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RESUMO

Formulacges de quitosana e propolis foram estudadas com base em parametros fisico-quimicos
ideais, sendo as microparticulas sintetizadas pelo método de gelatinizagcdo ionotrépica.
Propriedades fisicas como tamanho de particula, potencial zeta, indice de polidispersividade,
eficiéncia de encapsulamento foram investigadas, bem como a morfologia das particulas. Por
meio da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS), foi possivel observar tamanhos
médios de particulas de aproximadamente 400nm. Foram alcancadas eficiéncias de
encapsulacdo em torno de 75%, indicando sucesso na incorporacéo da propolis em quitosana.
Os resultados deste trabalho se mostram promissores para a fabricacdo de microparticulas
contendo propolis para posterior incorporacdo em matrizes funcionais.
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INTRODUCAO

Diversos estudos mostram a eficiéncia de nanoparticulas inorganicas como prata, cobre e zinco
como agentes antimicrobianos-®). Entretanto, extratos de produtos naturais como sal marinho®,
extrato de toranja®, melaleuca®, entre outros, vem sendo cada vez mais estudados, pois além de
apresentarem propriedades antimicrobianas, sdo considerados menos tdxicos que os agentes
inorganicos. Dessa forma, estes agentes biocidas e virucidas naturais podem apresentar
aplicacdes interessantes, principalmente no que tange a satde publica.

A propolis, resina naturalmente produzida pelas abelhas, & uma destas substancias naturais com
boas propriedades antivirais, antifingicas, antibacterianas, anti-inflamatérias e antioxidantes,
devido a consideravel concentragcdo de flavondides em sua composi¢cdo, que atuam na
membrana celular dos microrganismos inibindo suas fungdes’. No entanto, a aplicagdo pratica
da prépolis ainda € limitada devido a sua relativamente alta hidrofilicidade e forte aroma. Dessa
forma, a microencapsulagdo surge como potencial alternativa para envolver a propolis,
permitindo mascarar suas propriedades sensoriais indesejaveis, evitar aglomerados e aumentar
sua area superficial ativa, proporcionando uma maior eficacia contra os patégenos.
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A quitosana, polissacarideo derivado da N-desacetilagdo da quitina, é considerada um
interessante biopolimero natural para a producdo de nanocapsulas devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo-toxicidade e mucoadeséo, propiciada pelo grande
nimero de hidroxilas e grupos amino presentes em sua cadeia polimérica®?.

No intuito de produzir nano e microparticulas, o método de gelificacdo ionotrdpica se mostra
uma boa alternativa. Nesta técnica, interacdes eletrostaticas entre a quitosana catiénica (grupos
amina protonados) e um agente reticulante polianion, como o tripolifosfato (TPP) resultam em
complexos polieletroliticos (PEC)¥. As estruturas gelatinosas resultantes, geralmente
apresentam formato esférico com dimensfes nanometricas, e apresentam afinidade com uma
série de compostos com grupos polares ou carregados®?.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizacdo de
microparticulas de propolis encapsuladas em quitosana, bem como a avaliacdo do carater
biocida dessas microcapsulas, a fim de avaliar seu potencial de aplicagdo em matrizes
funcionais.

MATERIAIS E METODOS

Materiais
Extrato de propolis verde padronizado 17%, quitosana comercial (peso molecular 336.100
g/mol e grau de desacetilacdo de 71%), tripolifosfato de sodio (TPP) (peso molecular

367,86g/mol), acido acético glacial (peso molecular 60,05 g/mol).

Sintese das suspensdes de nanoparticulas

As nanoparticulas foram obtidas utilizando o procedimento de gelatinizacdo ionotrépica com
modificagdes. Inicialmente, a quitosana foi solubilizada em acido acético 1%, obtendo-se uma
solucdo de quitosana 0,5%, que foi mantida sob agitacdo por 24h para completa solubilizacéo.
Extratos de prépolis (0,5-1,5 mg/ml) foram gotejados lentamente no gel de quitosana, e a nova
solucdo foi mantida sob agitacdo por 1h. Em seguida, o tripolifosfato (TPP) foi solubilizado em
agua destilada, numa concentracao de 0,5%, e adicionado a solucdo de quitosana-propolis via
drop wise (gotejamento lento e continuo) sob agitacdo vigorosa. Apos adicdo do TPP, a
suspensdo foi mantida sob agitacdo por 30min e posteriormente sonicada por 30min. Além da
variacdo da concentracao do extrato de prépolis, também foi variada a razdo entre quitosana e
TPP (2:1, 3:1, 4:1, 5:1). As suspensdes foram armazenadas em recipientes de vidro e sonicadas
por 10min antes das caracterizagdes. Para as etapas de sonicacéo, foi utilizado o equipamento
Elmasonic S 60(H), com 37 kHz de frequéncia e 150W de poténcia efetiva.

Determinacdo do tamanho de particula e Potencial Zeta

A estabilidade das particulas em uma suspenséo ¢ afetada pelo seu Potencial Zeta. Conforme a
magnitude do Potencial Zeta aumenta, a repulsao eletrostatica entre as particulas se torna maior,
levando a uma suspensdo mais estavel. Para a determinagdo dos Potenciais Zeta de cada
suspensdo, bem como seus tamanhos médios de particulas e respectivos indices de
polidispersividade, as amostras foram analisadas no sistema Zeta Potencial Analyzer ZetaSizer
Nano ZS ZEN 36000 (Malvern Instruments). As medidas foram realizadas em triplicata.

Determinacdo da Eficiéncia de Encapsulacio




Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo, é preciso quantificar os flavonoides totais
presentes no extrato de propolis, e os flavonoides presentes nos sobrenadantes das amostras
apos centrifugacdo. Para isso, utilizou-se 0 método descrito por Woisky & Salatino (1998)*?,
em que o contetdo de flavonoides totais é determinado usando uma curva padréo de quercetina.
A partir da equacdo da reta obtida da curva padrdo e dos valores de absorbancia obtidos por
espectroscopia UV-Vis (Varian, Cary 50 UV-Visible Spectrophotometer) das amostras (leituras
feitas em A=425nm, em triplicata), obtém-se o teor de flavondides totais, expresso em mg de
quercetina por g de propolis. Uma vez obtido o conteudo de flavonoides, é possivel estimar a
quantidade de propolis incorporada nas particulas de quitosana, pelo céalculo da Eficiéncia de
Encapsulacdo (EE%), de acordo com a Equacéo (A), onde C:é a concentracdo de flavondides
totais e Cs a concentracdo de flavondides livres no sobrenadante:

EE% = “== x 100 (A)

t

Caracterizacdo Morfol6gica

A morfologia das particulas obtidas foi observada por microscopia eletronica de varredura
(Philips XL-30 FEG). Uma gota da suspensao de particulas foi depositada sobre uma fita
metalica disposta no porta amostras, e deixada em dessecador por 24 horas para completa
remocdo do solvente. A amostra foi recoberta com ouro, e a andlise foi realizada em modo de
deteccdo SE (elétrons secundarios) com voltagem de 5kV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Oito diferentes formulaces foram preparadas conforme descrito na metodologia, e cada
formulacdo foi nomeada de acordo com a razdo quitosana:TPP seguida da concentragcdo do
extrato de propolis. Estas formulacfes foram caracterizadas com base na obtencdo dos
tamanhos médio de particulas, indice de polidispersividade, Potencial Zeta e eficiéncia de
encapsulacado, e os resultados se encontram na Tabela 1.

Tabela 1: Tamanho médio de particulas, indice de polidispersividade (PDI), Potencial Zeta e eficiéncia
de encapsulacdo para cada formulacéo.

Formulagéo Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV) EE (%)
2:10,05 771,17 £ 120,83 0,58 +0,11 15,93 £ 0,15 81,21 £ 0,52
3:10,05 332,75+ 27,22 0,34 +£0,07 31,7+0,98 67,95+1,24
4:1 0,05 484 + 48,69 0,25+ 0,26 36,2+4,78 71,42 +£0,50
5:10,05 496,32 + 39,21 0,41+0,08 39,2+1,23 65,41 +0,54
2:10,15 836,53 + 162,42 0,75+ 0,32 13,73 £ 0,67 79,25 £ 0,27
3:10,15 392,55+ 15,03 0,43 +£0,06 29,47 £ 0,68 78,06 £ 0,10
4:10,15 457,04 £17,78 0,32+0,04 41,17 £ 2,93 75,56 £ 0,18
5:10,15 510,25 + 76,03 0,24 +0,12 354+3]11 71,90+ 1,18

E possivel observar que, conforme a concentracio de quitosana, com relacio ao TPP aumenta
(amostras 3:1, 4:1, 5:1), o tamanho das particulas também aumenta. 1sso pode ser atribuido a
maior densidade de grupos amino protonados da quitosana disponiveis para intera¢cdo com o
TPP, conforme a quantidade de quitosana aumenta. As amostras de razdo 2:1 (2:1 0,05 e 2:1
0,15) apresentaram 0s maiores tamanhos de particulas, possivelmente resultado de aglomerados
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de particulas, devido a instabilidade da suspensao, corroborado pelos respectivos valores de
potencial Zeta (+15,93mV e +13,73mV). As demais amostras, de razdes 2:1, 3:1 e 4:1,
apresentaram valores de potencial Zeta superiores a +30mV, indicando suspensfes estaveis.

O indice de polidispersividade € um indicador da distribuicdo do tamanho das particulas. Com
excecdo da amostra 2:1 0,15, cujo PDI foi de 0,75, as demais formulagGes apresentaram PDI
que variaram de 0,24 até 0,58, sugerindo uma monodispersividade, ou seja, pouca variagdo no
tamanho das particulas.

Todas as amostras apresentaram altos valores de eficiéncia de encapsulacdo, acima de 65%,
indicando que a propolis foi incorporada nas capsulas de quitosana com sucesso. As amostras
de razdo 2:1 apresentaram os maiores valores de eficiéncia de encapsulacdo, possivelmente
devido ao seu maior tamanho.

Baseado em todos estes parametros, a amostra 3:1 0,15 mostrou ser a com a formulacdo mais
promissora, apresentando uma boa relagdo entre tamanho de particulas (392, 55 £+ 15,03) e
eficiéncia de encapsulacéo (78,06 £ 0,10), quando comparada com as demais.

A morfologia das particulas de quitosana contendo prépolis de formulacdo 3:1 0,15 foi
analisada por microscopia eletronica de varredura (Figura 1).

AccV  Spot Magn Det WD }—{ 2 um
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Figura 1: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das particulas de quitosana com prépolis.

Conforme observado na microscopia, as capsulas apresentam formato aproximadamente
esférico. A presenca de alguns aglomerados de particulas pode ser decorrente do valor do
potencial Zeta da suspensdo (29,47 + 0,68), em que, considerando seu desvio padrdo, pode
apresentar valores inferiores a +30mV, e, portanto, apresentar certa instabilidade, e
consequentemente, particulas que se atraem e aglomeram.

CONCLUSOES

A utilizacdo do método de gelificacdo ionotrdpica para incorporacao de propolis em quitosana
se mostrou um processo eficiente para a obtencéo de particulas submicrométricas com elevada
eficiéncia de encapsulacdo. A amostra com formulacdo que apresenta uma razdo entre a
quitosana catidnica e o polianion TPP de 3:1, com 0,15% de extrato de prépolis, apresentou
tamanho médio de particulas de 392,55+15,03nm, PDI de 0,43+0,06, potencial Zeta de
+29,47+0,68mV, e EE% de 78,06+0,10%, indicando ser uma potencial formulagdo de partida
para a sintese de particulas contendo propolis para futura incorpora¢do em matrizes funcionais
com atividade antimicrobiana.
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN-PROPOLIS
MICROPARTICLES BY ENCAPSULATION

ABSTRACT

Chitosan and propolis formulations were studied based on ideal physicochemical parameters,
in which microparticles were synthesized by ionotropic gelation method. Physical properties
such as particle size, zeta potential, polydispersity index, encapsulation efficiency were
investigated, as well as the particle morphology. Using dynamic light scattering (DLS)
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technique, it was possible to observe average particle size around 400nm. Encapsulation
efficiencies around 75% were achieved, indicating that the incorporation of propolis into
chitosan was successful. The results of this work are promising for the obtention of propolis
microparticles for later incorporation into functional matrices.

Keywords: Propolis; Chitosan; Microparticles; Encapsulation.



