de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Fede@Bahia — UFBA.

O inoculo foi preparado de acordo com as exigémnadCCLS [19], onde o microrganismo
foi submetido para crescimento em meio Agar sgpidaseina digerido, meio seletivo p&a
cereus(preparado com gema de ovo e polimixina B) e iadobpor 24 horas a temperatura de
35 °C. Apls este procedimento uma aliquota de measdar foi transferida para tubos de
ensaio contendo solucédo salina a 0,9%. A suspeeddlar foi ajustada para a concentragao de
10 células/mL de acordo com a escala 0,5 de MacFarland

Determinacéo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do extrato de préposmelha foi realizada em triplicata pela
técnica de difusdo em pocos segundo metodologislala-Araujo et al. [20]. Inicialmente a
suspensdo d&acillus cereus(10® células/mL) foi semeada em superficie do agar Muell
Hinton. Os pocos foram marcados com pipeta de viRhsteur estéril e em seguida foram
succionados com o auxilio de um aparelho a vaczando na extremidade uma ponteira estéril,
todo o procedimento foi realizado em capela deoflaxinar.

O extrato seco de cada amostra de propolis fouspendido em etanol a 70% obtendo-se
uma solucdo na concentracdo de 50 mg/mL. Aliqgudsl5 pL desta solucdo foram
adicionadas nos pocos e em seguida as placas focatvadas a temperatura de 35°C durante
24 h. foi utilizado o cloranfenicol como controlesitivo e etanol 70% como controle negativo.
A atividade antimicrobiana do extrato foi deterndagoor meio da mensuracdo dos halos de
inibicdo formados em torno dos pocos utilizandoupmetro digital.

Elaboracéo de biofilme

O biofilme foi preparado com 0,7% de sacarose, d@%cucar invertido, 4% de amido, 1%
do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha qamesentou melhor resultado no teste
antimicrobiano, e 100 mL de agua destilada, segumetodologia de Santos [21] com algumas
modificagfes. Esta solucéo foi aquecida em forreyoondas até atingir a temperatura de 70°C.
Em seguida a solugéo foi deixada em temperaturéeatsbaté esfriar. Foram usados 20 gramas
da solucdo em cada placa de petri 100x20 mm e fonantidos em estufa a temperatura de
35°C durante 24 horas.

Apos a secagem, cada biofilme de propolis vermigiheortado em um tamanho de 5X5 cm
e deixado em capela de fluxo laminar submetidalgacao ultravioleta durante 40 min (20 min
de irradiacdo em cada lado).

Potencial antimicrobiano do biofilme de EHP

As folhas de alface foram adquiridas em um superadger de Aracaju provenientes de um
lote entregue ao supermercado no mesmo dia da aomprlaboratério foram removidas as
folhas danificadas das alfaces e as folhas restdatam cortadas em pedacos de 3X3 cm
(totalizando 1g de amostras), lavadas em aguantereesecas em papel de filtro estéril. Em
seguida, as folhas de alface foram submetidasiacéultravioleta durante 40 min (20 min de
irradiacdo em cada lado da folhAjpds este procedimento, as amostras de alface fonensas em
solucdo salina 0,9% contendo o microrganisBarillus cereus,na concentracdo d&0® UFC/mL
conforme metodologia de Santos [21] com modificac@®es amostras foram agitadas a §2@mshaker
durante 1 min e em seguida, foram deixadas em sepaa capela de fluxo laminar para secar e permitir
a adeséo das bactérias [22].
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As amostras de alface (1 grama) foram entdo retsb@ela embalagem de biofilme de
prépolis vermelha como apresentado na Figura 1. eAsalagens foram lacradas na
extremidade em seladora e armazenadas sob refdgern geladeira durante 5 dias. Para
avaliar o efeito antimicrobiano da embalagem frérBacillus cereusa contagem foi realizada
nos tempos 0, 48 e 120 horas de armazenamento.

Figura 1: Biofilme de prépolis vermelha embalandthés de alface.
Contagem deBacillus cereus impregnada nas folhas de alface

A contagem déacillus cereusias amostras de alface foi realizada conformetadukgia
de Santos [21]. Cada amostra de alface (1 g) oltma tempos 0, 48 e 120 horas de
armazenamento foram colocadas em Erlenmeyer cant®mdlL de agua peptonada 0,1%. Os
erlenmeyer foram homogeneizados por 5 minutos a wotagdo de 12@. A partir desta
solucéo, foram realizadas as diluicbes decimaisadasstras e do controle (1@ 10°) e entéio
se procedeu a semeadura de 0,1 mL, em duplicataupexficie de Agar soja tripticaseina
digerido seletivo parB. cereugpreparado com gema de ovo e polimixina B).

As placas foram incubadas invertidas a temperakeir23°C durante 48 h. ApGs este periodo
foram consideradas as placas que continham engel %8 colbnias.

Andlise estatistica

A média dos halos de inibicdo de extrato de prédoii realizada com auxilio do programa
Assistat 7.5 betaaplicando a analise de variancia (ANOVA), sendxiaténcia de diferencas
significativas determinada pelo teste de Tukeyigelnle 1% de significancia (p<0,01) [23].

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtengdo do rendimento e atividade antimicrobiana ds extratos hidroalcodlicos de
propolis vermelha (EHP)

Os extratos hidroalcoodlicos de propolis vermelheesgntaram rendimento que variou de
9,45% a 74,62% (m/m), sendo que, apenas duas asagmonstraram rendimento abaixo do
valor determinado pelo Ministério da Agriculturajegé de no minimo 11%. Os dez EHP
apresentaram atividade antibacteriana frenBadillus cereusapresentando halos de inibicao
entre 14,0 a 18,0 mm (Figura 2).
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Figura 2: Atividade antibacteriana dos extratosptépolis vermelha frente a B. cereus.

A acdo da propolis frente aos microrganismos nestedo foi comprovada em trabalhos
anteriores, como no de Marcucci et al. [24] quéfiearam atividade antimicrobiana vitro da
prépolis contra linhagens de bactérias Gram-p@sitBacillus cereusStaphylococcus aures
Streptococcus faecali€studo realizado por Menezes et al. [25] tambdrsevaram que
extratos etandlicos de propolis em preparacdes rcigge como tabletes, capsulas e pos
contendo prépolis tém acao frent8.aaureus, Bacillus subtilesBacillus cereus

Potencial antimicrobiano do biofilme de propolis vemelha

De acordo com a RDC n° 12/2001, que determina axdea microbioldgicos sanitarios para
alimentos, os produtos analisados s@o consideiagméprios para consumo humano quando
apresentarem contagemBlacillus ceres superiores a 103 UFC.g

Nesse estudo, o biofilme elaborado com adicdo ttates de propolis vermelha apresentou
resultado de acordo com o padréo sanitario. No dethep’0” horas as coldnias crescidas tanto
no biofilme com propolis como no biofilme sem priigoutilizado como controle negativo,
apresentaram grande numero de coldnias (inconta¥stiretanto, houve significativa
diminuicdo da carga microbiana para o biofilme gamdpolis no tempo entre 0 e 48 horas e
uma estabilizag&do no crescimento entre as 48 &dA3, como apresentado na Tabela 1. Esse
fator demostra que o extrato de propolis apredantg@io bacteriostética frente a esta cepa.

Tabela 1: Crescimento bacteriano em folhas de alfambaladas com biofilme contendo prépolis
vermelha e biofilme sem prépolis.
Bacillus cereus

Tempo UFClg
(horas) Biofilme com prépolis Biofilme sem prépolis
0 Cl Cl
48 9x10%* Cl
120 9x10%* Cl

Cl — Colbnias incontaveis.
Letras iguais na mesma coluna representam valstagsticamente iguais para o teste de Tukey
(p<0,01).

Os resultados obtidos do teste da eficacia dolimefirente a coldnias inoculadasBicillus
cereusse mostraram satisfatorios, pois houve reducdmadga microbiana, comprovando agéo
antibacteriana do filme de prépolis vermelha. Fénedaborados com 40 e 200 g de extratos
etandlicos de propolis coletadas no Estado de %o Papresentaram atividade con8a
aureus,além de manterem a atividade antimicrobiana por di@zg de armazenamento [17].
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Segundo Chen et al [16], uma vantagem no uso dessbalagens € que além de serem
biodegradaveis, estes filmes podem servir comorgugiara os aditivos antimicrobianos, e
podem permitir que estes compostos ativos sejamrailos na superficie do alimento
promovendo seguranca alimentar melhorada pararmigodores, além do prazo de validade
que pode ser prolongado. Em outro estudo realipadd®ranoto et al. [28], flmes contendo
Oleo de alho mostrou acao inibitéria corffraaureusapresentando halo de inibicdo de 17 mm,
resultado semelhante ao obtido no teste de sedad® antimicrobiana no presente estudo com
extratos de propolis vermelha.

Biofilmes elaborados a base de soro de leite cargamo e 6leo essencial de alho também
apresentaram inibicdo frenteS aureus[29], assim como os filmes preparados a base de
quitosana com adigdo de 6leo de tomilho, que mesmooncentragdo mais baixa foi capaz de
inibir esta mesma bactéria [30].

Uma observacéao feita durante o experimento, mesinorealizando testes organolépticos,
foi que a coloragéo verde da alface permanecea, &@ndo possivel perceber que ndo houve
escurecimento ou mudanga na coloragdo nas folhaalfdee durante os cinco dias do
experimento. Esse fato pode ser devido a acaoxatditte da propolis vermelha, comprovada
por diversos autores [4,5,9].

Outro fator que pode estar relacionado a presenvdgs folhas de alface € o fato do biofilme
ter sido elaborado a base de amido. De acordo daot&@e Cruz [26] a maioria dos amidos
possui em sua composicdo 20-30% de amilose e 70a806pectina, razdo que varia com a
fonte boténica, dessa forma, o arranjo estrutiessas macromoléculas permite a formacéo de
areas cristalinas. Essas areas cristalinas permitanter a estrutura dos granulos além de
controlar o seu comportamento na agua e os torredlativamente resistentes as acfes
enzimética e quimica [27]. Estes resultados demamstjue o efeito inibitério do composto
bioativo pode também estar associado com a macéomial utilizada na fabricagdo do
biofilme.

4. CONCLUSAO

Considerando os resultados aqui apresentados, siv@losconcluir que o0s extratos
hidroalcodlicos de propolis vermelha possuem agdtbacteriana frente B8acillus cereus
demostranto uma acao bacteriostética e que a imre@do desse extrato na concentracao de 5%
foi eficaz contra esta bactéria muito encontradaéguoa de irrigacdo de hortalicas. Além disso,
foi observado também que a coloracdo das folhadfdee permanece ativa durante o periodo
de armazenamento, ndo apresentando mudanc¢a dagémaru escurecimento. Os resultados
obtidos para o filme bioativo de prépolis vermetinaduzido neste estudo foram promissores e
podem ser utilizados como base para futuros estagtisada na area de elaboracdo de
biofilmes, como embalagens protetoras na preseovagi alimentos ou como suporte de
compostos bioativos.
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