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A utilizacao de coberturas comestiveis em alguns
alimentos, vem despertando maior interesse dos
produtores, comerciantes e consumidores, pois trata-se de
uma alternativa para a conservacao dos alimentos com
apelo ecolégico e natural. Neste contexto, o prépolis sera
utilizado como um elemento inibidor do crescimento de
bactérias na conservacao dos alimentos para aumentar o
tempo de prateleira.

Foi testado o efeito de varias concentracdes de
prépolis sobre a bactéria Staphylococcus aureus que é uma
das mais comuns e uma das mais antigas bactérias
parasitas do homem, sendo o seu habitat natural o
intestino. E uma bactéria Gram-positiva, (Figura 1), com
forma esférica, que pode causar infecdes intestinais e
respiratorias.

Os Staphylococcus sdo anaerébios facultativos ou
seja, podem viver em meios aerdébios, usando oxigénio, ou
anaerdbios através de fermentacao, mas crescem muito
mais rapidamente na presenca de oxigénio. Ndo tém
flagelo, nem cilios, logo sao incapazes de se mover por si
sé. A sua temperatura de cultivo é 37°C, muito préxima a
do corpo humano.

Os Staphylococcus séo destruidos por
desinfetantes, sabao, altas temperaturas e solucao de
alcool 70%. Resistem bem a desidratacdo, durante longos
periodos no homem. O contagio normalmente ocorre por
contato direto com pessoas ou objetos contaminados.
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Fig. 1 - Imagem de Staphylococcus aureus, depositada
sobre a mica, obtida com microscopia de forca atdbmica.

Prépolis € uma substancia resinosa obtida pelas
abelhas através da coleta de resinas das flores e alteradas
pela acdo das enzimas contidas em sua saliva. A cor,
sabor e 0 aroma do Prépolis variam de acordo com sua
origem botanica Sua composicao tipica é de 55% de
resinas vegetais; 30% de cera de abelhas; 8 a 10% de
6leos essenciais; e 5% de pdlen aproximadamente (PARK,
et al, 1998). Podem ocorrer variacdes em sua composicao
devido a origem da matéria prima e espécie de abelha que
o produz.
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Dos mais de 200 compostos quimicos ja foram
identificados no Prépolis, entre os principais compostos
ativos podemos citar os flavondides, acidos arométicos,
terpendides, aldeidos, alcoois, acidos alifaticos e ésteres,
aminoéacidos, esterdides, aclcares, etc (VARGAS, et al,
2004).

O Prépolis possui diversas propriedades
terapéuticas. Desde a antigliidade o Prépolis ja era
utilizado como medicamento popular no tratamento de
feridas e infeccdes. As histérias das medicinas das
civilizacdes Chinesa, Tibetana, Egipcia e também a greco-
romana sao ricas, todas contendo em seus escritos
antigos centenas de receitas onde entram principalmente
mel, prépolis, larvas de abelhas e as vezes as préprias
abelhas, para curar ou prevenir enfermidades. O Prépolis é
conhecido como um poderoso antibiético natural.

Hoje o Prépolis é utilizado com maior freqiiéncia
na prevencao e tratamento de feridas e infeccdes da via
oral, também como antimicético e cicatrizante. Estudos
mais recentes indicam eficiente acao de alguns de seus
compostos ativos com acao imuno-estimulante e
antitumoral (PARK, et al, 1998).

A microscopia de forca atémica (MFA) é uma
técnica que tem a capacidade de fornecer informacdes
que nao eram possiveis de se obter com o uso da
microscopia eletrénica de varredura. Por conseguir obter
imagens de superficie de materiais sob as mais variadas
condicdes (ar, vacuo e em meio liquido), tornou-se um dos
equipamentos mais adequados para o estudo de superficie
de materiais nas escalas micro (10°m) e nano (10°m)
(BERNARDES-FILHO, MATTOSO, 2003).

O funcionamento do MFA baseia-se na atracdo ou
repulsdo de uma sonda ultra fina pela superficie da
amostra. Como a forga envolvida nesta interacao é muito
fraca, foi necessario desenvolver um sistema ultra sensivel
de medicao. Ele trabalha de forma semelhante as agulhas
de um toca-discos. No lugar da agulha, encontra-se o
cantilever, que consiste de uma haste flexivel em cuja
parte inferior é crescida uma ponta com dimenséao de
poucas micra. Para percorrer a amostra de forma a obter
uma imagem, é utilizado um sistema de posicionamento
que utiliza ceramicas piezoelétricas, capazes de realizar
movimentos nas trés diregdes (xyz), com precisdo de
angstrons (A). Durante esta varredura, emprega-se
também um sistema de alinhamento com feixe de laser,
que incide sobre o cantilever e reflete em um sensor de
quatro quadrantes. O sensor fornece informacdes de
localizacao para o sistema de realimentacao e controle,
gue corrige a posicao do cantilever de forma a manter o
contato com a amostra, durante a varredura e permitir a
obtencdo da imagem (OSIRO, 1998).

Essa técnica apresenta varias vantagens em
relacdo as microscopias eletrénica (ME) de varredura e
eletrénica de transmissao, dentre elas a de dispensar o
uso de vacuo ou do recobrimento da amostra,
caracteristicas muito convenientes no estudo de material
de origem bioldégica. Alem da possibilidade de realizar
medidas diretas de altura e rugosidade. As imagens
obtidas com os diferentes tipos de MFA sao relacionadas
com a natureza das forgcas envolvidas: repulsao
coulombica (MFA modo contato), interacao de van der
Waals (MFA modo ndo contato e contato intermitente)
(OSIRO, et al, 1997).

O objetivo foi determinar a faixa ideal de valores
de concentracdo de prépolis para promover a inibicdo do
crescimento bacteriano e, consequentemente, o aumento
do tempo de prateleira de alimentos revestidos com filmes
que contenham proépolis.

Materiais e Métodos

Para a realizacao dos experimentos foram
utilizados os seguintes materiais:
- Staphylococcus aureus indculos fornecidos
pelo laboratério de Biofisica do Instituto de
Fisica de Sao Carlos
- Meio LB (5g de Extrato de Levedura
(Acumedia), 10g de NaCl, 15g de agar
(Acumedia), 10g de Tripitona (Acumedia) e
1L de agua destilada)
- Alcool 70% PA (Synth)
Os experimentos foram realizados utilizando os
seguintes equipamentos:
- Espectrofotdmetro UV Shimadzu modelo
1601 PC.
- Prépolis fornecido pela empresa Wenzel e
Mecca.
- Estufa para crescimento de bactérias.
- Microscépio de forca atdmica Veeco modelo
Dimension V.
Os ambientes de crescimento e manipulacado da
bactéria foram higienizados com uso de &lcool 70%.
O meio LB foi preparado e ajustado para o pH
7,0. Depois de preparado o mesmo foi autoclavado por
25 min a 120°, para esterilizacdo. Em seguida o meio foi
distribuido em placas de petri, previamente esterilizadas.
Preparou-se 4 solucdes estoque diferentes:
0,01g/ml de prépolis, 0,05g/ml de prépolis, 0,1g/ml de
prépolis e natural (sem prépolis).
Depois foi feito um pré-inéculo da S. aureus em
100 mL de meio de cultura para distribuir nos erlenmeyer
com prépolis. Apds deixou crescer por 12h e desse pré-
indculo, inoculou-se 10 mL em cada erlenmeyer,
contendo assim 0,001g/mL, 0,0015g/mL, 0,005g/mL e
natural (sem prépolis) logo foi deixado no agitador. O
tempo do experimento foi de 10h, utilizando o
espctrofotometro de UV.

Resultados

Para as diferentes concentracdes de prépolis
foram obtidos os seguintes resultados mostrados na
Tabela 1 e Figura 2.

Tabela 1 - Curvas de Crescimento da Staphylococcus
aureus com difrentes concentracées de prépolis analisado
no UV.

0,001 g/mL 0,0015 g/mL Natural
Oh 0,4164 0,3723 00,1990
1h 00,3645 0,3124 00,4302
2 h 0,4626 0,4031 00,6627
3 h 00,5044 0,4633 00,7943
4 h 00,5974 00,5854 00,8169
5 h 00,7666 00,6387 0,9138
6 h 00,7548 00,6384 0,9363
7 h 0,9045 00,7177 2,0655
8 h 00,9560 00,7578 2,1045
9 h 00,9774 00,7950 2,1618
10 h 00,9960 00,8278 2,2272
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Fig. 2 - Curvas de crescimento
obtidos a partir dos valores da
Tabela 1
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O experimento foi repetido, e as curvas
resultantes apresentaram pouca variacao em relacao aos
graficos da figura 2. As variacées podem ser atribuidas a
pequenas variagcOes de temperatura no laboratério durante
a realizacdo dos experimentos.

Observou-se que as concentracdes de 0,001g/mL
e 0,0015g/mL, apresentaram resultado de inibicdo de
crescimento da bactéria S. aureus e, que foi comprovado
na repeticao do procedimento.

Depois foram feitas imagens da bactéria no
microscoépio de forca atdomica (AFM), e plotados os
gréficos das curvas de forca a partir das quais foram
obtidos os valores das forcas de adesdo entre a amostra e
a agulha do MFA.

Para todas as medidas de curva de forga, foram
marcados 81 pontos igualmente espacados sobre uma
regidao de 5 x 5 m.

Para obtencao da curva de forca da
Staphylococcus aureus na concentracao de 0,001 g/ml de
prépolis foram utilizados 28 pontos que estavam
exatamente sobre a bactéria visualizada. A forca de
adesdo média nesses 28 pontos foi de 38,505 nN.
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Fig. 3 - Curva de forca tipica do Staphylococcus aureus
obtida sobre a presenca de uma concentracao de
0,001g/ml de prépolis
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Fig. 4 - Imagem de AFM da bactéria Staphylococcus
aureus sobre a mica na concentracdo de 0,001 g/ml de
propolis

Para obtencéo da curva de forca da
Staphylococcus aureus na concentracdo de 0,0015 g/ml
de prépolis foram utilizados 54 pontos que estavam
exatamente sobre a bactéria visualizada. A forca de
adesdo média nesses 54 pontos foi de 18,3353 nN.
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Fig. 5 - Curva de forca tipica do Staphylococcus aureus
obtida sobre a presenca de uma concentracao de 0,0015
g/ml de prépolis
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Fig. 6 - Imagem de AFM da bactéria Staphylococcus
aureus sobre a mica na concentracao de 0,0015 g/ml de
prépolis

Para obtencao da curva de forca da
Staphylococcus aureus em solucao LB puro, sem
concentracdo nenhuma de prépolis foram utilizados 45
pontos que estavam exatamente sobre a bactéria
visualizada. A forca de adesao média nesses 45 pontos
foide 123,14 nN.
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Fig. 7 - Curva de forca tipica do Staphylococcus aureus
obtido em meio LB puro (sem prépolis)

Também foi obtido uma curva de forgca do
prépolis sobre a mica, para comparar com as demais
curvas da bactéria Staphylococcus aureus. Também
foram utilizados os mesmos procedimentos, mas foram
marcados 81 pontos na amostra e desses utilizou-se
todos os pontos visualizados. A forca de adesdao média
nesses 81 pontos foi de 27,92 nN.
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Fig. 8 - Curva de forga do Prépolis
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Fig. 9 - Imagem de AFM do prépolis sobre a mica.
Conclusédo

Com base nos resultados obtidos por
espectrofotometria UV, pode-se concluir que as
concentracdes de prépolis na faixa de 0,001g/ml a
0,0015g/ml sdo as ideais para promover a inibicao do
crescimento da Staphylococcus aureus.

Concentracoes acima desta faixa nao inibiram o
crescimento bacteriano. Conclui-se também que o
prépolis utilizado apresentou efeito bacteriostatico e nao
bactericida.

Tendo por base os resultados obtidos nas
medidas de curvas de forca, conclui-se que a adesao da
agulha nas amostras com concentragdes acima da faixa
ideal é maior que a adesdo da agulha nas amostras com
concentracdes de 0,001 g/ml e 0,0015 g/ml. Isto sugere
que a solucdo com menor concentracdo (0,001 g/ml)
recobre de maneira mais uniforme as bactérias da
amostra, tendo uma acdo mais efetiva sobre elas. Nas
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solucdes com maiores concentracdes deve ocorrer a
formacao de aglomerados de prépolis ndo permitindo um
recobrimento uniforme da amostra o que deve prejudicar
a acao do prépolis sobre as bactérias.
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