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RESUMO 

A poluição do ar atmosférico apresenta riscos cada vez mais nocivos à 

saúde humana e ao meio ambiente. Atrelado a este problema já existente, a 

pandemia da COVID-19 trouxe uma série de novos desafios ao nosso sistema 

de saúde. Filtros de ar condicionado são a primeira barreira física entre os 

ambientes externos e internos, e, além de reter os poluentes e bioaerossóis, é 

importante que a proliferação dos microrganismos retidos seja inibida, a fim de 

evitar que estes filtros se tornem uma fonte secundária de contaminação. Visto 

isso, o presente trabalho teve como objetivo a síntese de nanopartículas de 

própolis encapsulada em quitosana, e a impregnação destas em um filtro 

comercial, atribuindo-lhe efeito biocida. Formulações de quitosana e própolis 

foram estudadas com base em parâmetros físico-químicos ideais, sendo as 

nanopartículas sintetizadas pelo método de gelificação ionotrópica. 

Propriedades físicas como tamanho de partícula, potencial zeta, eficiência de 

encapsulação, bem como a morfologia das partículas foram avaliadas. Duas 

formulações de nanopartículas foram pré-selecionadas, apresentando as 

melhores relações entre tamanhos (392nm e 457nm) e eficiências de 

encapsulação (78% e 75%), e a análise química confirmou a incorporação da 

própolis na matriz de quitosana. As nanopartículas apresentaram ação 

antimicrobiana frente à S. aureus, com 97% de inibição, e, ao menos nas 

concentrações de nanopartículas avaliadas, não apresentaram atividade frente 

à cepa E. coli. A eficiência de filtração, permeabilidade e fator de qualidade do 

filtro foram avaliadas antes e após a impregnação das nanopartículas, e a 

presença destas na sua estrutura não apresentou prejuízos em sua qualidade 

final. Posto isto, verificou-se que os resultados deste trabalho se mostraram 

promissores para a fabricação de nanopartículas de quitosana contendo própolis 

para posterior incorporação em matrizes funcionais, de forma sustentável, a fim 

de reduzir a contaminação de patógenos nos mais diversos ambientes. 

 

Palavras-chave: Quitosana; Própolis; Nanopartículas; Atividade antimicrobiana; 

Meio filtrante. 
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ABSTRACT 

OBTAINING PROPOLIS NANOPARTICLES ENCAPSULATED IN CHITOSAN 

WITH BIOCIDAL ACTION TO MODIFY AIR FILTERS 

Atmospheric air pollution represents increasingly harmful risks to public 

health and the environment. Attached to this problem, the coronavirus pandemic 

has brought several new challenges to our health system. Air conditioner filters 

are the first physical barrier between the external and indoor rooms, and, in 

addition to retaining pollutants and bioaerosols, it is important that the 

proliferation of retained microorganisms is inhibited, in order to prevent these 

filters from becoming a secondary source of contamination. Therefore, the 

present work had as objectives the synthesis of chitosan-propolis nanoparticles, 

and their impregnation in a commercial filter, attributing it a biocidal effect. 

Chitosan and propolis formulations were studied based on ideal physical-

chemical parameters, and the nanoparticles were synthesized by ionic gelation 

method. Physical properties such as particle size, zeta potential, encapsulation 

efficiency, FTIR spectroscopy were investigated, as well as particle morphology. 

Two nanoparticle formulations were pre-selected, showing the best ratios 

between sizes (392nm e 457nm) and encapsulation efficiencies (78% e 75%), 

and the chemical analysis confirmed the propolis incorporation into the chitosan 

matrix. The nanoparticles showed antimicrobial action against S. aureus, with 

97% inhibition, and, at least in the concentrations of nanoparticles evaluated, they 

didn’t show activity against the E. coli strain.  Filtration efficiency, permeability, 

and filter quality factor were analyzed before and after nanoparticle’s 

impregnation, and their presence didn’t affect its final quality. Thereby, it was 

verified that these work results were promising for the manufacture of chitosan-

propolis nanoparticles for later incorporation into functional matrices, in a 

sustainable way, in order to reduce the contamination of pathogens in the most 

diverse environments.   

 

Keywords: Chitosan; Propolis; Nanoparticles; Antimicrobial activity; Filter media. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A poluição atmosférica possui impacto direto na saúde e no meio 

ambiente, e transformá-la em menos nociva tem sido cada vez mais desafiador 

devido à complexa composição dos poluentes. O ar poluído contém partículas 

de vários tamanhos, gases e microrganismos que vêm sendo associados a 

inúmeras doenças [1]. Bioaerossóis, contendo vírus, fungos e bactérias 

compõem um grupo de poluentes que promovem um aumento nos riscos à 

saúde pública, uma vez que se dispersam facilmente no ar podendo causar 

doenças crônicas e agudas, que podem ser alérgicas, infecciosas ou ainda 

toxigênicas [2]. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que a poluição 

do ar mata mais de sete milhões de pessoas por ano no mundo, além de causar 

doenças e absenteísmo no trabalho.  

Atrelado a este problema, a pandemia da COVID-19, doença respiratória 

aguda grave causada pelo novo coronavírus, SARS-CoV2, trouxe mais uma 

série de desafios ao sistema de saúde, incluindo a necessidade de desenvolver 

meios filtrantes capazes de reter o coronavírus e outros microrganismos, 

prevenindo novos casos ou evitando o agravamento dos casos das pessoas já 

acometidas pela doença. Essa síndrome respiratória tem como forma de 

contágio a emissão de gotículas contaminadas expelidas pela boca através de 

tosse, espirro ou até mesmo conversa. Estudos mostram que o SARS-CoV2 

pode permanecer ativo na forma de aerossol por até 16h em temperatura 

ambiente [3]. Em superfícies metálicas, plásticas e cerâmicas, o novo 

coronavírus pode permanecer estável por cerca de 4 dias. Já em máscaras 

cirúrgicas, o vírus pode permanecer ativo por 4 dias nas camadas internas, e por 

até 7 dias na superfície [4]. Além de equipamentos de proteção individuais 

(EPI’s) como máscaras faciais para os profissionais da saúde e a população em 

geral, filtros eficientes para sistemas de ventilação, exaustão e ar condicionado 

de ambientes internos, como hospitais, escolas, indústrias, transportes públicos 

e até mesmo residências, são imprescindíveis para evitar a propagação desta e 

de outras doenças. 

Sistemas para controlar a concentração de poluentes no ar, como os 

filtros, podem possuir modelos e composições diversos, de acordo com o 
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poluente a ser retido. Entretanto, os meios filtrantes com boa eficiência de coleta 

disponíveis atualmente no mercado ainda possuem custo elevado [5]. 

Membranas filtrantes devem permitir a passagem de ar limpo, retendo partículas 

finas de aerossóis. No entanto, os microrganismos retidos podem se acumular 

nos filtros, crescer e se propagar, tornando-se fômites, e os filtros se tornam 

fontes secundárias de poluentes e contaminação cruzada [6]. 

Diversos estudos mostram a eficiência de filtros de ar com atividades 

antimicrobianas, modificados com a incorporação de nanopartículas inorgânicas 

e extratos de plantas. Além de excelentes propriedades antimicrobianas e 

antivirais, os produtos naturais são considerados menos tóxicos que os agentes 

inorgânicos e, portanto, podem apresentar aplicações interessantes, 

especialmente no que tange a saúde pública [2,7].  

A própolis, resina naturalmente produzida pelas abelhas, exibe 

propriedades virucidas, bactericidas e fungicidas devido ao seu alto teor de 

flavonoides e, assim, se mostra um bom candidato para inativar bioaerossóis 

retidos em sistemas filtrantes [8]. Entretanto, sua aplicação prática ainda é 

limitada, pois apresenta alta hidrofobicidade e forte aroma. Dessa forma, a 

microencapsulação surge como uma boa alternativa para envolver partículas de 

própolis, permitindo mascarar suas propriedades sensoriais indesejáveis e evitar 

aglomerados de partículas, garantindo uma maior área superficial ativa, 

proporcionando uma maior eficácia contra os patógenos retidos nos filtros. A 

quitosana, polissacarídeo derivado da N-desacetilação da quitina, é considerada 

um interessante biopolímero natural para a produção de nano/micro cápsulas 

devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, não-toxicidade e muco 

adesão, propiciada pelo grande número de hidroxilas e grupos amino presentes 

em sua cadeia polimérica [9,10]. 

No intuito de produzir nano e micropartículas, o método de gelificação 

ionotrópica se mostra uma boa alternativa, pois, além de relativamente simples, 

é livre de solventes orgânicos. Nesta técnica, interações eletrostáticas entre a 

quitosana catiônica (grupos amino) e um agente reticulante poliânion, como o 

tripolifosfato (TPP) resultam em complexos polieletrolíticos (PEC) [11]. As 

estruturas gelatinosas resultantes, geralmente apresentam formato esférico com 
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dimensões nanométricas, e apresentam afinidade com uma série de compostos 

com grupos polares ou carregados [12].  

Diante desse contexto, e da motivação para melhorar a qualidade do ar 

interno (QAI) a partir da redução da quantidade de microrganismos ativos 

presentes em ambientes indoor, o presente trabalho buscou atribuir ação 

bactericida/virucida em meios filtrantes, modificando-os com micropartículas de 

quitosana/própolis, de forma a trazer benefícios à saúde humana, de maneira 

sustentável. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Material particulado atmosférico 

Materiais particulados atmosféricos (MPs), também denominados 

aerossóis são definidos como suspensões relativamente estáveis de partículas 

sólidas ou líquidas (ou a mistura das fases) em um gás (ou ar) [13]. De tamanho 

submicrométrico (μm), os aerossóis podem ser emitidos diretamente das fontes 

(veículos, indústrias, queima de biomassa, erupção vulcânica, tosse, fala), como 

podem ser formados na atmosfera por reações químicas e processos 

secundários, a partir de gases como dióxido de enxofre (SO2), óxidos de 

nitrogênio (NOx) e compostos orgânicos voláteis [14].  

O tamanho das partículas está diretamente associado com seu potencial 

de causar problemas à saúde, sendo que quanto menor, mais nocivas. Os MPs 

são classificados, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), por seu 

tamanho, considerando o diâmetro aerodinâmico médio das partículas [15]: 

- MP(2,5-10): partículas grossas (ou inaláveis), com diâmetros entre 2,5 e 

10μm. Podem entrar e ficarem retidas na parte superior do sistema respiratório, 

podendo alcançar os alvéolos pulmonares. 

- MP2,5: partículas finas (ou respiráveis), com diâmetros entre 1 e 2,5μm. 

Podem penetrar profundamente na parte inferior do sistema respiratório, 

podendo atingir a corrente sanguínea. 

-MP1: partículas ultrafinas, com diâmetros inferiores a 1µm, e 

compreendem também os bioaerossóis. 

Dentre os materiais particulados, existe a classe de poluentes 

denominados bioaerossóis, que correspondem às partículas suspensas no ar de 

origem biológica, tais como vírus, bactérias, fungos, grãos de pólen e outros 

materiais biológicos. Os vírus possuem tamanhos nanométricos, próximo de 

100nm; bactérias possuem aproximadamente 1μm, e fungos possuem 

dimensões maiores que 1μm [16]. Estes microrganismos podem ser encontrados 

em ambientes internos e externos que, quando inalados, podem representar 

riscos à saúde. 
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2.2 Controle de bioaerossóis em ambientes internos  

A poluição ambiental cresceu muito nos últimos anos, resultante do 

aumento da circulação de carros e crescimento de zonas industriais. A qualidade 

do ar como um todo é consequentemente afetada, impactando diretamente na 

saúde e qualidade de vida das pessoas [17]. Em ambientes internos, as trocas 

de ar são diminutas, acarretando no aumento da concentração de contaminantes 

biológicos nestes ambientes.  

Sabe-se que a principal causa de infecções respiratórias se deve à má 

qualidade do ar, pela presença de aerossóis. A pandemia provocada pelo SARS-

CoV-2 intensificou a preocupação com problemas respiratórios, uma vez que a 

doença se caracteriza por uma síndrome respiratória aguda grave. Dessa forma, 

o controle de contaminantes atmosféricos é muito importante para a saúde 

humana.  

Neste contexto, o uso de filtros de ar é de grande relevância por serem 

uma barreira física entre ambientes limpos e contaminados, para controle de 

poluentes. Além dos materiais particulados, vírus, fungos, bactérias e outros 

microrganismos podem ser retidos por meios filtrantes, conferindo ao ambiente 

maior qualidade do ar [18,19]. 

A principal forma de controlar a qualidade do ar de ambientes internos é 

através do uso de sistemas de ar condicionado. Nestes sistemas, são 

comumente utilizados filtros mecânicos ou precipitadores eletrostáticos. Um dos 

principais desafios dos produtores de ar condicionado é desenvolver produtos 

ao mesmo tempo eficientes e econômicos, aumentando a eficiência de coleta e 

reduzindo o consumo energético [19]. 

Estudos recentes mostram a utilização de membranas de fibras com 

dimensões nanométricas como filtros para partículas do ar de alta eficiência 

(High-Efficiency Particulate Air Filter – HEPA), uma vez que elas proporcionam 

alta porosidade ao meio filtrante (>70%), são finas, apresentam maior eficiência 

de filtração do ar, além da possibilidade de funcionalização, conferindo ao filtro 

características adicionais, como por exemplo, ação biocida [20,21]. 
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Portanto, para a retenção de partículas finas como bioaerossóis, meios 

filtrantes compostos por fibras em escala nanométrica apresentam grande 

potencial de coleta. 

 

2.2.1 Meios filtrantes 

O método de filtração envolve a separação física de um ou mais 

componentes de uma suspensão ou solução em um fluído (que pode ser líquido 

ou gás), pela sua passagem através de uma barreira permeável apenas a um ou 

alguns desses componentes. Essa barreira configura um meio filtrante, cuja 

função é reter o componente da maneira mais eficiente [22].  

Estes filtros são comumente classificados de acordo com a sua estrutura, 

em meios porosos granulares ou fibrilares. Os meios granulares correspondem 

a um conjunto de partículas ou grãos (areia, carvão ativado, etc.) por onde o 

fluido passa. O meio fibroso é composto por fibras, sintéticas ou naturais, com 

tamanhos variados, podendo estar dispostas de maneira regular (tecido) ou 

aleatória (tecido-não-tecido). Durante a filtração por um filtro fibroso, o fluido 

passa por entre as fibras e as partículas suspensas são coletadas pela colisão e 

aderência à superfície da fibra [23]. O presente trabalho visa a utilização de um 

meio filtrante fibrilar, disposto aleatoriamente na forma de tecido-não-tecido. 

Segundo Innocentini et al. (2009) [24], critérios fundamentais na avaliação 

de meios filtrantes, independente da sua estrutura ou aplicação, são eficiência 

de coleta, permeabilidade, fator de qualidade e resistência mecânica, tendo 

como variáveis principais que caracterizam a sua eficiência a espessura do meio 

filtrante, seu diâmetro, porosidade e queda de pressão. 

Quanto ao mecanismo de filtração sólido-gás, a corrente de gás contendo 

o material particulado permeia o meio filtrante. A densidade do meio, a 

velocidade do ar, o tamanho das fibras, o tamanho das partículas de poluentes 

e a carga eletrostática influenciam em como o filtro remove os contaminantes. 

Dessa forma, a deposição das partículas sob o filtro ocorre por diferentes 

mecanismos de coleta, que trabalham em conjunto para reter os materiais 
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particulados. A Figura 2.1 indica quais são estes mecanismos e como cada um 

deles age na captura de partículas [25]. 

 

 

Figura 2.1 - Mecanismos de coleta. A esfera maior representa a seção 

transversal de uma fibra do meio filtrante, a esfera menor representa a partícula 

a ser coletada, e a linha contínua representa o escoamento do fluido. Adaptado 

de [25]. 

 

O mecanismo de impactação inercial ocorre predominantemente em 

partículas de maior diâmetro. A inércia das partículas faz com que elas 

continuem em linha reta, atingindo um objeto estacionário, enquanto que as 

linhas de corrente se curvam ao passar em torno dos obstáculos (fibras). Este 

mecanismo é mais comum quando o fluido está em velocidades mais elevadas 

[26,27]. 

O mecanismo de difusão é efetivo para partículas pequenas (menores que 

0,5μm. Especialmente em fluxos turbulentos, as partículas percorrem um 

caminho aleatório (movimento Browniano) em relação à corrente principal. 

Dessa forma, as chances das partículas se chocarem com o filtro aumentam 

significativamente. Uma vez em contato, forças de curto alcance (Van der Waals, 

eletrostática, química, etc.) são fortes o suficiente para manter as partículas no 

meio filtrante [26,27]. 
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O mecanismo de interceptação ocorre quando o centro de massa da 

partícula está próximo à superfície do filtro, numa distância equivalente ou 

inferior ao seu raio. Devido ao seu tamanho finito, a partícula atinge barreira 

física e se deposita [26,27]. 

No mecanismo gravitacional. As partículas desviam da sua trajetória por 

meio da ação da gravidade, e acabam colidindo com a superfície do filtro. Por 

fim, a coleta pelo mecanismo eletrostático ocorre quando há a presença de 

cargas no sistema, ou devido a choques ou atritos que podem ocorrer entre as 

partículas [25]. 

A eficiência de coleta indica a capacidade do filtro em reter partículas, e 

uma vez que a deposição destas partículas no filtro ocorre devido aos 

mecanismos de coleta, a eficiência total de coleta de partículas se dá pelo 

somatório de todas as eficiências individuais para cada mecanismo de coleta. 

Assim, a eficiência de coleta depende da distribuição de tamanho das partículas 

presentes no fluido, tornando alguns mecanismos de coleta mais atuantes que 

outros. Além do tamanho da partícula, a eficiência também depende da 

velocidade operacional. Um filtro projetado para velocidades médias ou baixas 

apresentará baixa performance em ambientes cuja velocidade superficial é maior 

(e vice-versa) [27]. A Figura 2.2 ilustra a contribuição dos diferentes mecanismos 

de coleta para se obter a eficiência de coleta total. 

 

 

Figura 2.2 - Combinação dos mecanismos de coleta para obter a eficiência de 

filtração para vários tamanhos de partículas. Adaptado de [27]. 
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A eficiência total de coleta (ηt), que inclui todos os mecanismos de coleta, 

pode ser calculada através da quantidade de partículas antes e depois da 

passagem do ar pelo filtro, conforme Equação 2.1: 

 

                                            𝜂𝑡 =
𝐶0 – 𝐶𝐸

𝐶0
                                            (2.1) 

 

Sendo: 

C0 a concentração de partículas antes da passagem pelo meio filtrante 

(entrada); 

CE a concentração de partículas depois da passagem pelo meio filtrante 

(saída). 

A permeabilidade é uma propriedade do filtro que representa a resistência 

encontrada pelo fluido ao atravessar o meio filtrante, e é mensurada através da 

queda de pressão entre o fluxo de ar e o filtro. Este parâmetro considera a 

completa interação entre o fluido e o meio filtrante, sendo importante na 

avaliação da qualidade de um filtro, uma vez que indica a maior ou menor 

facilidade à passagem da corrente de ar através do meio filtrante [24]. 

Em velocidades superficiais altas, a presença de efeitos viscosos e 

cinéticos podem interferir na queda de pressão. Segundo Innocentini et al. (1999) 

[28], a Equação de Forchheimer (1901) (Equação 2.2) é bem aceita na literatura 

para avaliar o escoamento de fluidos, para altas velocidades de filtração, 

relacionando a variação de pressão através do meio com a velocidade 

superficial. Através desta equação, é possível calcular teoricamente a chamada 

constante de permeabilidade não-Darciana, onde o primeiro termo (µVs/k1) 

refere-se aos efeitos puramente viscosos, e o segundo termo (ρgVs
2/k2) refere-

se aos efeitos cinéticos da interação sólido-fluido. 

 

                                                             
∆𝑃

𝐿
=

𝜇

𝑘1
× 𝑉𝑠 +

𝜌𝑔

𝑘2
× 𝑉𝑠

2                               (2.2) 

 

Nesta equação: 

ΔP corresponde à queda de pressão (Pa); 
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L corresponde à espessura do meio filtrante (cm); 

μ corresponde à viscosidade dinâmica do fluido (Pa.s); 

k1 corresponde à constante de permeabilidade Darciana do meio filtrante; 

Vs corresponde à velocidade superficial do fluxo de ar (cm.s-1); 

ρg corresponde à densidade do fluido; 

k2 corresponde à constante de permeabilidade não-Darciana do meio 

filtrante. 

A Equação de Forchheimer é derivada da Equação 2.3, conhecida como 

Lei de Darcy, que já havia sido proposta anteriormente por Darcy em 1856, para 

determinar a constante de permeabilidade em baixas velocidades de 

escoamento do fluido, considerando, portanto, somente os efeitos do atrito sobre 

a queda de pressão do filtro [28]. 

 

                               
∆𝑃

𝐿
=

𝜇

𝑘1
× 𝑉𝑠                                          (2.3) 

 

Como os filtros de aparelhos para ambientes internos, como o ar-

condicionado, que constituem a base para este estudo, operam em baixas 

velocidades de filtração, a Lei de Darcy será utilizada para obter a constante de 

permeabilidade dos filtros aqui analisados. 

O fator de qualidade de um filtro é um fator muito importante que analisa 

o desempenho dos meios filtrantes correlacionando a queda de pressão com a 

eficiência de remoção das partículas, especificamente para partículas de 100nm. 

O fator de qualidade (Q) é definido pela Equação 2.4, em que ∆P é a queda de 

pressão, e η a eficiência de coleta [29]. 

 

                                       𝑄 =  
− ln(1−𝜂)

∆𝑃
                                               (2.4) 

 

2.2.2 Filtros com atividade antimicrobiana 

Embora filtros de ar apresentem excelente eficiência para a retenção de 

patógenos, os meios filtrantes são locais propícios para crescimento e 

multiplicação destes microrganismos, resultando numa fonte secundária de 



12 
 

 
 

poluentes. Com atividade antimicrobiana, filtros de ar podem ser potencialmente 

utilizados para o controle da qualidade do ar interno (QAI), removendo 

micropartículas e inibindo a ação dos microrganismos patogênicos. 

Neste sentido, a modificação de filtros com agentes biocidas pode 

apresentar uma solução inovadora para aplicação em sistemas de filtração de 

ambientes internos. De modo geral, os métodos de preparação de filtros 

antimicrobianos são classificados em: processamento direto, em que os agentes 

biocidas são combinados com o material do filtro, previamente à sua preparação; 

e em modificação do filtro já disponível, por meio da deposição dos agentes 

biocidas, por diferentes métodos, na superfície do filtro de ar. 

Estudos anteriores já relatam que filtros de ar em que foram empregadas 

nanopartículas inorgânicas antimicrobianas são efetivos no controle de 

bioaerossóis. Dentre estes materiais biocidas, pode-se destacar as 

nanopartículas de prata (Ag), que apresentam um amplo espectro 

antimicrobiano. Sua ação ataca diretamente a membrana celular dos 

microrganismos, e como consequência de sua excepcional eficácia, tem sido 

amplamente estudada e aplicada, além de filtros de ar, em dispositivos médicos, 

eletrônicos, na manufatura de roupas e máscaras faciais, no processamento de 

alimentos, entre outros [7,30–32]. De forma similar, nanopartículas de cobre (Cu) 

[33,34], óxidos metálicos, tais como óxido de cobre [35], óxido de zinco [36], 

dióxido de titânio [37], nanotubos de carbono [38], são conhecidos como 

substâncias antimicrobianas. 

No estudo de Rosa et al. (2017) [39], nanopartículas de prata foram 

sintetizadas por meio de redução química, e o filtro (tecido de algodão) foi 

impregnado pelo método de imersão. Neste método, os filtros são imersos na 

suspensão de nanopartículas e posteriormente secos para eliminação do 

solvente. Um sistema de filtração foi instalado em um banheiro da universidade, 

simulando uma situação real de retenção de partículas suspensas no ar. As 

análises microbiológicas indicaram que foi possível inibir o crescimento de 

96,34% dos microrganismos retidos. 

Gupta et al. (2020) [40] modificaram um pré-filtro de fibra de vidro com 

nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) pelo método sonoquímico. A modificação 
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do filtro ocorreu conforme as nanopartículas eram sintetizadas pela radiação de 

ultrassom, ao colocarem o béquer contendo os reagentes e a amostra do filtro 

em um banho ultrassônico. A atividade antibacteriana do filtro decorado com 

nanopartículas de ZnO foi analisada frente às bactérias gram-positivas Bacillus 

subtilis e Staphylococcus aureus. Para B. subtilis, obtiveram uma redução de 

~99% das bactérias retidas pelo filtro. Já para a S. aureus, foi realizada uma 

análise qualitativa por MEV-FEG, em que foi possível observar redução 

significativa no crescimento bacteriano.  

Machry et al. (2021) [34] impregnaram nanopartículas de cobre, 

sintetizadas via redução química, em um filtro de poliéster. A modificação foi 

realizada pelo método de aspersão (spray coating), através de um borrifador 

comercial. A suspensão de nanopartículas foi depositada por toda a superfície 

do filtro, o qual foi seco em estufa por 24h a 50°C. O efeito bactericida do filtro 

modificado foi analisado frente a bactéria S. aureus, atingindo uma redução no 

crescimento de 99,99%, e frente a bactéria Escherichia coli, a qual apresentou 

redução de 99,98%. 

Apesar das indiscutíveis vantagens e inúmeras aplicações, as 

nanopartículas inorgânicas podem apresentar riscos à saúde, devido à sua 

toxicidade. Já foi reportado que nanopartículas de prata apresentam efeitos 

tóxicos à saúde e ao meio ambiente. A exposição crônica à prata é nociva para 

células e órgãos, podendo ser inalada ou ainda via penetração transcutânea [41]. 

Nanopartículas de óxido de cobre (CuO) e nanotubos de carbono podem causar 

citotoxicidade, danos no DNA e estresse oxidativo [42]. 

Em contrapartida, têm sido propostas tecnologias alternativas com a 

finalidade de empregar antimicrobianos naturais em meios filtrantes para o ar. 

Além da alta atividade biocida, os produtos naturais são considerados menos 

tóxicos que os agentes inorgânicos, com efeitos ambientais brandos e baixo 

custo [43,44]. Nanopartículas advindas de produtos naturais apresentam 

múltiplos compostos e várias propriedades químicas. De acordo com o extrato e 

da origem do material, além dos efeitos antimicrobianos, podem apresentar 

atividades antibióticas, anti-inflamatórias e antivirais, ampliando ainda mais a 

gama de aplicações [45]. Em geral, a performance antimicrobiana de extratos de 
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plantas é devida à sinergia entre vários constituintes, e atribuída especialmente 

aos flavonóides, composto capaz de matar microrganismos pelo rompimento das 

funções da membrana celular e de causar danos ao DNA [44]. 

Muitos produtos naturais já têm sido reportados na literatura como 

excelentes agentes antimicrobianos, tais como o óleo de melaleuca (tea tree oil) 

[46], óleo essencial de Sophora flavescens [47], extrato de semente de toranja e 

de uva [48,49], própolis [8], sal marinho [50], óleos essenciais de capim-limão, 

canela, entre outros [49]. 

Jung et al. (2013) [51] utilizaram a espécie de planta Sophora flavescens 

para adicionar atividade antimicrobiana em filtros. As nanopartículas foram 

geradas e depositadas na superfície do filtro (fibras de poliuretano) pelo método 

de electrospraying, em que a atomização do líquido ocorre por forças elétricas. 

A eficácia antimicrobiana foi analisada frente a Staphylococcus epidermidis, e 

alcançaram a inativação de 99,99%, após avaliarem diferentes concentrações 

de partículas depositadas no filtro. 

No estudo de Hwang et al. (2015) [45], filtros antimicrobianos foram 

obtidos pela impregnação de nanopartículas de Euscaphis japonica (pequena 

árvore de origem asiática), obtidas pelo método de nebulização (aerosol 

deposition), em um filtro de poliuretano. Os autores também avaliaram a eficácia 

antimicrobiana do filtro de acordo com a quantidade de nanopartículas 

depositadas, e obtiveram valores máximos de ~94% contra Staphylococcus 

epidermidis, e ~82% contra Micrococcus luteus. 

Byun et al. (2020) [52] avaliaram a atividade antimicrobiana de filtros de 

ar modificados com três extratos de planta: alecrim, alho e óleo de melaleuca 

(tea tree oil). Filtros de PET (polietileno tereftalato) foram recobertos com os 

extratos via aspersão (spray coating), e o teste antimicrobiano foi realizado frente 

à bactéria Micrococcus luteus. Imediatamente após a exposição, os filtros 

recobertos com melaleuca induziram a redução de 40-55%, enquanto que os 

filtros recobertos com alecrim e alho não apresentaram nenhuma redução 

imediata. Entretanto, após 48h de exposição, os filtros exibiram alta atividade 

antimicrobiana, atingindo reduções de 99,99%, 99,0% e 99,9% para os filtros 

com melaleuca, alecrim e alho, respectivamente. 
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Salussoglia et al. (2022) [53] desenvolveram meios filtrantes de 

poliacrilonitrila (PAN) com oléo essencial de tomilho, por duas vias: na primeira, 

o oléo essencial foi adicionado à solução polimérica para obter as fibras por 

centrigugal spinning, e na segunda, o oléo essencial foi impregnado nas fibras 

de PAN por aspersão. Como resultados, obtiveram eficiência na inativação das 

bactérias E. coli e S. auereus de 15,48% e 83,26%, respectivamente, para a 

primeira amostra, e de 88,96% e 99,97% para a segunda. 

 

2.3 Nanopartículas poliméricas 

Nanopartículas (NPs) são materiais que têm suas dimensões entre 1 e 

100 nanômetros (1 nm = 1x10-9 m), e podem apresentar propriedades únicas ou 

melhoradas, quando comparadas aos materiais em escala macroscópica, devido 

ao aumento em sua área superficial [54]. Apesar de as NPs serem 

caracterizadas pelas suas dimensões até 100nm, nanopartículas para sistemas 

de liberação de fármacos, por exemplo, são consideradas sistemas em 

nanoescala ou submicrométricos, cujas formulações podem se encontrar na 

faixa de 100-1000nm. Isto se justifica pelo fato destes sistemas serem 

compostos por, no mínimo, dois componentes: um composto ativo e uma matriz 

[55].  

A depender do método de obtenção das nanopartículas, pode-se obter 

nanocápsulas ou nanoesferas, em que, no primeiro caso, o fármaco ou 

substância de interesse é encapsulado em uma cavidade polimérica, enquanto 

no segundo caso, a substância é fisicamente dispersa na matriz polimérica [55–

57]. 

A encapsulação é um processo no qual substâncias ativas (núcleo) são 

retidas em uma matriz, as quais podem liberar o conteúdo de forma controlada 

e/ou sob condições específicas. É amplamente utilizada na indústria alimentícia 

para incluir compostos bioativos em sistemas alimentares, além de proteger o 

composto de condições ambientais como umidade e temperatura, ampliando sua 

vida útil. Neste sentido, nanopartículas poliméricas podendo carregar ativos têm 
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ganhado grande destaque em diversas áreas, como biomédicas, farmacológicas 

e ambientais. 

Os polímeros mais comuns utilizados para a produção de NPs são os 

polímeros sintéticos biodegradáveis como poli (ácido-lático) (PLA), poli (ácido 

lático-co-glicólico) (PLGA), policaprolactona (PCL), e polímeros naturais como 

quitosana, albumina, alginato e gelatina. Dentre os polímeros naturais, o mais 

utilizado para sistemas de liberação controlada é a quitosana, devido a sua 

propriedade de formação de blendas com uma grande variedade de polímeros, 

fácil modificação superficial, não-toxicidade, e boa compatibilidade com células 

e tecidos [55,58]. 

  

2.3.1 Quitosana 

A quitosana é um polissacarídeo obtido pela desacetilação parcial da 

quitina, um polímero natural que constitui a maior parte dos exoesqueletos de 

crustáceos, insetos, e parede celular de fungos, sendo o composto orgânico mais 

abundante da natureza, depois da celulose. As carapaças de crustáceos são 

rejeitadas pela indústria pesqueira, e, portanto, seu aproveitamento reduz os 

impactos ambientais causados pelo acúmulo deste rejeito [59,60]. 

No que se refere à sua estrutura molecular, a quitosana é um copolímero 

semicristalino linear, constituída por unidades de N-acetil-D-glucosamina (2-

amino-2-deoxi-D-glicopiranose) e D-glucosamina (2-acetamido-2-deoxi-D-

glicopiranose) unidos por ligações glicosídicas do tipo β(1→4) [61]. Durante o 

processo de desacetilação da quitina, o grupo acetil (-C2H3O) é removido da 

cadeia da quitina, resultando na formação do grupo amino (-NH2) [62]. A Figura 

2.3 apresenta a estrutura química da quitosana. 
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Figura 2.3 - Estrutura química da quitosana, indicando suas unidades de 

repetição. Se m>50%, tem-se quitina; se n>50% tem-se quitosana. Adaptado de 

[63]. 

 

Propriedades como o grau de desacetilação (GD) e o peso molecular (PM) 

afetam fortemente propriedades físico-químicas (solubilidade, hidrofilicidade, 

viscosidade, estabilidade térmica, etc) e biológicas (atividade antimicrobiana, 

biocompatibilidade, biodegradabilidade), e consequentemente, sua 

aplicabilidade. A quantidade de cada um dos monômeros na cadeia polimérica 

determina o grau de desacetilação da quitosana, ou seja, o GD é dado pela razão 

entre os dois monômeros que compõem a molécula da quitosana (D-

glucosamina e a N-acetil-D-glucosamina). A quitosana é caracterizada por conter 

um GD maior que 50% (se o GD é menor que 50%, temos a quitina), e esta 

propriedade indica o número de grupos amino (-NH2) livres na estrutura da 

quitosana [62,64,65]. Com relação ao peso molecular, a quitosana é 

categorizada em alto peso molecular (PM>150 kDa), baixo peso molecular 

(PM<50 kDa) e médio peso molecular (PM=50-150 kDa), tendo valores que vão 

de 3,8 a 2000 kDa [66]. 

Com relação à solubilidade, a quitosana é insolúvel em água e em grande 

parte dos solventes orgânicos. É uma base fraca, e os grupos amino primários 

da quitosana apresentam pKa aproximadamente entre 6,2 - 7,0, fazendo com 

que este polímero seja insolúvel em soluções neutras e alcalinas. Em soluções 
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ácidas, os grupos amina são protonados (-NH3
+) (Figura 2.4), gerando uma 

repulsão entre as cadeias carregadas positivamente, que permite a difusão das 

moléculas de água, solubilizando o polímero. Nestas condições, a quitosana 

torna-se um polieletrólito catiônico solúvel em soluções diluídas de ácidos 

inorgânicos (HCl, HNO3, HBr, HClO4) e de ácidos orgânicos (ácido acético, ácido 

cítrico, ácido láctico) com baixos valores de pH (abaixo de seu pKa). A presença 

de uma alta densidade de cargas (uma carga positiva em cada unidade D-

glucosamina, em C2) e de hidroxilas (OH) distribuídas na matriz polimérica (C3 e 

C6) permite um grande número de modificações químicas, podendo interagir com 

diferentes moléculas, possibilitando a ocorrência de carboxilação, 

quartenização, fosforilação, formação de complexo eletrolítico, formação de 

derivados da quitosana, e, portanto, estão diretamente relacionadas às diversas 

propriedades e aplicações do polímero [64,65,67–69]. 

 

 

Figura 2.4 - Estrutura da quitosana com os grupos amino ativos, após sua 

protonação em condições ácidas [70]. 

 

A quitosana apresenta propriedades como hidrofilicidade, 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e não-toxicidade. Devido à sua carga 

positiva, os grupos amino funcionalmente ativos também são responsáveis pela 

atividade antibacteriana e antifúngica da quitosana. Ademais, por conta da sua 

origem natural e múltiplas possibilidades de aplicações, tais como em filmes, 

blendas, recobrimentos, compósitos, sistemas de liberação de fármacos, 

partículas, tem atraído a atenção da comunidade científica e de indústrias [70, 

71]. 
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2.3.1.1 Atividade antimicrobiana da quitosana 

Allan & Hadwiger (1979) [72] foram os primeiros a reportarem que a 

quitosana e seus derivados possuem efeitos antimicrobianos. Apesar do caráter 

antimicrobiano da quitosana e seus derivados já ter sido demonstrado em 

diversos estudos anteriores, o mecanismo de interação entre a quitosana e os 

microrganismos não é totalmente compreendido [73]. 

O primeiro e mais aceito mecanismo para a ação antimicrobiana da 

quitosana, envolve as interações eletrostáticas entre a estrutura policatiônica da 

quitosana e os componentes aniônicos presentes na superfície celular 

bacteriana. De acordo com o tipo de bactéria, as interações ocorrem de maneiras 

diferentes. Nas bactérias Gram-positivas, os peptidoglicanos da parede celular 

são hidrolisados, gerando fragmentação na estrutura da membrana, levando ao 

vazamento de componentes intracelulares. No caso das bactérias Gram-

negativas, a quitosana pode promover alterações na permeabilidade do 

envelope externo, promovendo um desequilíbrio osmótico. Estas alterações 

prejudicam o transporte de nutrientes essenciais para o interior da célula, até a 

morte da célula bacteriana [68,74]. Raafat et al. (2008) [75] observaram, por meio 

de microscopia eletrônica de transmissão, alterações estruturais nas células de 

Staphylococcus simulans 22, após contato com a quitosana carregada 

positivamente. Concluíram que a potencial perda de lipídeos da membrana 

resultou em uma sequência de eventos, levando, finalmente à morte da célula 

bacteriana. 

Um outro possível mecanismo de ação sugere que, ao transpor a parede 

celular, as moléculas de quitosana (de baixo peso molecular ou nanopartículas) 

se ligam ao DNA do microrganismo, impedindo a síntese do RNA mensageiro 

(RNAm), impossibilitando, portanto, a síntese de proteínas e enzimas essenciais 

para a sua sobrevivência. Em contrapartida, quitosana com alto peso molecular 

e partículas maiores, podem formar uma camada impermeável na superfície da 

célula, afetando o transporte de constituintes vitais da célula bacteriana [73,74]. 

Liu e colaboradores [76] observaram, através de microscopia confocal, a 

presença de oligômeros de quitosana no interior da bactéria Escherichia coli. 

Juntamente com esta deposição da quitosana na célula, pode ocorrer a quelação 
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de metais e nutrientes também essenciais à sobrevivência do microrganismo 

[77]. 

Uma vez que estes mecanismos são baseados na interação eletrostática, 

infere-se que, quanto maior o número de aminas catiônicas, maior será a 

atividade antimicrobiana da quitosana [77]. Entretanto, também existem outros 

fatores que podem afetar a ação antimicrobiana da quitosana, tais como pH, 

temperatura, peso molecular, grau de desacetilação e o tipo de microrganismo 

[78]. 

 

2.3.1.2 Método de Gelificação Ionotrópica 

Nanopartículas de quitosana podem ser produzidas por uma variedade de 

métodos, incluindo electrospraying, coacervação, nanoprecipitação, micelas 

reversas, spraydrying, gelificação ionotrópica [71]. A gelificação ionotrópica (ou 

gelificação iônica) foi descrita pela primeira vez por Calvo et al. (1997) [79], e se 

destaca por ser um processo atóxico, livre de solventes orgânicos, onde a 

suspensão de nanopartículas é obtida de forma rápida e branda, e apresenta 

boa capacidade de retenção de proteínas e fármacos, sendo muito utilizado para 

sistemas de liberação controlada. 

Este método consiste numa reação espontânea entre polímeros 

carregados positivamente, por exemplo, a quitosana catiônica, e um agente 

reticulante polianiônico, geralmente o tripolifosfato pentassódico (TPP), 

formando um complexo polieletrolítico (PEC). Este complexo é estabilizado pela 

interação eletrostática entre os grupos NH3
+ da quitosana com os grupos O- do 

TPP, conforme demonstrado na Figura 2.5. De forma prática, a quitosana é 

dissolvida numa solução aquosa de ácido fraco, de forma que os grupos amina 

são protonados e a quitosana se torna catiônica (R-NH2 + H+ → R-NH3
+). O TPP 

é adicionado à solução por gotejamento controlado sob agitação, e quando o 

complexo é formado, estruturas tridimensionais na forma de nanopartículas 

gelatinosas precipitam. A razão molar entre a quitosana e o TPP e as interações 

efetivas são cruciais para controlar o diâmetro médio e a distribuição de 

tamanhos das partículas [62,80]. 
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Figura 2.5 - Representação das estruturas e interações presentes nas 

nanopartículas de quitosana-TPP. Adaptado de [81]. 

 

2.3.1.3 Nanopartículas de quitosana-TPP como material encapsulante 

Nanopartículas de quitosana obtidas por gelificação iônica têm sido 

relatadas na literatura como material encapsulante a fim de carregar compostos 

ativos como óleos essenciais e fármacos [11].  

Duse et al. (2018) [82] desenvolveram nanopartículas de quitosana 

carregadas com curcumina, a fim de melhorar seu efeito terapêutico contra 

tecidos tumorais. Caracterizações físico-químicas revelaram partículas de 

aproximadamente 415nm e eficiência de encapsulação de 73%, e os testes in 

vitro revelaram que as NPs foram capazes de destruir as células tumorais. 

Ahmadi et al. (2018) [11] encapsularam o óleo essencial da planta 

Satureja hortensis em nanopartículas de quitosana/TPP via técnica de 

gelificação iônica, e investigaram seu efeito acaricida. Obtiveram uma alta 

eficiência de encapsulação (96%) e tamanho médio de partículas de 

aproximadamente 192nm. As NPs melhoraram a longevidade da atividade letal, 

quando comparadas com o óleo essencial puro, com uma significante diferença 

na performance contra o ácaro Tetranychus urticae. 



22 
 

 
 

O objetivo do estudo de Yadav & Yadav (2021) [83] foi desenvolver um 

sistema de entrega (drug delivery) baseado em nanopartículas carregadas com 

proteínas/peptídeos com a finalidade de conduzir moléculas terapêuticas ao 

pulmão. Com este propósito, nanopartículas de quitosana foram preparadas por 

gelificação iônica, carregadas com a proteína BSA (bovine serum albumin). Os 

tamanhos das partículas, bem como a eficiência de encapsulação obtidos se 

encontram entre 193 ± 44,97nm e 336 ± 94,63nm, e 80,73 ± 6,37% e 92,34 ± 

1,72%, respectivamente. Foi concluído que as nanopartículas preparadas por 

este método são adequadas para a aplicação proposta, sem degradação da 

proteína durante seu processo de fabricação. 

 

2.3.2 Própolis e seu potencial antimicrobiano 

A própolis é uma resina produzida pelas abelhas a partir de substâncias 

resinosas retiradas de folhas, cascas de plantas, brotos, etc., e alterada 

posteriormente pela adição de secreções salivares e ceras para revestimento e 

proteção da colmeia [84]. É um composto natural com notáveis propriedades 

antivirais, antifúngicas, antibacterianas, anti-inflamatórias e antioxidantes devido 

à sua alta concentração de flavonóides [85]. É extensivamente utilizado em 

produtos alimentícios e farmacêuticos, para melhora da saúde e prevenção de 

doenças, incluindo inflamações, diabetes, doenças cardíacas e câncer [86]. 

De modo geral, a própolis contém 50-60% de resinas e bálsamos, 30-40% 

de ceras, 5-10% de óleos essenciais, 5% de grão de pólen, além de pequenas 

quantidades de vitaminas (B1, B2, B6, C e E) e microelementos como alumínio, 

cálcio, estrôncio, ferro, cobre, manganês [87,88]. 

A composição química da própolis é bastante complexa e variada, e está 

intimamente relacionada com a ecologia da flora de cada região de origem. Mais 

de 300 compostos já foram identificados na própolis, e, de modo geral, a sua 

composição química inclui flavonóides (como a quercetina), ácidos fenólicos 

(como o ácido caféico), ésteres, aldeídos fenólicos, cetonas, terpenóides e 

fenilpropanóides, aminoácidos, polissacarídeos, hidrocarbonetos, ácidos graxos, 

entre outros compostos.  
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Os flavonóides são compostos polifenólicos, e sua estrutura básica é 

formada por um núcleo fundamental de 15 átomos de carbono arranjados em 

três anéis na forma C6-C3-C6. Variações no estado de oxidação do anel central 

de pirano, resultam nas diversas classes de flavonóides.  A Figura 2.6 apresenta 

a estrutura química das principais classes dos flavonóides [89]. 

 

 

Figura 2.6 - Estrutura química dos principais tipos de flavonóides [89]. 

 

O potencial biológico da própolis se deve ao sinergismo que ocorre entre 

os muitos constituintes, entretanto, os compostos aromáticos, em especial os 

flavonóides e os ácidos fenólicos são considerados os mais ativos, e à eles que 

são atribuídas as propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-

inflamatórias [8].  

Os flavonóides, ácido caféico, ácido benzóico e ácido cinâmico 

provavelmente agem na membrana ou parede celular dos microrganismos, 

causando danos funcionais e estruturais. A atividade antibacteriana e antifúngica 

da própolis é baseada na degradação da membrana celular, que inicia com a 

perda de íons de potássio e posterior autólise celular.  [90]. A quercetina é um 

flavonóide frequentemente encontrado em todos os tipos de própolis, que causa 

um aumento da permeabilidade da membrana, gerando perda de material 

celular. Nessas circunstâncias, a motilidade bacteriana é reduzida a zero, e a 

capacidade de transporte da membrana e a síntese de trifosfato de adenosina 

(ATP) são perdidas [90]. 
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Segundo Sharaf et al. (2013) [91], os autores foram os primeiros a 

desenvolver um estudo destinado a construir uma base científica para a 

produção de tecidos de algodão com atividade antimicrobiana e outras 

propriedades úteis, fazendo uso da própolis como proposta de estratégia “verde”. 

O tecido foi modificado com uma solução aquosa de extrato de própolis, 

avaliando diferentes tipos de agentes reticulantes e catalisadores; o tecido foi 

imerso na solução de própolis, e posteriormente submetido aos rolos de um lab 

padder para melhor impregnação e eliminação do excesso de solvente. Os 

tecidos foram secos em 85°C, e o processo de cura se deu à 140°C. A atividade 

antimicrobiana dos tecidos foi avaliada frente às bactérias Escerichia coli e 

Staphylococcus aureus pelo método de difusão em disco, e obtiveram halos de 

inibição de até 20mm para E. coli e 27mm para S. aureus. 

Woo et al. (2015) [86] modificaram filtros com extrato de semente de 

toranja (GSE) e extrato de própolis, e avaliaram sua atividade antimicrobiana, 

para aplicação em filtros de ar. Os extratos foram depositados nos filtros pelo 

método de nebulização, na forma de partículas. Bioaerossóis da bactéria S. 

aureus foi forçada através do filtro pelo mesmo método da impregnação, e a taxa 

de inativação foi determinada, apresentando valores similares para GSE e 

própolis, na faixa de 92,1-100%, 75,2-89,1% e 54,4-75,5% para números de 

colônias de 103, 104 e 105 UFC/ml, respectivamente. 

Apesar das inúmeras propriedades, a aplicação prática da própolis ainda 

é considerada limitada, principalmente na indústria alimentícia, devido à sua 

baixa solubilidade em água, forte aroma, sabor amargo, baixa solubilidade em 

água, e baixa estabilidade térmica [88,92]. Neste sentido, a encapsulação surge 

como uma potencial abordagem alternativa para proteger os compostos da 

própolis e mascarar suas propriedades sensoriais desagradáveis, além de 

melhorar sua resistência às condições ambientais, permitindo expandir suas 

áreas de uso. 

No estudo desenvolvido por Paulo et al. (2021) [88], foram produzidas 

micropartículas carregadas com extrato de própolis a partir do método de dupla 

emulsificação e evaporação do solvente, utilizando três matrizes poliméricas 

diferentes: etilcelulose, PLGA e PCL. O extrato de própolis foi microencapsulado 
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com sucesso nas três matrizes, com 99,0 ± 1,0% de eficiência de encapsulação 

(baseado na presença de compostos fenólicos) para etilcelulose, 98,6 ± 0,4% 

para PLGA, e 98,9 ± 0,6% para PCL. Já a distribuição do tamanho de partículas 

foi de 4,6 ± 0,3µm, 3,4 ± 0,4µm e 3,3 ± 0,5µm para etilcelulose, PLGA e PCL, 

respectivamente. 

Ong et al. (2017) [93] avaliaram formulações de nanopartículas de 

quitosana contendo própolis, preparadas pelo método de gelificação iônica, e 

avaliaram sua atividade antibacteriana em biofilmes de Enterococcus faecalis, 

bactéria associada a infecções hospitalares. Os autores obtiveram tamanhos 

médios de partículas entre 125,7 ± 0,53 – 512,3 ± 15,4nm, e eficiências de 

encapsulação de 77,65% a 91,43%. Além disso, a formulação escolhida foi 

capaz de inibir a formação de biofilmes de E.  faecalis, e reduziu o número de 

bactérias no biofilme em, aproximadamente, 90%. 

Como visto, diante da possibilidade de encapsular a própolis como um 

composto ativo no interior de matrizes poliméricas, é possível explorar melhor 

suas inúmeras e eficazes propriedades. Portanto, de modo a obter benefícios à 

saúde pública, alinhado com a proposta de utilizar processos e materiais 

sustentáveis, este trabalho buscou desenvolver partículas submicrométricas de 

quitosana contendo própolis, por encapsulação, para futura aplicação em meios 

filtrantes e outras matrizes funcionais. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Síntese das nanopartículas de quitosana contendo própolis 

As nanopartículas de quitosana contendo própolis foram preparadas de 

acordo com o método de gelificação ionotrópica descrito por Calvo et al. (1997) 

[79] com algumas modificações, conforme o esquema da Figura 3.1.  

Para a síntese das nanopartículas foram utilizados: quitosana de 

caranguejo comercial, com grau de desacetilação de 71%, e massa molar de 

336.000 g/mol (Polymar Ciência e Nutrição S/A); ácido acético glacial, massa 

molar de 60,05 g/mol (Qhemis); tripolifosfato de sódio, massa molar de 367,86 

g/mol (Synth); extrato alcoólico de própolis verde 17% (Apis-Brasil); álcool etílico 

absoluto P.A 99,8%, massa molar de 46,07 g/mol (Êxodo Científica). 

 

 

Figura 3.1 - Esquema do processo de síntese das nanopartículas por gelificação 

ionotrópica a) solubilização da quitosana em solução aquosa de ácido acético; 

b) adição do extrato de própolis por gotejamento na solução de quitosana; c) 

adição da solução de TPP por gotejamento sob agitação vigorosa para formação 

das nanopartículas. 
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Inicialmente, a quitosana em pó foi dissolvida em uma solução de ácido 

acético 1%, tendo sido mantida sob constante agitação por 24h para completa 

solubilização, obtendo-se uma solução de quitosana com concentração final de 

0,5%. O extrato alcoólico de própolis 17% foi ajustado com etanol para 

concentrações de 0,5mg/ml, 1mg/ml e 1,5mg/ml, e para cada amostra, foi 

adicionado ao gel de quitosana por gotejamento. Esta nova solução foi mantida 

sob agitação por 1h. Em seguida, o tripolifosfato (TPP) foi solubilizado em água 

destilada, obtendo-se uma solução de concentração 0,5%. 

A formação dos complexos polieletrolíticos foi realizada a partir da adição 

da solução de TPP 0,5% na solução de quitosana-própolis via drop wise 

(gotejamento lento e contínuo), sob agitação vigorosa, utilizando o Ultra-Turrax 

IKA® T18 basic, numa rotação de 7000 rpm, em temperatura ambiente. Após a 

adição completa do volume de TPP, a suspensão obtida foi mantida sob agitação 

por 30 min, e submetida a um banho de ultrassom (equipamento de banho 

ultrassônico Elmasonic S 60(H), 37kHz de frequência e 150W de potência 

efetiva) por mais 30 min.  

As suspensões de partículas obtidas foram centrifugadas por 20min, a 

14000 rpm. O sobrenadante foi removido, e as partículas foram ressuspendidas 

em água destilada. As suspensões foram armazenadas em recipientes de vidro, 

e submetidas ao banho de ultrassom por 15min antes de cada caracterização. 

Seguindo esta metodologia, foram sintetizadas 12 amostras variando-se 

a concentração de própolis (0,5-1,5mg/ml) e a razão mássica entre quitosana 

(QUI) e TPP (2:1, 3:1, 4:1, 5:1). As amostras obtidas estão apresentadas na 

Tabela 3.1. 

Após a síntese, a concentração de cada suspensão foi ajustada para 

10mg/ml de sólidos (1% m/v). Este valor foi determinado com base em testes 

antimicrobianos preliminares realizados pela autora. 
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Tabela 3.1 - Amostras das nanopartículas de quitosana com própolis 

encapsulado. Para a nomenclatura das amostras, foi utilizada a sigla (X:1-YP), 

em que (X:1) indica a razão QUI:TPP e YP a concentração (Y) de própolis (P). 

Amostra Nomenclatura 
Razão mássica 

QUI:TPP 
Concentração Própolis 

[mg/ml] 

1 2:1-0,5P 2:1 0,5 

2 2:1-1P 2:1 1 

3 2:1-1,5P 2:1 1,5 

4 3:1-0,5P 3:1 0,5 

5 3:1-1P 3:1 1 

6 3:1-1,5P 3:1 1,5 

7 4:1-0,5P 4:1 0,5 

8 4:1-1P 4:1 1 

9 4:1-1,5P 4:1 1,5 

10 5:1-0,5P 5:1 0,5 

11 5:1-1P 5:1 1 

12 5:1-1,5P 5:1 1,5 

 

Para a análise gravimétrica, 4ml de cada amostra foi pesada em placas 

de Petri, em triplicata. As placas foram mantidas em estufa a 40°C para completa 

evaporação da água presente na suspensão. Após 24h, as placas foram 

pesadas novamente, a fim de obter a massa seca. A concentração das amostras 

foi calculada através da Equação 3.1, onde C corresponde a concentração, mseca 

corresponde à massa seca, e V corresponde ao volume da suspensão. Uma vez 

determinada a concentração inicial de cada suspensão, estas foram ajustadas 

para a concentração de interesse (10mg/ml). 

 

                                       𝐶 =  
𝑚𝑠𝑒𝑐𝑎

𝑉
                                                     (3.1) 
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3.2 Impregnação das nanopartículas de quitosana contendo própolis no 

filtro comercial 

Com a finalidade modificar um filtro comercial de ar para que este tenha 

efeito biocida, as nanopartículas de quitosana/própolis foram adicionadas ao 

filtro por imersão. 

O meio filtrante utilizado neste estudo foi o filtro celulósico PFI 25-11, da 

Ahlstrom Munksjo Filtration and Performance/Louveira-SP. 

O filtro foi cortado em retângulos de 12cm2 e em círculos com diâmetros 

de 5cm, a fim de preparar amostras para os testes microbiológicos e de filtração, 

respectivamente. 

Para a impregnação das NPs, 5ml da suspensão, de concentração 

10mg/ml, foi adicionado em placas de petri, em triplicatas. As amostras de filtros 

foram introduzidas nas placas, e permaneceram imersas por 30min, conforme 

Figura 3.2. Posteriormente, as amostras foram mantidas em estufa, a 30°C, por 

24h, para remoção do solvente. Uma vez secas, as amostras foram mantidas em 

dessecador até a realização dos testes. O volume da suspensão utilizado na 

etapa de imersão foi determinado pela autora a partir de testes preliminares.  

 

 

Figura 3.2 - Imersão do filtro comercial na suspensão para impregnação das 

nanopartículas. 
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3.3 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (ζ) 

Com a finalidade de verificar os tamanhos das partículas de própolis 

encapsulada em quitosana, foi utilizada a técnica de caracterização Espalhamento 

Dinâmico de Luz (Dynamic Light Scattering – DLS), a qual fornece a distribuição de 

tamanhos de partículas em suspensão, bem como a amplitude de dispersão destas 

por meio do índice de polidispersividade (PDI). Medidas do potencial zeta são um 

indicativo da estabilidade das partículas suspensas em um líquido, e estas foram 

obtidas por espalhamento de luz eletroforético (ELS).   

Para a determinação dos tamanhos médios das nanopartículas, índices 

de polidispersividade (PDI) e potenciais ζ de cada suspensão, as amostras foram 

analisadas no sistema Zeta Potencial Analyzer ZetaSizer Nano ZS ZEN 36000 

(Malvern Instruments), na Embrapa Instrumentação (São Carlos). Todas as 

medidas foram realizadas em triplicatas. 

 

3.4 Eficiência de Encapsulação (EE%) 

Para determinar a eficiência de encapsulação, utilizou-se o método 

descrito por Woisky & Salatino (1998) [94], que baseia-se na quantificação dos 

flavonóides totais presentes no extrato de própolis, e os flavonóides presentes 

nos sobrenadantes das amostras, após etapa de centrifugação. Segundo Bag et 

al. (2015) [95], estudos relatam que a quercetina, um dos flavonóides presentes 

na própolis, é uma referência adequada para quantificar flavonóides totais. A 

metodologia adotada já foi validada por estudos anteriores do grupo de pesquisa. 

A técnica utilizada para quantificar os flavonóides é realizada por 

espectroscopia UV-Vis, utilizando cloreto de alumínio (AlCl3). O cátion alumínio 

(solução AlCl3 0,5%) forma complexos estáveis com os flavonóides em etanol 

[flavonóide – Al]2+, que absorvem em comprimentos de onda bem maiores do 

que o flavonóide sem a presença do agente complexante.  Este desvio para 

maiores comprimentos de onda, chamado desvio batocrômico e intensificação 

da absorção, faz com que a leitura em espectrofotômetro seja feita em 425nm, 

absorção bem superior aos complexos formados com outros componentes, 

como os ácidos fenólicos por exemplo, evitando interferências nas medidas. A 
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Figura 3.3 (a) ilustra a formação do complexo [flavonóide – Al]2+, enquanto a 

Figura 3.3 (b) mostra o desvio batocrômico [96]. 

 

 

Figura 3.3 - (a) Formação do complexo [flavonóide - Al]2+. As cores nos tubos 

indicam a mudança de amarelo suave (antes da complexação) para amarelo 

intenso (após reação com AlCl3) [96]. (b) Desvio batocrômico do complexo 

[flavonóide - Al]2+ [97]. 

 

3.4.1 Determinação da curva de calibração 

A curva de calibração, ou curva padrão de quercetina, relaciona a 

absorbância das amostras com a concentração de flavonóides presente em cada 

uma. Para a obtenção da curva, deve-se gerar uma corrida analítica para cada 

uma das concentrações conhecidas. O fluxograma ilustrado na Figura 3.4 

representa as etapas experimentais para a construção da curva. 
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Figura 3.4 - Fluxograma da metodologia para a obtenção da curva de calibração. 

 

Inicialmente, foi preparada uma solução padrão de quercetina (50µg/ml), 

dissolvendo a quercetina em etanol 40% (EtOH 40%). A partir da solução padrão, 

foram obtidas soluções etanólicas de quercetina (brancos), e soluções 

compostas pela quercetina e o agente complexante cloreto de alumínio (AlCl3) 

0,5%, nas concentrações de 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20µg/ml. Cada solução, 

preparada em balão volumétrico de 25ml, foi agitada e deixada em repouso por 

30min, para completa reação, e posteriormente, foram medidas as absorbâncias, 

para o comprimento de onda de λ=425nm (comprimento de onda máximo de 

absorção da quercetina). Todas as medidas foram realizadas em triplicatas em 

um espectrofotômetro UV-Vis (Varian, Cary 50 UV-Visible Spectrophotometer), 

no Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa-UFSCar). A partir dos 

valores de absorbância obtidos, foi possível plotar um gráfico de concentração 

(µg/ml) em função dos valores de absorbância (λ=425nm). A partir da curva, foi 

obtida a equação da reta por regressão linear, e o coeficiente de correlação (R2).  
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3.4.2 Determinação do teor de flavonóides totais 

A Figura 3.5 ilustra o procedimento utilizado para a quantificação do teor 

de flavonóides totais no extrato de própolis, baseado na quantidade de 

quercetina. 

 

 

Figura 3.5 - Fluxograma da metodologia para determinação do teor de 

flavonóides totais. 

 

Uma alíquota do extrato de própolis 17%, contendo 125mg de sólidos foi 

adicionada em um béquer com 20ml de etanol 40% (EtOH 40%) e colocada sob 

agitação por 15 minutos. A solução foi transferida para um balão volumétrico de 

25ml, cujo volume foi completado com EtOH 40%. Esta solução foi filtrada, e 

uma alíquota de 5ml foi transferida para um balão volumétrico de 50ml, e seu 

volume completado com EtOH 40%. Finalmente, duas alíquotas de 10ml foram 

transferidas para dois balões volumétricos de 25ml. O primeiro balão teve seu 

volume completado com EtOH 40% (solução branco), e ao segundo foi 

adicionado 2ml de solução de cloreto de alumínio a 0,5%, completando seu 

volume final também com a solução etanólica 40% (amostra). Após 30 minutos 

de repouso, a absorbância da amostra foi medida em espectrofotômetro UV-Vis 

a 425nm contra a solução branco. Este procedimento foi realizado em triplicata. 
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A partir da equação da reta, obtida em 3.4.1, e dos valores de absorbância 

obtidos, obtém-se o teor de flavonóides totais, expresso em miligrama de 

quercetina por grama de própolis (mg/g). 

 

3.4.3 Determinação da Eficiência de Encapsulação (EE%) 

A concentração de flavonóides livres no sobrenadante das amostras após 

centrifugação é um indicativo do teor de própolis que não foi encapsulada nas 

nanopartículas de quitosana. Esta concentração foi obtida utilizando-se a última 

etapa do procedimento descrito no item 3.4.2. Uma alíquota de 10ml do 

sobrenadante da amostra foi adicionada ao primeiro balão volumétrico de 25ml, 

tendo seu volume completado com EtOH 40%. No segundo balão foi adicionado 

10ml do sobrenadante com 2ml de AlCl3 0,5%, e seu volume completado com 

EtOH 40%. Após 30 minutos, foi medida a absorbância, em λ=425nm, em 

espectrofotômetro UV-Vis. 

Uma vez obtido o conteúdo total de flavonóides no extrato de própolis 

utilizado, e o conteúdo de flavonóides livres no sobrenadante, é possível estimar 

a quantidade de própolis incorporada nas partículas de quitosana a partir do 

cálculo da eficiência de encapsulação (EE%) de cada amostra, de acordo com a 

Equação 3.2. 

 

                                                               𝐸𝐸% =
𝐶𝑡−𝐶𝑠

𝐶𝑡
× 100                                             (3.2) 

 

Sendo: 

Ct a concentração de flavonóides total; 

Cs a concentração de flavonóides livres no sobrenadante. 

 

3.5 Microscopia eletrônica de alta resolução (MEV-FEG) 

Para analisar a morfologia das partículas bem como sua distribuição nas 

fibras que compõem o filtro, foram feitas imagens de microscopia eletrônica de 
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alta resolução, em modo SE (elétrons secundários), das nanopartículas, do filtro 

branco comercial (branco) e dos filtros impregnados com as nanopartículas. 

Antes das análises, as amostras foram recobertas com uma fina camada de 

ouro. Utilizou-se o microscópio eletrônico de varredura FEI Magellan 400L, no 

Laboratório de Caracterização Estrutural (LCE) da Universidade Federal de São 

Carlos (UFSCar).  

O tamanho médio das partículas a partir das imagens foi determinado 

utilizando para tanto o software de análise de imagens ImageJ. 

 

3.6 Espectroscopia na região do Infravermelho (FTIR) 

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier é utilizada 

para determinar a estrutura de moléculas, a partir de espectros padronizados 

que fornecem informações estruturais [98]. 

Neste trabalho, a FTIR foi utilizada com a finalidade de caracterizar a 

estrutura molecular das amostras individuais e identificar as interações entre os 

constituintes das nanopartículas. A análise foi realizada em modo de reflexão 

total atenuada (ATR) no espectrômetro Nicolet 6700 FT-IR da Thermo Fisher 

Scientific, na faixa de comprimento de onda de 4000 a 400cm-1, no Departamento 

de Engenharia de Materiais (DEMa – UFSCar). 

 

3.7 Análises Microbiológicas 

Com o intuito de avaliar a atividade antimicrobiana dos meios filtrantes 

modificados com as nanopartículas, foram realizados testes in vitro no 

Departamento de Morfologia e Patologia (DMP-UFSCar), sob a supervisão do 

Professor Doutor Clovis Wesley Oliveira de Souza. 

Para as análises microbiológicas, foram utilizadas o cultivo de bactérias 

gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e o cultivo de bactérias 

gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922). Estas bactérias são comumente 

utilizadas em análises microbiológicas.  
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Para cada teste, as bactérias foram cultivadas em caldo TSB (Tryptic Soy 

Broth), sendo inoculadas a 37°C por 24h. A suspensão de bactérias resultante 

foi submetida à centrifugação de 4000 g por 15 minutos e o sobrenadante foi 

descartado. O sedimento foi ressuspendido em solução salina tampão fosfato 

(PBS), e a turbidez do inóculo foi ajustada, para a escala 0,5 McFarland, a fim 

de obter uma concentração de 108 UFC/ml. A obtenção da concentração de 

acordo com a escala 0,5 foi corroborada em espectrofotômetro, por meio da 

medida da absorbância, que deve ser o mais próximo de 0,112, no comprimento 

de onda de 600nm (de acordo com a curva de calibração previamente obtida no 

Laboratório de Morfologia e Patologia, DMP-UFSCar).  

Foram realizadas quatro análises microbiológicas: o Método de Difusão 

em Disco, Método de Poços, a avaliação da Concentração Mínima Inibitória 

(MIC) e o Método de Contato, o qual partiu-se de uma concentração da ordem 

de 106 UFC/ml. O método de contato segue a especificações da JIS Z 2801:2010 

(Japanese Industrial Standard, Antibacterial products – Test for antimicrobial 

activity and efficacy). 

 

3.7.1 Método de Difusão em Disco e Método de Poços 

O método de difusão em disco, ou Teste de Kirk Bauer, foi reportado por 

Bauer et al. (1966) [99]. Neste teste, o material em análise é depositado no meio 

de cultura contendo a suspensão bacteriana, tendo a atividade antimicrobiana 

do material analisada, de forma qualitativa, pela presença (ou não) de um halo 

de inibição. O ágar Mueller Hinton é o meio de cultura padrão recomendado pela 

OMS para esta análise. 

Inicialmente, preparou-se o ágar Mueller Hinton, segundo as 

especificações do fabricante. O pó do Mueller Hinton foi diluído em água 

destilada e aquecido em micro-ondas até completa solubilização. A solução foi 

esterilizada em autoclave, à 121°C por 15 minutos. Em seguida, foi resfriada em 

banho até 50°C, distribuída em placas de Petri, e após solidificação, mantida em 

geladeira até o uso. 
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As suspensões padronizadas das bactérias S. aureus e E. coli 

(preparadas conforme supracitado no tópico 3.7) foram espalhados por toda a 

superfície do meio de cultura, com o auxílio de uma swab esterilizado. Em 

seguida, as amostras de filtros (controle e modificados com as nanopartículas) 

foram depositadas sobre o ágar, em contato direto com a suspensão bacteriana. 

As placas foram levadas à incubadora, e permaneceram por 24h à 37°C. Após 

o período de incubação, foi realizada análise visual para verificar a presença do 

halo de inibição. 

No método de poços, a preparação e distribuição do ágar Mueller Hinton 

e do cultivo bacteriano nas placas foram realizadas da mesma forma que no 

método de difusão. Após distribuição dos cultivos de bactérias sobre o meio de 

cultura, poços de 8mm de diâmetro foram feitos no ágar com auxílio de um 

perfurador de metal esterilizado. Em cada poço, adicionou-se 25µl das 

suspensões de nanopartículas, e após 24h em incubadora a 30°C, foi verificado 

se houve a formação do halo de inibição. 

 

3.7.2 Determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

A concentração mínima inibitória, ou “Minimum Inhibitory Concentration” 

(MIC) indica a concentração mínima de um agente antimicrobiano capaz de inibir 

o crescimento de determinada bactéria (efeito bacteriostático). O procedimento 

para a determinação da MIC envolve a diluição seriada em caldo em uma 

concentração definida do agente antimicrobiano em análise frente a um inóculo 

padronizado da cepa teste. Por outro lado, quando deseja-se determinar a 

Concentração Mínima Bactericida, ou “Minimum Bactericidal Concentration” 

(MBC), ou seja, a concentração mínima do agente antimicrobiano capaz de 

matar ou lesar irreversivelmente as bactérias, utiliza-se as subculturas das 

amostras da análise MIC, as quais são distribuídas em um meio de cultura, e 

inoculado. Se houver crescimento de colônias nas concentrações em que na 

MIC foram consideradas eficazes, o efeito foi apenas bacteriostático, e não 

bactericida. Se não houver crescimento de colônias, tem-se a MBC [100,101].  
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Para determinar a MIC das nanopartículas, foi utilizado o método de 

microdiluição em placa com 96 poços. A placa foi dividida em duas; na primeira 

metade duas amostras pré-selecionadas de nanopartículas agiram contra S. 

aureus, enquanto na segunda metade, as mesmas duas amostras foram 

analisadas frente a E. coli. O esquema de distribuição da placa é ilustrado na 

Figura 3.6.  

 

 

Figura 3.6 - Esquema da placa de diluição em poços para determinação da MIC. 

 

Para o preparo da placa, alíquotas de 100µl do meio de cultura Mueller 

Hinton (previamente preparado conforme instruções do fabricante) foram 

distribuídas nos poços das fileiras A-G. Em seguida, alíquotas de 100µl de cada 

amostra, na concentração de 10mg/ml, foram distribuídas nos poços da fileira A. 

A partir da fileira A, a diluição seriada ao longo da placa foi realizada com o 

auxílio de uma micropipeta multicanal, com a qual o meio foi homogeneizado, e 

metade do volume destes poços (100µl) foram transferidos para a fileira abaixo, 

e assim sucessivamente, até a fileira G, na qual, após a homogeneização, 

metade do volume de cada poço foi descartado, garantindo a concentração 
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mínima analisada. Finalmente, uma alíquota das suspensões bacterianas foi 

adicionada em cada poço. Os testes foram realizados em triplicatas. 

A fileira H foi utilizada como controle, tendo os três primeiros e os três 

últimos poços preenchidos somente com o meio Mueller Hinton (controle 

negativo), e os restantes preenchidos com alíquotas das respectivas suspensões 

de bactérias (controle positivo para crescimento bacteriano). Após 

preenchimento dos poços, a placa foi incubada a 37°C por 24h. 

Após o período de incubação, foi realizado o teste colorimétrico, 

adicionando em cada poço 10µl de solução de resazurina 0,01%. Após um tempo 

para reação, foi feita a leitura visual dos resultados; a coloração azul indica 

inibição bacteriana, e a coloração rosa indica atividade bacteriana. 

Para verificar se as concentrações em que houveram inibição também 

estavam agindo como bactericida, uma alíquota dos poços foi adicionada numa 

placa contendo ágar TSA (Tryptic Soy Agar), e incubada em 37°C por mais 24h. 

Após o período de incubação, foi feita leitura visual para verificar o crescimento 

ou não de colônias no meio. 

 

3.7.3 Método de Contato 

Esta metodologia é um teste quantitativo que identifica a redução 

bacteriana frente ao agente antimicrobiano. Neste teste, os filtros impregnados 

ficam em contato direto com a suspensão bacteriana, a fim de verificar a redução 

da concentração bacteriana. Para tanto, é realizada a uma distribuição de 

concentrações seriadas e logarítmicas da suspensão bacteriana no meio de 

cultura, após o contato com o agente antimicrobiano em análise. O crescimento 

das colônias de bactérias é então correlacionado com a performance bactericida 

do material [102].  

Para este teste, a suspensão bacteriana da cepa S. aureus foi preparada, 

conforme supracitado no item 3.7, e diluída para obtenção de 106 UFC/ml. 

Inicialmente, preparou-se o meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA), 

segundo as especificações do fabricante. O pó do TSA foi diluído em água 

destilada, e aquecido em micro-ondas até completa solubilização. Após 
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esterilização em autoclave (121°C por 15 minutos), este meio de cultura foi 

resfriado até 50°C, e distribuído em placas de Petri. Após resfriamento e 

solidificação, as placas foram mantidas em geladeira até o uso. 

As amostras para este teste consistiram em filtros, com área de 4cm2; 

filtros brancos (controle) e filtros impregnados com NPs, todos em triplicata 

(Figura 3.7). 

 

 

Figura 3.7 - Amostras dos filtros em placas de Petri, contendo uma alíquota da 

suspensão bacteriana, antes da incubação (amostras em triplicatas: filtros 

brancos, sem NPs (primeira coluna), filtros com NPs 3:1-1,5P (segunda coluna) 

e filtros com NPs 4:1-1,5P (terceira coluna). 

 

Estes filtros foram inicialmente esterilizados em capela com fluxo laminar, 

com luz UV, por 15min de cada lado. Uma alíquota de 100µl da suspensão 

bacteriana foi adicionada em cada filtro, e, a fim de garantir que não haja 

nenhuma perda, um recorte plástico de 25 cm2 foi colocado em cima e embaixo 

dos mesmos. Estes sistemas, formados, portanto, por plástico-filtro-plástico, 
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foram depositados em placas de Petri individualmente, que por sua vez, foram 

encubados em câmara úmida e mantidos na incubadora por 6h a 30°C. 

Após o período de incubação, os sistemas plástico-filtro-plástico foram 

transferidos para tubos Falcon contendo 900µl de PBS, e submetidos à agitação, 

por 1 minuto, em agitador de tubos tipo vórtex (Figura 3.8). Mais duas diluições 

seriadas foram realizadas: 100µl da suspensão do tubo Falcon foram 

transferidos para um microtubo Eppendorf contendo 900µl de PBS, e a próxima, 

obtida da mesma forma. Em seguida, foi adicionado 100µl de cada suspensão 

(nas diferentes concentrações) nas placas contendo o ágar TSA. Cada 

suspensão foi espalhada com uma alça de Drigalski, até completa absorção. As 

placas foram levadas para incubadora, e mantidas a 37°C por 24h. Após este 

período, foi realizada a contagem das colônias formadas. O diagrama 

esquemático representado na Figura 3.8 ilustra a etapa final do método de 

contato, a partir da diluição seriada.  

 

 

Figura 3.8 - Diagrama esquemático da etapa final do método de contato. 
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O cálculo para determinar a quantidade final de bactérias, a partir do 

número de colônias formadas, foi feito da seguinte maneira: número de colônias 

na placa × a grandeza recíproca da diluição da amostra = UFC/ml para aquela 

amostra. Já a porcentagem da redução bacteriana (R) foi calculada através da 

Equação 3.3, sendo C0 a concentração bacteriana inicial (UFC/ml), e C a 

concentração bacterianas após incubação (UFC/ml). 

 

                                      𝑅(%) =
𝐶0−𝐶

𝐶0
× 100                                        (3.3) 

 

3.8 Testes de Filtração 

Os testes de filtração foram realizados no Laboratório de Controle 

Ambiental I do Departamento de Engenharia Química (DEQ-UFSCar). 

Com a finalidade de avaliar se a modificação dos meios filtrantes com as 

nanopartículas interferiu de alguma forma na sua qualidade da filtração, foram 

analisadas a eficiência de coleta e a permeabilidade dos filtros antes e depois da 

modificação. Para tanto, utilizou-se a unidade experimental ilustrada na Figura 

3.9. 

 

 

Figura 3.9 - Módulo experimental para os ensaios de filtração: linha SMPS.  
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O funcionamento desta linha se dá da seguinte maneira: um compressor 

de ar (1) fornece ar comprimido para o transporte de partículas na linha de 

filtração; este ar é limpo por filtros de purificação (2), que removem impurezas 

que possam estar contidas no ar. O gerador de partículas (3) é composto por um 

reservatório para armazenamento da solução. O contato entre o ar comprimido 

e a solução, a uma velocidade relativamente alta, produz a atomização desta 

solução. As gotas maiores da solução sofrem impactação inercial no bocal, e 

retornam ao reservatório, enquanto que a névoa de gotas menores segue na 

direção do escoamento de ar, e passa por um secador de difusão (4). As 

partículas secas alimentam a corrente de ar puro da linha principal, e se 

direcionam para a fonte neutralizadora de Kriptônio 85 (Kr 85) (5), utilizada para 

estabilizar as possíveis cargas eletrostáticas presentes nas partículas geradas. 

Em seguida, o ar contendo as partículas de aerossol passa pelo dispositivo de 

filtração (6), contendo o meio filtrante em análise, seguindo para o medidor de 

vazão (rotâmetro) (7). A contagem de partículas é realizada por duas sondas, 

uma instalada antes e outra depois do meio filtrante, ambas diretamente ligadas 

a uma válvula de 3 vias para acionamento manual, de acordo com a amostragem 

pretendida (a montante ou jusante do meio filtrante). A queda de pressão durante 

a filtração das partículas é medida por um manômetro digital (8). O ar contendo 

as partículas passa por um segundo neutralizador radioativo, de Amerício 241 

(Am 241) (9) antes de seguir para o contador de partículas. O Analisador de 

Partículas por Mobilidade Elétrica (SMPS – Scanning Mobility Particle Sizer) (10) 

faz a contagem das partículas amostradas por faixas de diâmetros do aerossol 

amostrado. O sistema SMPS é composto por um Analisador de Mobilidade 

Diferencial (DMA – Differencial Mobility Analizer) (11), e um contador de 

partículas (CPC - Condensation Particle Counter) (12). Primeiramente, as 

partículas passam por um impactador inercial, logo na entrada do equipamento, 

onde partículas maiores são removidas. As partículas menores seguem para o 

classificador eletrostático, onde se encontra o DMA, para que sejam separadas 

de acordo com a mobilidade elétrica. Uma pequena porção de partículas 

monodispersas segue para o contador CPC. Todo este sistema é conectado a 

um computador (13) para aquisição dos dados. 
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Para medir a permeabilidade dos filtros, uma corrente de ar limpo (sem a 

presença de aerossóis) é forçada a passar pelo meio filtrante, e medidas da 

queda de pressão em função da velocidade superficial que atravessa o filtro são 

coletadas. Para isso, variou-se a vazão de ar, monitorada por um rotâmetro, e 

os respectivos valores de queda de pressão (Pa) (provocados pela presença do 

filtro na corrente de ar) foram medidos por meio do manômetro digital acoplado 

à linha. O intervalo experimental para a vazão de ar foi de 0-10 L/min, baseado 

nos testes anteriores realizados pelo grupo de pesquisa. A partir da curva de 

queda de pressão resultante, foi possível calcular o coeficiente de 

permeabilidade. 

Para analisar a eficiência de coleta dos filtros, é realizada a contagem de 

partículas antes e após a passagem do fluxo de ar pelo filtro. A diferença entre 

as partículas na saída, com relação à entrada, refere-se à quantidade de 

partículas retidas no filtro. Sendo assim, para este teste, o gerador de partículas 

foi acionado, partindo-se de uma solução de NaCl, 0,1 g/l, e a vazão do ar 

manteve-se constante, em 1,5 L/min, por todo o período de análise. 

A permeabilidade e eficiência de coleta dos filtros modificados são 

comparadas com os resultados obtidos dos filtros puros, a fim de avaliar a 

influência da deposição dos agentes biocidas na eficiência do meio filtrante. 

Portanto, os dois testes foram realizados no filtro branco e nos filtros 

modificados, e todas as medidas foram realizadas em triplicatas. 

 

3.9 Análises Estatísticas 

Todas as medidas deste trabalho foram realizadas em triplicatas, e os 

valores obtidos foram expressos em média ± desvio padrão. Os resultados para 

tamanhos de partícula, eficiências de encapsulação e redução bacteriana (teste 

de contato) foram avaliados por análise de variância (ANOVA), e as diferenças 

entre as médias foram processadas pelo método de Tukey e confiança de 95% 

(p<0,05), através do software Minitab®18 Statistical Software. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Síntese das nanopartículas de quitosana contendo própolis 

A suspensão coloidal de nanopartículas de quitosana e própolis foi obtida 

pelo método de gelificação ionotrópica, conforme descrito no item 3.1. A Figura 

4.1 mostra o aspecto visual da solução de quitosana e das suspensões, para 

uma das concentrações de própolis (0,5mg/ml). Para as demais concentrações 

de própolis estudadas, o aspecto visual de suas respectivas suspensões foi 

semelhante aos apresentados na figura. 

 

 

Figura 4.1 - Aspecto visual da a) solução de quitosana e b) suspensões de 

nanopartículas. 

 

Sabe-se que a transparência de um meio é resultado da relação entre o 

tamanho das estruturas que o compõem com o comprimento de onda que o 

atravessa. Se as estruturas que compõem o meio apresentarem dimensões 

semelhantes ou maiores aos comprimentos de onda da luz incidente, maior a 

dispersão da luz no meio, e, portanto, menor a transparência.  

Para as suspensões obtidas, observa-se que, de modo geral, quanto 

menor a razão entre quitosana e TPP, maior a transparência da suspensão. 

Infere-se, portanto, que as suspensões mais transparentes apresentam menores 

tamanhos de partículas, permitindo a passagem da luz visível de forma mais 

regular.  
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4.2 Tamanho de partícula, Potencial Zeta (ζ), Eficiência de Encapsulação 

e Morfologia 

4.2.1 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (ζ) 

O tamanho dos sistemas nanoparticulados é um dos fatores mais 

significativos com relação à sua aplicabilidade. Quanto menor o tamanho das 

partículas, maior é a área superficial disponível para possíveis interações. No 

caso deste estudo, quanto menor o tamanho das partículas, menor as chances 

de obstrução dos poros do filtro, e maior a quantidade de sítios ativos disponíveis 

para agir contra os bioaerossóis. 

Para avaliar as dimensões das partículas em suspensão, bem como os 

índices de polidispersividade (PDI), foi utilizada a técnica de espalhamento 

dinâmico de luz (Dynamic Light Scattering – DLS). Esta técnica de caracterização 

físico-química determina a distribuição de tamanhos de partículas em suspensão, 

utilizando o método de dispersão de partículas num líquido juntamente com medidas 

ópticas através da difração de laser. Durante a análise, é também medida a 

amplitude da dispersão das partículas, sendo fornecido o coeficiente 

adimensional Índice de Polidispersividade (PDI). Valores de PDI ≤0,1 

representam distribuições altamente monodispersas. Já valores superiores a 0,4 

indicam uma distribuições de tamanho de partículas polidispersas [103, 104]. 

Medidas do potencial zeta também foram obtidas, pelo mesmo 

equipamento (ZetaSizer), por meio da técnica de espalhamento de luz 

eletroforético (ELS), que mede a velocidade da partícula em suspensão como 

resposta a aplicação de um campo elétrico, e a converte em potencial zeta. A 

determinação do potencial zeta é um bom mecanismo para determinar a 

estabilidade de uma suspensão, uma vez que corresponde a uma medida da 

magnitude da repulsão ou atração eletrostática entre as partículas suspensas 

em um líquido. Em módulo, conforme a magnitude do ζ aumenta, a repulsão 

eletrostática presente no sistema também se torna maior, indicando uma 

suspensão mais estável. Normalmente, esta medida varia de -100mV e +100mV, 

indicando a magnitude de atração ou repulsão eletrostática entre as partículas 

dispersas no meio. De forma geral, altos valores de potencial zeta (superiores a 

+30mV ou inferiores a -30mV) indicam uma suspensão estável, enquanto que 
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baixos valores (acima de -30mV e abaixo de +30mV) indicam instabilidade 

coloidal. Um potencial zeta zero, ou ponto isoelétrico da suspensão indica que a 

suspensão atingiu sua máxima instabilidade [105]. 

A Tabela 4.1 apresenta os valores médios dos tamanhos das partículas, 

índices de polidispersividade e potenciais zeta de cada amostra. 

 

Tabela 4.1 - Tamanhos médios das partículas, índices de polidispersividade 

(PDI) e potenciais zeta. 

Formulação Tamanho médio (nm) PDI Potencial ζ (mV) 

2:1-0,5P 771,17 ± 120,83 c d 0,58 ± 0,11 15,93 ± 0,15 f 

2:1-1P 765,93 ± 22,39 c d 0,88 ± 0,18 12,93 ± 0,15 f 

2:1-1,5P 836,53 ± 162,42 d 0,75 ± 0,32 13,73 ± 0,67 f 

3:1-0,5P 332,75 ± 27,22 a 0,34 ± 0,07 31,7 ± 0,98 d e 

3:1-1P 587,11 ± 31,78 b c 0,51 ± 0,38 27,13 ± 0,06 e 

3:1-1,5P 392, 55 ± 15,03 a b 0,43 ± 0,06 29,47 ± 0,68 e 

4:1-0,5P 484 ± 48,69 a b 0,25 ± 0,26 36,2 ± 4,78 b c d 

4:1-1P 552,87 ± 16,09 b 0,22 ± 0,09 38,3 ± 0,44 a b c 

4:1-1,5P 457,04 ± 17,78 a b 0,32 ± 0,04 41,17 ± 2,93 a b 

5:1-0,5P 496,32 ± 39,21 a b 0,41 ± 0,08 39,2 ± 1,23 a b c 

5:1-1P 535,3 ± 37,28 b 0,37 ± 0,08 43,97 ± 0,76 a 

5:1-1,5P 510,25 ± 76,03 a b 0,24 ± 0,12 35,4 ± 3,11 c d 

Letras diferentes nas colunas representam diferença significativa entre as 

médias (p<0,05). 

 

Inicialmente, observou-se que as amostras com razão QUI:TPP de 2:1 

apresentaram os maiores tamanhos de partículas, acima de 700nm, e valores 

altos de PDI, entre 0,58 e 0,88, indicando certa heterogeneidade na distribuição 

dos tamanhos destas amostras. Somado a estes fatores, os potenciais zeta 

destas amostras apresentam valores baixos (<30mV), indicando instabilidade 
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das respectivas suspensões. Visando a aplicação em matrizes funcionais como 

os meios filtrantes, estas propriedades físicas não são tão interessantes. 

Partículas grandes, além de apresentarem uma área superficial ativa menor, 

podem levar a obstrução dos poros dos filtros, impossibilitando a passagem de 

ar, enquanto que partículas menores são preferíveis por apresentarem maior 

biodisponibilidade dos compostos ativos presentes nas formulações e, portanto, 

melhor eficácia. 

Para cada uma das diferentes razões entre quitosana e TPP, variando-se 

a concentração de própolis de 0,5 à 1,5mg/ml de própolis, observou-se que os 

tamanhos das partículas não apresentaram diferenças significativas, tendo 

valores estatisticamente semelhantes. Com isso, a princípio, inferiu-se que o 

fator mandatório que define o tamanho das partículas é a interação entre a 

quitosana e o agente de reticulação (TPP). Neste caso, exceto para as amostras 

de razão QUI:TPP de 2:1, conforme esta razão diminui (ou seja, de 3:1 para 5:1), 

os tamanhos das partículas aumentam. Esta tendência também foi observada 

por Koukaras et al. (2012) [62]. Eles avaliaram diferentes razões entre quitosana 

e TPP para a formação de nanopartículas por gelificação iônica. A quitosana 

utilizada possuía GD de 75% e massa mola de 350.000g/mol, valores próximos 

ao da quitosana utilizada no presente trabalho (GD=71% e MM=336.000g/mol). 

Como resultados, obtiveram tamanhos médios de partículas semelhantes aos 

obtidos neste estudo, sendo as razões de 3:1 e 4:1 as que resultaram em 

menores tamanhos de partículas (396 ± 10nm e 342 ± 8nm, respectivamente). 

As formulações que apresentaram menores tamanhos médios de 

partículas foram 3:1-0,5P (332,75 ± 27,22nm), 3:1-1,5P (392,55 ± 15,03nm) e 

4:1-1,5P (457,04 ± 17,78nm). Além disso, todas as demais formulações 

apresentaram valores de PDI entre 0,22 e 0,51, sugerindo que elas são 

monodispersas. 

A estabilidade das partículas em suspensão é afetada pelo seu potencial 

zeta. Conforme a magnitude do potencial zeta aumenta (em módulo), maior a 

repulsão eletrostática entre as partículas. Nanopartículas de quitosana 

apresentam potencial zeta positivo devido às características catiônicas das 

moléculas de quitosana. Com exceção da amostra 3:1-1P, que também 
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apresentou um potencial zeta menor que +30mV, as demais amostras 

manifestaram valores entre 29,47 ± 0,68mV e 43,97 ± 0,76mV. Novamente, 

observou-se que a variação da concentração de própolis não afetou os valores 

de potenciais zeta, uma vez que para cada uma das razões QUI:TPP, os valores 

em mV mostraram-se estatisticamente semelhantes entre si. 

 

4.2.2 Eficiência de Encapsulação (EE%) 

Para determinar a eficiência de encapsulação, ou seja, quantificar a 

porcentagem do composto ativo incorporado nas nanopartículas de quitosana, 

inicialmente faz-se necessário obter uma curva de calibração, que relaciona a 

resposta e a concentração conhecida do analito. A curva padrão de quercetina 

obtida está apresentada no Apêndice A, e a Equação 4.1 é a equação da reta 

obtida. Nessa equação, y é o valor de absorbância e x a concentração de 

quercetina na solução, em µg/ml. 

 

                                           y = 0,0742 x + 0,0326                                     (4.1) 

 

A partir da Equação 4.1 e dos valores de absorbância obtidos por 

espectroscopia UV-Vis, foi possível determinar o teor de flavonóides totais (Ct) 

presentes na solução etanólica de própolis utilizada em cada amostra, expresso 

em mg de quercetina por g de própolis. A Tabela 4.2 mostra os resultados 

obtidos para a determinação do teor de flavonóides totais para cada 

concentração de própolis: (Ct, 0.5: 0,5mg/ml, Ct, 1: 1mg/ml, Ct, 1.5: 1,5mg/ml). As 

medidas foram realizadas em triplicata, e os valores apresentados na Tabela 4.2 

representam as médias dos resultados. 

 

Tabela 4.2 - Teor de flavonóides totais para cada concentração de própolis 

utilizada. 

y x (µg/ml) Ct (mg/g) Ct, 0.5 (µg/ml) Ct, 1 (µg/ml) Ct, 1.5 (µg/ml) 

0,72 9,3 46,53 23,26 46,53 69,8 
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O mesmo procedimento descrito acima foi utilizado para determinar o teor 

de flavonóides presentes no sobrenadante (Cs) de cada uma das amostras. Por 

fim, a eficiência de encapsulação foi calculada, pela Equação 3.2, e os resultados 

estão apresentados na Tabela 4.3. 

Os resultados de eficiência de encapsulação variaram entre 65,41% e 

82,9%, sendo que amostras com maiores tamanhos de partículas apresentaram 

os maiores valores de EE%. Ong et al. (2017) [93] avaliaram a atividade 

antibacteriana de formulações de nanopartículas de quitosana e própolis contra 

biofilmes de Enterococcus faecalis, e obtiveram valores de eficiências de 

encapsulação próximos, variando entre 77% e 91%. 

 

Tabela 4.3 - Tamanhos médios de partículas e eficiências de encapsulação. 

Formulação Tamanho médio (nm) EE% 

2:1-0,5P 771,17 ± 120,83 c d 81,21 ± 0,52 a b 

2:1-1P 765,93 ± 22,39 c d 82,90 ± 0,93 a 

2:1-1,5P 836,53 ± 162,42 d 79,25 ± 0,27 c 

3:1-0,5P 332,75 ± 27,22 a 67,95 ± 1,24 f 

3:1-1P 587,11 ± 31,78 b c 79,34 ± 0,16 b c 

3:1-1,5P 392, 55 ± 15,03 a b 78,06 ± 0,10 c 

4:1-0,5P 484 ± 48,69 a b 71,42 ± 0,50 e 

4:1-1P 552,87 ± 16,09 b 71,29 ± 0,21 e 

4:1-1,5P 457,04 ± 17,78 a b 75,56 ± 0,18 d 

5:1-0,5P 496,32 ± 39,21 a b 65,41 ± 0,54 g 

5:1-1P 535,3 ± 37,28 b 68,76 ± 0,31 f 

5:1-1,5P 510,25 ± 76,03 a b 71,90 ± 1,18 e 

Letras diferentes nas colunas representam diferença significativa entre as 

médias (p<0,05). 
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 Duas formulações foram escolhidas, tendo como base uma boa relação 

entre as propriedades físico-químicas avaliadas até aqui, tais como tamanho de 

partícula, PDI, potencial zeta e eficiência de encapsulação. A Figura 4.2 mostra 

um gráfico que correlaciona o tamanho médio de partículas das amostras com 

seus respectivos valores de EE%. 

Nota-se na Figura 4.2 que, as formulações que apresentaram uma melhor 

relação entre tamanho e eficiência são as 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, ou seja, exibiram 

tamanhos médios de partículas baixos enquanto que os valores de EE% foram 

altos. Além disso, estas amostras apresentaram baixos valores de PDI (0,43 e 

0,32 respectivamente) e valores de potenciais zeta iguais ou maiores que +30 

mV (29,47 ± 0,68mV e 41,17 ± 2,93mV respectivamente), como já apresentado 

na Tabela 4.1. 

 

 

Figura 4.2 - Gráfico de relação entre os tamanhos médios de partículas e 

eficiências de encapsulação. 

 

Diante disso, as análises discutidas nos tópicos subsequentes, inclusive 

os testes antimicrobianos e modificações do meio filtrante, foram realizadas para 

estas duas formulações de nanopartículas: NPs 3:1-1,5P e NPs 4:1-1,5P. 
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4.2.3 Microscopia eletrônica de alta resolução (MEV-FEG) 

A análise morfológica foi realizada em duas etapas: primeiramente, 

avaliou-se a morfologia e tamanhos das partículas isoladas, e em seguida, 

avaliou-se a morfologia e distribuição das partículas já impregnadas no meio 

filtrante. A Figura 4.3 apresenta as imagens de MEV das nanopartículas de 

formulações 3:1-1,5P e 4:1-1,5P em duas concentrações (uma mais concentrada 

e outra mais diluída). 

A partir das imagens obtidas, foi possível verificar o formato relativamente 

esférico das nanopartículas, para ambas formulações, típico de nanopartículas 

de quitosana. Observou-se também que, para a concentração de 10 mg/ml, as 

partículas encontram-se bem próximas, e a presença de alguns aglomerados 

(indicados pelas setas amarelas). Entretanto, de forma geral, ambas as amostras 

não apresentaram diferenças significativas em sua morfologia. Pan et al. (2020) 

[106] obtiveram partículas de quitosana/TPP com morfologia muito semelhante 

à obtida neste trabalho, assim como Ahmadi et al. (2018) [11], cujas partículas 

eram de quitosana/TPP com óleo essencial de Satureja hortensis encapsulado. 

Ao analisar as micrografias das partículas, observou-se que estas 

apresentaram tamanhos inferiores àqueles dados pelo DLS. Utilizando o 

software Image J, duzentas medidas de diâmetro das nanopartículas foram 

coletadas de cada amostra, e o resultado da distribuição dos tamanhos estão 

apresentados nos histogramas da Figura 4.3 (c) e (f). A amostra 3:1-1,5P 

apresentou diâmetro médio de 73 ± 15nm enquanto a amostra 4:1-1,5P 

apresentou diâmetro médio de 51 ± 5nm. Esta diferença no tamanho das 

nanopartículas obtidas pelas técnicas de DLS (392, 55 ± 15,03nm e 457,04 ± 

17,78nm) e MEV, podem ser atribuídas a perda de estabilidade da suspensão 

de nanopartículas e consequente aglomeração. Na Figura 4.3 (a), é possível 

notar dois grupos de aglomerados, indicados pelas setas amarelas, com 

tamanhos entre 300–450nm. De fato, a preparação das amostras para 

microscopia foi realizada imediatamente após a síntese, enquanto que as 

medidas de DLS foram realizadas aproximadamente 120 horas após a síntese. 

Neste momento, as suspensões apresentavam precipitados, e foram submetidas 

à banho de ultrassom de 15 minutos antes das medidas. 
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Figura 4.3 - MEV-FEG das partículas (a) 3:1-1,5P, 10mg/ml, (b) 3:1-1,5P, 

0,01mg/ml, (d) 4:1-1,5P, 10mg/ml, (e) 4:1-1,5P, 0,01mg/ml. Histogramas (c) 3:1-

1,5P e (f) 4:1-1,5P. 
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Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2020) [107]. Em 

seu estudo, própolis vermelha foi encapsulada em PLGA, e o diâmetro 

hidrodinâmico médio, dado por DLS, foi de 224,23 ± 18,87nm, enquanto o 

diâmetro médio determinado a partir das imagens de microscopia foi de 69 ± 

36nm. Segundo os autores, essa diferença já era esperada, uma vez que o 

diâmetro hidrodinâmico revelado pela técnica DLS, reflete não somente o 

diâmetro da partícula em si, mas também a camada de dipolo elétrico aderida à 

sua superfície. Além disso, as medidas em DLS são feitas em suspensão, 

enquanto as microscopias são realizadas nas amostras secas. A quitosana, 

polímero hidrofílico, possui capacidade de absorção de água e podem inchar em 

solução, assim como o PLGA. Desta forma, além dos aglomerados serem 

mensurados como partículas únicas, a técnica DLS tende a indicar maiores 

tamanhos de partículas. 

Apesar do processo de gelificação iônica ser relativamente simples, ele 

requer muito controle dos parâmetros envolvidos, sejam eles químicos (pH, 

concentração, razão quitosana/TPP, massa molecular, grau de desacetilação) 

ou experimentais (temperatura, taxa e tipo de agitação, taxa de adição do TPP). 

O pouco conhecimento da relação entre estes parâmetros dificulta o controle do 

processo em relação às propriedades desejadas.  

Diante disso, para uma análise mais minuciosa dos resultados obtidos, o 

pH das soluções foi determinado e a razão molar teórica entre a quitosana e o 

TPP foi calculada (exemplo do cálculo para a determinação da razão molar 

encontra-se no Apêndice B). Estes e os demais parâmetros utilizados neste 

trabalho encontram-se na Tabela 4.4. 

Os dados iniciais de concentrações das soluções e razões mássicas entre 

a quitosana e o TPP foram definidos a partir de trabalhos prévios envolvendo 

encapsulação de ativos em quitosana [11,61,110] e visando o desenvolvimento 

de processos escalonáveis para futuras aplicações, que requerem grandes 

volumes de produção [109]. 
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Tabela 4.4 - Razões mássica e molar entre quitosana e TPP, concentrações e 

pH das soluções de quitosana e TPP, e tamanhos de partículas resultantes 

imediatamente após a síntese. 

Amostra 2:1-1,5P 3:1-1,5P 4:1-1,5P 5:1-1,5P 

Razão mássica QUI:TPP 2:1 3:1 4:1 5:1 

Razão molar NH3
+ : O- * 1:1.1 1.4:1 1.8:1 2.2:1 

Concentração quitosana 
(mg/ml) 

5 5 5 5 

Concentração TPP (mg/ml) 5 5 5 5 

pH (qui) 3.5 3.5 3.5 3.5 

pH (TPP) 5.0 5.0 5.0 5.0 

Tamanho médio (nm) - 73 ± 15 51 ± 5 - 

*Exemplo de cálculo da razão molar teórica encontra-se no Apêndice B. 

 

Rázga et al. (2016) [110] desenvolveram um estudo correlacionando 

esses parâmetros, e avaliaram os impactos destes no tamanho e estabilidade 

das partículas. Ao avaliarem o efeito do pH, compararam sistemas com 

conformação estendida da quitosana (pH=3.5) com sistemas em que a 

conformação da quitosana era enrolada (pH=6.0), e obtiveram tamanhos de 

partículas de 50 ± 10nm e 380 ± 10nm, respectivamente. Dentre a variedade de 

fatores que influenciam na obtenção das partículas, o grau de ionização (α) dos 

grupos amino da quitosana é especialmente importante, e diretamente 

relacionado ao pH da solução de quitosana. O pH determina a conformação das 

cadeias da quitosana ao alterar a acessibilidade e a disponibilidade dos grupos 

amino para a reticulação iônica.  A quitosana completamente protonada exibe 

uma conformação “estendida”, em pH≤3.5, e apresenta uma mudança de 

conformação gradual conforme o pH se aproxima do pKa≈6.5 da quitosana, em 

que atinge uma conformação “enrolada” ou “enovelada” [110]. Bugnicourt et al. 

(2014) [111] também avaliaram a influência do pH no tamanho médio das 

partículas, e obtiveram partículas entre 80 e 170nm, aumentando o pH de 4.0 

para 5.5. Portanto, o efeito da razão entre a quitosana e o TPP é claramente 
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dependente do pH, para uma dada massa molecular e grau de desacetilação, 

uma vez que o pH determina a quantidade de grupos amino  para a reação [112]. 

Em vista disso, é possível entender os tamanhos das partículas 

imediatamente após a síntese, determinados pelas imagens de microscopia. O 

pH da solução de quitosana era de 3.5, ou seja, as cadeias da quitosana 

encontravam-se na conformação mais estendida, e seus grupos NH3
+ 

completamente protonados e disponíveis para interação, estado favorável à 

formação de partículas pequenas e organização compacta. Mesmo após a 

adição da solução de própolis, o pH manteve-se baixo (pH=4.45), possivelmente 

alterando minimamente a conformação das cadeias da quitosana. Diante disso, 

infere-se que as partículas resultantes conforme a adição de TPP, apresentaram 

tamanhos pequenos (visualizadas em MEV), anteriormente à formação de 

aglomerados (posteriormente detectados em DLS). 

Ao avaliarem a concentração das soluções, Rázga et al. (2016) [110] 

confirmaram que esta influencia a estabilidade da suspensão e taxa de 

precipitação das partículas, mantendo os demais parâmetros constantes. 

Soluções de quitosana e TPP de 0,5mg/ml resultaram em partículas estáveis de 

380 ± 70nm, enquanto que soluções de 5mg/ml (mesma concentração utilizada 

neste trabalho), apresentaram aglomerados de partículas e sedimentação 

destas. De acordo com Qun et al. (2006) [113], soluções de quitosana acima de 

1,5mg/ml apresentam fortes ligações de hidrogênio intermoleculares e 

interações hidrofóbicas que quebram o equilíbrio entre as forças de atração e 

repulsão eletrostática entre as partículas na solução, induzindo a agregação das 

partículas formadas e precipitação. Nesta concentração, considerada a 

concentração crítica, a solução de quitosana passa do regime diluído, em que 

as moléculas se encontram separadas, com baixa probabilidade de interação, 

para semi-diluído, em que as moléculas se encontram mais próximas. Acima 

dela, no regime concentrado, ocorre uma interpenetração das cadeias 

poliméricas. Além disso, o tamanho das partículas também tende a aumentar 

com o aumento da concentração, devido à esta aproximação das cadeias (uma 

alta concentração envolve um maior número de cadeias numa mesma partícula) 

[112,113]. 
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Segundo Bugnicourt et al. (2014) [111], para uma mesma concentração 

(avaliaram a concentração de 5mg/ml), a quantidade de TPP pode restringir o 

aumento no tamanho das partículas. Na amostra 4:1-1,5P, a quantidade de 

moléculas de TPP é menor que a quantidade presente na amostra 3:1-1,5P. 

Provavelmente, essa menor quantidade de moléculas disponíveis para interagir 

com as moléculas de quitosana pode resultar em menores tamanhos de 

nanopartículas, podendo reduzir a taxa de possíveis interações entre as 

partículas, responsáveis pela aglomeração. Por outro lado, os resultados obtidos 

por Rázga et al. (2016) [110] sugerem que, até uma certa razão entre os grupos 

NH3
+ e O- (5,3:1 até 2,1:1), o fator dominante no tamanho das partículas é a 

conformação da quitosana no processo de reticulação, onde a conformação 

enovelada (para pH > 5.5) e a blindagem de contra-íons favorecem o TPP. As 

partículas obtidas em pH=6.0, variando a razão molar até 2,1:1, apresentaram 

tamanhos médios em torno de 400nm. Aumentando a quantidade de TPP, de 

2,1:1 até 1,4:1, observaram a formação de agregados na faixa de 460-970nm e 

subsequente separação de fases. Este fenômeno foi atribuído ao alcance de 

uma concentração crítica de TPP na solução sobre a quitosana, acima da qual 

uma intensa reticulação entre as partículas, via TPP, ocorreu, levando à 

aglomeração. Este comportamento também foi observado por Rampino et al. 

(2013) [114], bem como no presente trabalho. 

É possível observar na Tabela 4.4, que todas as formulações utilizadas 

neste trabalho se encontram nesta faixa em que a quantidade de TPP 

provavelmente supera a concentração crítica e pode influenciar em uma 

reticulação entre as partículas, e, consequentemente, na formação de 

aglomerados. Além disso, para as formulações em que a razão mássica utilizada 

foi de 2:1, a quantidade de íons O- superou a quantidade de íons NH3
+. Esta 

condição refletiu diretamente nos tamanhos dos aglomerados, identificados pela 

técnica DLS (Tabela 4.3), que alcançaram tamanhos médios na faixa de 300-

900nm, aproximadamente, semelhantes aos resultados supracitados em [110].  

A aglomeração contínua das partículas em suspensão reflete diretamente 

na estabilidade coloidal da mesma. A Figura A.1 no Anexo A mostra o impacto 

da razão molar entre os grupos NH3
+ e O- nos tamanhos das partículas, e 
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consequentemente, na estabilidade destas em suspensão. Partículas de razão 

molar 4,5:1 mostram-se estáveis ao longo do tempo, enquanto que, após 

aproximadamente 4h da síntese, as partículas de razão molar 1,4:1 começam a 

aglomerar, e após cerca de 9h, estas sedimentam [110]. Estes dados corroboram  

a falta de instabilidade observada nas amostras aqui obtidas, devido à presença 

de precipitação, notada visualmente após 1 dia da síntese. Além disso, como já 

observado na Figura 4.1, mesmo pouco tempo após a síntese, as suspensões 

com maior teor de TPP apresentavam maior opalescência, já indicando maiores 

tamanhos de partículas (ou aglomerados de partículas), como observado 

também por [114]. 

Após a modificação dos meios filtrantes com as amostras de 

nanopartículas, novas imagens foram obtidas, a fim de visualizar a presença e 

distribuição das nanopartículas nas fibras que compõem o filtro comercial. A 

Figura 4.4 apresenta estas imagens, em três magnificações, e em comparação 

com o filtro branco (sem nanopartículas). 

 As imagens que mostram o aspecto visual geral das fibras (mag. 300x) 

não aparentam diferenças significativas. Ao analisar uma fibra individual do filtro 

branco, é possível notar uma superfície lisa, com algumas ranhuras. Já nos filtros 

modificados, é possível notar as ranhuras da fibra e a presença das 

nanopartículas em suas superfícies. O filtro modificado com as nanopartículas 

de formulação 4:1-1,5P apresenta uma distribuição mais uniforme destas, em 

toda sua superfície. Já a fibra modificada com as nanopartículas 3:1-1,5P 

apresenta algumas regiões onde não foi verificada a presença de partículas. As 

fibras que compõem o filtro apresentaram diâmetros médios de 19 ± 7µm, 

dimensão bem superior aos diâmetros médios das partículas (73nm para NPs 

3:1-1,5P e 51nm para NPs 4:1-1,5P). Esta diferença é claramente corroborada 

pelas imagens, que mostram partículas bem pequenas distribuídas em uma 

grande superfície. Este pode ser um indicativo de que a modificação deste filtro 

pode não afetar, ao menos de forma significativa, as características iniciais do 

filtro sem modificação. 
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Figura 4.4 - MEV-FEG dos filtros a) branco, mag. 300x , b) branco, mag. 60000x, 

c) branco, mag. 120000x, d) modificado com 3:1-1,5P, mag. 300x, e) modificado 

com 3:1-1,5P, mag. 60000x, f) modificado com 3:1-1,5P, mag. 120000x, g) 

modificado com 4:1-1,5P, mag. 300, h) modificado com 4:1-1,5P, mag. 60000x, 

i) modificado com 4:1-1,5P, mag. 120000x. 

 

4.3 Espectroscopia na região do Infravermelho (FTIR) 

A técnica FTIR foi utilizada para caracterizar e identificar os grupos 

funcionais das amostras de nanopartículas, de forma a corroborar a reticulação 

entre a quitosana e o TPP, e avaliar a encapsulação de forma qualitativa. A 

Figura 4.5 revela os espectros de cada componente utilizado na síntese das 

partículas, e os espectros das nanopartículas. 
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Figura 4.5 - Espectros FTIR do extrato de própolis, quitosana, TPP, 

nanopartículas 3:1-1,5P e nanopartículas 4:1-1,5P. 

 

O espectro da própolis apresenta uma banda larga em 3445 cm-1, 

atribuída à vibração de estiramento de grupos hidroxilas (O-H), típico de 

compostos fenólicos. As absorções em 2925 cm-1 e 2856 cm-1 são atribuídas às 

vibrações de estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, de C-H de 

grupos alifáticos (CH2 e CH3). Já a banda em 2975 cm-1 indica estiramento de 

C-H em aromáticos. As bandas entre 1684 cm-1 e 1628 cm-1 são características 

da vibração de estiramento de C=O, presente numa grande quantidade de 

compostos aromáticos, tais como os flavonóides. Em 1590 cm-1 e 1440 cm-1 tem-

se estiramento de C=C, atribuídas também aos anéis aromáticos de flavonóides, 

como a quercetina. O espectro também revelou bandas intensas em 1258 cm-1, 

1164 cm-1 e 1033 cm-1, atribuídas às vibrações de estiramento da ligação C-O 

de polióis, ésteres e éteres aromáticos. Por fim, a banda presente em 835 cm-1 

indica vibração de deformação de C-H fora do plano. 
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De modo geral, os espectros para o extrato de própolis podem variar 

bastante, dependendo do tipo e da origem do extrato. Apesar disso, espectros 

semelhantes ao obtido neste estudo têm sido reportados na literatura, 

apresentando as principais bandas de absorção para a própolis. Sharaf et al. 

(2013) [91] e Zhang et al. (2018) [115] obtiveram em seus espectros bandas em 

3433 cm-1 e 3413 cm-1, respectivamente, atribuídas ao modo vibracional de 

estiramento do grupo O-H. O primeiro também relatou bandas entre 2927 cm-1 e 

2854 cm-1 atribuídas à vibração de estiramento assimétrico e simétrico de C-H 

em hidrocarbonetos, e o segundo obteve uma banda em 2981 cm-1, também 

atribuída ao estiramento de CH2. Silva et al. (2020) [107] encontraram bandas 

características entre 1680 cm-1 e 1630 cm-1, as quais são atribuídas a 

estiramento de C=O de carbonila e/ou grupos aromáticos. As vibrações de 

estiramento em C=C atribuída à compostos aromáticos, também foi reportada 

por diversos estudos envolvendo extrato de própolis [84,115–117]. Patil et al. 

(2015) [117] atribuíram a banda em 1250 cm-1 à fenóis (hidroxi-flavonóides). 

Bandas de absorção em torno de 1160 cm-1 foram atribuídas a vibrações de 

estiramento do grupo C-O em lipídeos, e de dobramento de C-OH de álcoois 

[118]. As bandas em 1152 cm-1 e 1030 cm-1 observadas nos espectros da 

própolis, correspondem, segundo Sharaf et al. (2013) [91] e Nascimento et al. 

(2019) [116], à vibrações de estiramento de C-O de ésteres e éteres, 

respectivamente. Nascimento et al. (2019) [116] também relatou uma banda em 

exatamente 835 cm-1, a qual foi atribuída à vibração de deformação de C-H. 

O espectro FTIR da quitosana apresenta uma banda larga entre 3640 cm-

1 e 3000 cm-1. Esta banda está associada a uma sobreposição de vibrações de 

estiramento de O-H do grupo hidroximetil (CH2-OH) e de N-H dos grupos amina 

I (R-NH2) e amida II, presentes na estrutura química da quitosana. Outra banda 

foi observada entre 3000 cm-1 e 2800 cm-1, característica de vibrações de 

estiramento da ligação C-H. A banda de absorção presente em torno de 1633 

cm-1 pode ser atribuída à -C-, relacionada com o grupo dos aminoacetilados, à 

presença do grupo NH2, ou ainda ao estiramento de C=O do grupo alcila de 

amidas. Em 1577 cm-1, encontra-se outra banda característica de vibrações de 

dobramento de N-H. As bandas 1374 cm-1 e 1315 cm-1 são características dos 
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grupos CH3 e C-O, respectivamente [119]. Uma banda bem intensa foi 

identificada no espectro da quitosana, entre 1130 cm-1
 e 860 cm-1, 

aproximadamente. Bandas nesta região são atribuídas às vibrações das ligações 

das estruturas de polissacarídeos: C-O, C-C, C-H. 

Ahmadi et al. (2018) [11] obtiveram uma banda larga no espectro da 

quitosana em torno de 3400 cm-1. Uma banda entre 3000 cm-1 e 2800 cm-1 

também foi obtida no estudo de Pan et al. (2020) [120], a qual foi atribuída à 

estiramentos em C-H. Yang et al. (2009) [121] atribuíram a banda em 1647 cm-1 

ao estiramento de N-H da amida I. Já Li et al. (2012) [122] também identificaram 

uma banda em 1647 cm-1, e a atribuíram ao estiramento de C=O do grupo acetil 

da amida I. Por outro lado, Sobreira et al. (2020) [119] observaram uma banda 

em 1639 cm-1, a qual foi atribuída à ligação -C- de aminoacetilados. Espectros 

da quitosana de outros estudos apresentaram bandas em 1595 cm-1 

(dobramento e estiramento de N-H), e em 1561 cm-1 (ligação C-N-H) [11,119]. 

Bandas intensas entre os comprimentos de onda 1130 cm-1 e 800 cm-1 também 

foram identificadas em outros espectros FTIR da quitosana, e atribuídos ao 

estiramento das ligações C-C, C-H e C-O [115,119]. 

A Tabela 4.5 sumariza as posições das bandas identificadas e suas 

atribuições para o extrato de própolis e quitosana. 

A atribuição das bandas de absorção do TPP foi a seguinte: bandas entre 

1212 cm-1 e 1078 cm-1 podem ser atribuídas ao estiramento de P=O, e a banda 

em 875 cm-1, estiramento de P-O juntamente com P-O-P. Os espectros obtidos 

nos estudos de Pan et al. (2020) [106] e Antoniou et al. (2015) [123], 

apresentaram bandas semelhantes, entre 1200 cm-1-1080 cm-1, e em 899 cm-1. 

Os espectros das nanopartículas para as duas formulações analisadas 

(3:1-1,5P e 4:1-1,5P) são bastante similares. As bandas em torno de 3400 cm-1 

características de estiramentos de O-H (para própolis e quitosana) e N-H 

(quitosana) aparecem nos espectros das NPs descoladas para em torno de 3000 

cm-1 e bem mais larga. Estas frequências vibracionais devem ter se acoplado, 

sendo um indicativo de estiramento de N-H e aumento significativo das ligações 

de hidrogênio intermoleculares [116]. As bandas em 1577 cm-1 e 1633 cm-1, 

referente às ligações N-H da quitosana foram deslocadas para 1531 cm-1 e 1625 
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cm-1, respectivamente. A presença das bandas em 1218, 1062 e 889 cm-1 nos 

espectros das NPs, referentes aos estiramentos de P=O, P-O e P-O-P sugerem 

que o TPP foi incorporado pela quitosana, corroborando as interações 

eletrostáticas entre eles. Além disso, as bandas abaixo de 790 cm-1 do TPP não 

aparecem nos espectros das NPs devido às restrições conformacionais geradas 

pela complexação [124]. 

 

Tabela 4.5 - Bandas de absorção identificadas nos espectros da própolis e 

quitosana, e seus respectivos modos de vibrações. 

Própolis Quitosana 

λ (cm-1) Modo vibracional λ (cm-1) Modo vibracional 

3445 Estiramento de O-H 
3640 - 3000 

Estiramento de O-H 

Estiramento de N-H 
2925 

Estiramento assimétrico 
de C-H 

2856 
Estiramento simétrico de 
C-H 

3000 - 2800 Estiramento C-H 

1684 Estiramento de C=O 
1633 

Estiramento de N-H 

Estiramento de C=O 1628 Estiramento de C=O 

1590 Estiramento de C=C 1577 Dobramento de N-H 

1440 Estiramento de C=C 1374 Estiramento de C-H 

1258 Estiramento de C-O 1315 Estiramento de C-O 

1164 Estiramento de C-O 

1130 - 860 

Estiramento de C-C 

Estiramento de C-H 

Estiramento de C-O 

1033 Estiramento de C-O 

835 Deformação de C-H 

 

Além do aumento das ligações O-H, o desaparecimento e/ou redução da 

intensidade das bandas entre aproximadamente 1500-1280 cm-1, referentes à 

estiramentos C=C, C-H e C-O, sugere interação entre a quitosana e a própolis, 

evidenciando a presença desta na composição [83]. Já o desaparecimento das 

bandas de absorção características de flavonóides, lipídeos e álcoois em 1684, 

1258, 1164 e 835 cm-1 , tendo sidos fundidos ou sobrepostos pelas bandas de 

absorção da matriz polimérica, sugere o encapsulamento da própolis [115,116].  
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4.4 Análises Microbiológicas 

Primeiramente, foi realizado um teste para avaliar a sensibilidade das 

cepas de bactérias gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas (E. coli) frente 

às nanopartículas depositadas nos filtros. Utilizando-se do método de difusão em 

disco, é possível observar um halo de inibição ao redor da amostra, caso o 

analito tenha atividade frente às bactérias em análise. Na Figura 4.6 estão 

apresentados os resultados dos Testes de Difusão. Na figura, a amostra de 

controle (branco) é representada pela letra “c”, e as siglas S.a. e E.c. indicam as 

cepas S. aureus e E. coli, respectivamente.  

 

 

Figura 4.6 - Placas de teste para o método de difusão (a) em disco e (b) poços. 

 

Observa-se que a Figura 4.6 (a) não apresentou halo de inibição para 

nenhum dos discos (filtros) contendo as nanopartículas indicadas. A fim de 

corroborar este resultado (que foi realizado em triplicata), foi realizado um teste 
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utilizando-se somente as nanopartículas na análise. Para isto, o Método de 

Poços foi utilizado. Nesta análise, o teste de difusão é feito, adicionando-se uma 

alíquota da suspensão de nanopartículas em poços previamente feitos no ágar 

com o auxílio de um perfurador de metal esterilizado. Após o período de 24h de 

incubação, as placas que compõem a Figura 4.6 (b) foram observadas. 

Novamente, nenhum halo de inibição foi observado, exceto um pequeno indício 

de formação de halo, para a suspensão de partículas 3:1-1,5P na placa de S. 

aureus.  

O princípio deste método baseia-se na difusão das nanopartículas através 

do ágar, levando à formação do halo de inibição, que por sua vez, apresenta um 

diâmetro inversamente proporcional à concentração mínima inibitória (MIC) do 

antimicrobiano. A quitosana, polímero hidrofílico, assim como a própolis, são 

substâncias capazes de difundir pelo ágar Mueller Hinton, e possuem atividade 

antimicrobiana comprovada. Neste caso, o fator limitante na utilização deste 

método, provavelmente foi a concentração de nanopartículas utilizada na 

análise. De fato, as concentrações das suspensões utilizadas neste primeiro 

momento foram de aproximadamente 2,2mg/ml para a amostra 3:1-1,5P, e 

0,7mg/ml para a amostra 4:1-1,5P, valores bem abaixo dos encontrados na 

literatura para nanopartículas semelhantes. 

A atividade antibacteriana de partículas de própolis foi analisada por 

Abdullah et al. (2019) [125] pelo método de difusão em disco para bactérias 

gram-positivas e gram-negativas. A suspensão de partículas, com 20mg/ml de 

concentração, resultou em halos de inibição de 17 ± 2,5mm para S. aureus e de 

8,3 ± 0,5mm para E. coli. Divya et al. (2017) [126] obtiveram nanopartículas de 

quitosana por gelificação iônica com tamanhos entre 20-70nm, e as avaliaram 

frente a diferentes bactérias. Como resultados, obtiveram halos de inibição de 

10,3mm para S. aureus, e de 9,6mm para E. coli, sendo as concentrações de 

NPs utilizadas para cada cepa de 30mg/ml e 50mg/ml, respectivamente.  

Diante disso, julgou-se necessário determinar a concentração mínima 

inibitória (MIC) para as nanopartículas, que é a concentração mínima necessária 

para inibir de fato o crescimento dos microrganismos. A Figura 4.7 mostra a placa 
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de 96 poços utilizada no método de microdiluição para a determinação da MIC, 

antes e depois do período de incubação.  

Na primeira parte da placa (lado esquerdo), demarcada na Figura 4.7 (b), 

foi analisada a ação das nanopartículas frente à S. aureus, e na segunda parte 

(lado direito), frente à E. coli. Os poços que apresentam coloração azulada são 

aqueles em que a inibição bacteriana ocorreu, para a concentração de 

nanopartículas, em mg/ml, indicada ao lado esquerdo de cada linha.  

 

 

Figura 4.7 - Avaliação da Concentração Mínima Inibitória (MIC). a) Placa 

imediatamente antes da incubação. b) Placa após 24h de incubação à 37°C. 

 

As NPs de formulação 3:1-1,5P inibiram o crescimento da S. aureus nas 

concentrações de 10, 5, 2,5mg/ml, tendo como concentração mínima 1,25mg/ml. 

Para as concentrações menores, apenas um poço de cada triplicata exibiu 
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coloração azul, enquanto os outros dois poços mantiveram a coloração rosada, 

não sendo possível portanto afirmar que houve inibição nestas concentrações. 

Já a formulação 4:1-1,5P apresentou MIC de 2,5mg/ml, tendo as concentrações 

mais baixas evidenciado crescimento bacteriano. De acordo com o resultado do 

diâmetro hidrodinâmico fornecido pela análise DLS, esta amostra tendeu a 

apresentar tamanhos médios de aglomerados maiores (457nm) que a 

formulação 3:1-1,5P (392nm). Esta menor área superficial disponível para 

interagir com os microrganismos pode ser responsável pelo maior valor de MIC 

para as NPs 4:1-1,5P. Por outro lado, frente à E. coli, nenhuma formulação 

apresentou inibição bacteriana para as concentrações avaliadas. 

Mascheroni et al. (2014) [127] avaliaram a MIC para partículas de 

quitosana e própolis obtidas via técnica de encapsulamento de membrana, e 

obtiveram concentração mínima de 0,8mg/ml frente S. aureus e de 1mg/ml para 

E. coli. Já Pereira, K.J.G (2020) [128] desenvolveu nanopartículas de 

quitosana/PLA contendo própolis, e obteve MICs de 5mg/ml e 10mg/ml para S. 

aureus e E. coli, respectivamente. 

Nori et al. (2011) [129], encapsularam própolis numa matriz de proteína 

isolada de soja e pectina, via coacervação, e a concentrações mínimas inibitórias 

das microcápsulas obtidas foram avaliadas frente a S. aureus e E. coli. Somente 

os microrganismos S. aureus foram afetados pela ação das microcápsulas de 

própolis, apresentando uma MIC em torno de 0,2-0,4mg/ml. Apesar de uma MIC 

bem menor que a do presente trabalho, também não foi identificada ação 

inibitória frente à cepa E. coli.  

De modo geral, as bactérias gram-positivas possuem um envelope 

relativamente simples, caracterizada pela presença de uma membrana celular 

citoplasmática circundada por uma parede celular relativamente porosa, 

permitindo uma maior difusão dos compostos ativos. Já a parede celular das 

bactérias gram-negativas é quimicamente mais complexa. Elas possuem uma 

camada externa adicional, constituída por fosfolipídeos, proteínas, e 

lipopolissacarídeos, com o propósito de manter a integridade da parede celular, 

sendo impermeável à maioria dos íons (Na, K, H) e moléculas polares não 

carregadas [107,129]. 
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A quitosana apresenta um largo espectro de atividade antimicrobiana, e 

sua eficiência frente aos microrganismos depende de inúmeros fatores, tais 

como o tipo de microrganismo, seu grau de desacetilação, e consequentemente, 

a densidade de cargas positivas (NH3
+), e até mesmo fatores ambientais [130]. 

Assim sendo, foi possível encontrar na literatura valores de MIC para partículas 

de quitosana de 0,085mg/ml, 0,225mg/ml, 30mg/ml, até mesmo 50mg/ml 

[126,131,132]. Com relação ao extrato de própolis, Ong et al. (2017) [108] 

explicam que a própolis possui carga superficial negativa, levando à uma 

interação mais fraca entre a sua superfície e as bactérias gram-negativas, devido 

à presença de forças repulsivas. Embora, de uma forma geral, o mecanismo de 

ação da própolis ainda não tenha sido completamente elucidado, a sua atividade 

frente aos microrganismos tem sido atribuída à sua complexa composição e 

sinergia entre suas substâncias ativas, como os já citados flavonóides, que 

dificultam os mecanismos de defesas dos microrganismos. Por conseguinte, os 

valores de MIC pra a própolis encontrados na literatura são relativamente baixos, 

em especial frente às cepas de bactérias gram-positivas; 0,075mg/ml [131], 

0,125mg/ml, 3,1mg/ml [107] para S. aureus, e 2,5mg/ml [128] para E. coli. 

Apesar de as NPs não terem apresentado atividade inibitória frente a cepa 

gram-negativa nas concentrações avaliadas, a MIC frente à S. aureus, de 

1,25mg/ml, determinada neste trabalho, encontra-se próxima e competitiva com 

os dados encontrados na literatura. Em comparação com a própolis pura, as 

nanopartículas de quitosana/própolis apresentaram atividade antibacteriana em 

uma concentração maior. Apesar de a quitosana também apresentar inibição 

frente a S. aureus, ela isoladamente pode não ser suficiente para atacar estes 

microrganismos nas concentrações avaliadas. Por sua vez, ela permite uma 

liberação controlada dos ativos da própolis com o tempo, o que pode justificar 

uma menor atividade antimicrobiana inicial, ao menos nas primeiras 24h, 

permitindo neste primeiro momento, o crescimento dos microrganismos. Lozano 

& Torres (2017) [133] também destacam que uma das vantagens do 

encapsulamento da própolis se deve a maior chance de as NPs penetrarem e 

agirem internamente na célula bacteriana, uma vez que a própolis é composta 

por substâncias hidrofóbicas com baixa permeação em meios aquosos. Estes 
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dados sugerem que um maior tempo de exposição das bactérias aos 

antimicrobianos encapsulados pode resultar em uma maior atividade, ou ainda, 

em menores concentrações necessárias para a inibição.  

Em face do exposto, avaliação da concentração mínima inibitória permitiu 

concluir que as NPs aqui desenvolvidas possuem ação antimicrobiana -fato que 

não foi possível confirmar apenas com o método de difusão-, além de determinar 

as concentrações mínimas nas quais estas nanopartículas são eficazes. Além 

disso, é possível aceder que a eficácia antimicrobiana dos agentes depende 

diretamente do tamanho das partículas, da sua concentração e do tempo de 

exposição aos microrganismos. 

De forma adicional, a fim de verificar se as concentrações inibitórias 

encontradas para as amostras frente à S. aureus também agem como 

bactericidas, uma alíquota de cada poço azul foi gotejada numa placa com ágar 

TSA, e incubada por mais 24h à 37°C. O resultado encontra-se na Figura 4.8.  

 

 

Figura 4.8 - Placa de teste rápido MBC. 

 

Enfim, após avaliar a atividade bacteriana das amostras de forma 

qualitativa, e determinar a concentração final de trabalho das suspensões de  

NPs, foi realizado o teste de contato, o qual avalia-se de forma quantitativa a 

ação das NPs, agora já impregnadas no filtro. 
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A Figura 4.9 apresenta as imagens das placas semeadas com as 

suspensões bacterianas, após a diluição seriada e período de incubação 

(triplicatas). 

Na primeira coluna de cada conjunto de placas estão os controles (placas 

sem adição das nanopartículas), a segunda coluna refere-se à formulação 3:1-

1,5P, e a terceira, à formulação 4:1-1,5P. Na primeira linha de cada conjunto de 

placas tem-se a primeira diluição (10-1), na segunda linha a segunda diluição (10-

2), e na terceira, a mais diluída (10-3 em relação à suspensão pura). 

 

 

Figura 4.9 - Placas para contagem das colônias de bactérias. Ensaio realizado 

em triplicata, identificadas por 1, 2 e 3. 
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Após as diluições, é possível fazer a contagem das unidades formadoras 

de colônias presentes nas placas.  Na Tabela 4.6 encontram-se os dados obtidos 

do crescimento bacteriano após a contagem das placas, e na Figura 4.10, o 

gráfico de redução bacteriana, com os resultados expressos em escala 

logarítmica. 

 

Tabela 4.6 - Resultados do crescimento bacteriano, em UFC/mL, e o percentual 

de redução em relação ao controle. 

Amostra UFC/mL % Redução  

Controle 1,52 x 106 0 

3:1-1,5P 4,33 x 104 97,14 % 

4:1-1,5P 3,29 x 104 97,82 % 

 

 

Figura 4.10 - Contagem logarítmica de bactérias (S. aureus) para o controle e as 

amostras estudadas. Letras diferentes nas colunas representam diferença 

significativa entre as médias (p<0,05). 

 

Com os resultados supracitados, observou-se que a modificação do filtro 

comercial com as nanopartículas de quitosana e própolis possibilitou a redução 

do número de bactérias presentes na suspensão bacteriana inicial. Em relação 

ao controle, a redução do crescimento bacteriano do filtro contendo as 

nanopartículas 3:1-1,5P foi de 1,5 log (UFC/ml) e para as nanopartículas 4:1-
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1,5P de 1,7 log (UFC/ml). Expressando este resultado em porcentagem, obteve-

se uma redução de 97,14% e 97,82% para as NPs 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, 

respectivamente. 

Posto isso, infere-se que filtros modificados com ambas as formulações 

de nanopartículas aqui trabalhadas (NP 3:1-1,5P e NP 4:1-1,5P), à uma 

concentração de 10mg/ml, apresentam altas taxas de redução bacteriana para 

bactérias gram-positivas, acima de 97%, e bom potencial para apresentar 

eficácia frente a outros microrganismos, tais como bactérias gram-negativas, 

fungos e vírus.  

 

4.5 Testes de Filtração 

Os testes de filtração foram realizados no filtro comercial branco (sem 

adição das NPs), e nos filtros modificados com ambas as formulações de 

nanopartículas (NPs 3:1-1,5P e NPs 4:1-1,5P), todos em triplicatas. 

A permeabilidade de um meio filtrante é uma estimativa da facilidade de 

passagem do fluido, neste caso, o ar, através do filtro, ou seja, quanto maior seu 

valor, menor é a resistência à passagem do ar. Nos ensaios, a vazão do ar foi 

variada de 0-10 L/min, em uma área de filtração de 5,2cm2 (área dos filtros), 

sendo a viscosidade do ar 1,74×10-5 Pa.s e a espessura dos filtros (L) 0,062cm. 

As constantes de permeabilidade (k1) foram obtidas através das curvas de queda 

de pressão versus velocidade superficial, apresentadas no Apêndice C, em que 

µ/k1 (da Lei de Darcy, Equação 2.3), corresponde ao coeficiente angular das 

retas.  

A eficiência de coleta de partículas para cada filtro também foi 

determinada, para partículas de NaCl de diâmetros entre 6nm e 240nm. A Figura 

4.11 mostra a distribuição dos diâmetros das partículas geradas. A velocidade 

superficial de filtração foi de 4,9cm/s e a área do filtro manteve-se em 5,2cm2. A 

concentração de partículas na entrada e na saída do filtro é determinada pelo 

analisador de partículas SMPS e a eficiência de coleta de partículas (η) é dada 

pela Equação 2.1. 
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Figura 4.11 - Distribuição do diâmetro de partículas, geradas a partir da solução 

de NaCl. 

 

A Tabela 4.7 apresenta os coeficientes de permeabilidade, eficiências de 

coleta (para partículas na faixa de 6 - 240nm), quedas de pressão (para vazão 

de 1,5L/min) e fator de qualidade para os filtros branco, modificado com 

partículas 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, propriedades estas que serão analisadas na 

sequência. 

 

Tabela 4.7 – Constantes de permeabilidade (k1), eficiências de coleta (η) e 

fatores de qualidade (Q). 

Amostra 
Constante de 

Permeabilidade 
(m2) 

Eficiência de 
Coleta global 

(%) 

Queda 
de 

pressão 
(Pa) 

Fator de 
Qualidade 

(Pa-1) 

Filtro branco 1,07 x 10-11 43,87  43,63 0,0055 

Filtro + NPs 
3:1-1,5P 

0,97 x 10-11 47,76 50,07 0,0058 

Filtro + NPs 
4:1-1,5P 

1,03 x 10-11 45,00 46,7 0,0052 
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No que tange à permeabilidade, o filtro branco apresentou o maior valor. 

Apesar da pouca diferença entre os resultados, este filtro é o que apresenta uma 

estrutura mais aberta, ou seja, mais poros. Este resultado é corroborado pelas 

curvas de queda de pressão da Figura 4.12.  

 

 

Figura 4.12 - Queda de pressão em função da velocidade superficial do ar. 

 

O filtro branco é o que apresenta menores valores de queda de pressão 

com o aumento da vazão do ar, indicando uma maior facilidade da passagem do 

ar através das fibras. Neste sentido, o menor valor de permeabilidade para o filtro 

modificado com as nanopartículas 3:1-1,5P se dá devido à maior resistência à 

passagem do ar (maiores quedas de pressão), consequência da presença das 

partículas na superfície das fibras que compõem o filtro, resultando numa 

estrutura mais fechada (poros menores). Este mesmo comportamento é 

observado para o filtro modificado com as nanopartículas 4:1-1,5P, e a pouca 

diferença dos valores de permeabilidade pode ser atribuída à uma menor 

quantidade de partículas na sua superfície, ou uma menor quantidade de 

aglomerados, resultando num filtro com uma estrutura um pouco mais aberta 

(poros maiores). 
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De Barros et al. (2014) [134] avaliaram a deposição de partículas de NaCl 

em um filtro de celulose HEPA, e obtiveram uma permeabilidade de 1,89x10-12 

m2 , ou seja, a estrutura deste filtro possuía maior resistência à passagem de ar 

que o filtro de celulose utilizado neste trabalho. Bortolassi et al. (2019) [29] 

desenvolveram filtros de PAN (poliacrilonitrila) modificados com partículas de 

TiO2 e ZnO, que apresentaram permeabilidades de 6,11x10-13 m2 e 9,17x10-13 

m2, respectivamente, valores menores aos encontrados para os filtros deste 

trabalho. Rosa et al. (2017) [39] modificaram filtros de celulose com 

nanopartículas de prata de 50nm, e avaliaram a permeabilidade antes e após a 

modificação. Os valores obtidos antes (4,6x10-11 m2) e depois da modificação 

(4,5x10-11 m2) foram similares, indicando que as propriedades do filtro se 

mantiveram constantes com a impregnação das nanopartículas de prata. 

A filtração de partículas como bioaerossóis e outros poluentes do ar é 

complexa e a boa performance do meio filtrante envolve a combinação das 

diferentes variáveis relacionadas à estrutura deste (permeabilidade, porosidade, 

queda de pressão, espessura das fibras). Portanto, a melhor configuração entre 

estes parâmetros resulta em uma melhor performance dos mecanismos de 

coleta, que por sua vez, influenciam diretamente na eficiência de filtração.  

Sabendo a concentração de partículas antes e depois da sua passagem 

pelo filtro, foi possível determinar a eficiência de coleta para cada faixa de 

tamanho de partículas, e as eficiências de coleta global, que envolvem todos os 

mecanismos de coleta. Os valores de eficiência global para cada filtro estão 

apresentados na Tabela 4.7. Assim como as constantes de permeabilidade, as 

eficiências de coleta global não diferiram muito entre si, embora os filtros que 

foram modificados com as nanopartículas apresentaram eficiências um pouco 

maiores. O gráfico da Figura 4.13 apresenta as curvas de eficiência de coleta de 

cada filtro em função do diâmetro das partículas. 

Observa-se que os filtros deste estudo apresentam altas eficiências de 

coleta para partículas bem pequenas, predominando, portanto, o mecanismo de 

coleta difusional. Conforme o tamanho das partículas aumenta, o mecanismo 

difusional é afetado negativamente, contribuindo para a redução da eficiência 

global. Para diâmetros de partículas a partir de aproximadamente 100nm, 
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observa-se os menores valores de eficiência de coleta. Esta faixa de tamanho 

de partículas, entre aproximadamente 100 e 300nm, corresponde às partículas 

mais penetrantes (MPPS) (ou regiões de mínima eficiência), para as quais 

nenhum mecanismo de coleta é predominante [135]. Estes tamanhos de 

partículas são considerados muito grandes para serem capturados por difusão, 

e muito pequenos para serem capturados por intercepção ou impactação 

inercial, e consequentemente, mais difícil é a sua captura, reduzindo a eficiência 

do filtro nesta faixa [29]. Para as partículas maiores que 200nm, observa-se uma 

crescente para as três curvas, indicando a predominância do mecanismo de 

impactação inercial ou de interceptação. Este comportamento indica, 

possivelmente, que estes filtros apresentam altas eficiências de coleta para 

partículas maiores que 250nm.  

 

 

Figura 4.13 - Curvas de eficiência de coleta para a velocidade de filtração de 4,9 

cm/s. 
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Meios filtrantes tradicionais com fibras em escala micrométrica, foram 

analisados por Zhu et al. (2017) [21], e também apresentaram baixas eficiências 

de filtração para partículas finas (0,1-0,5µm), com uma tendência de eficiências 

maiores conforme os tamanhos das partículas aumentam. Esta baixa eficiência 

foi atribuída aos grandes tamanhos de poros geralmente formados por fibras 

micrométricas. 

Um filtro com boa performance deve apresentar um equilíbrio entre 

eficiência de coleta e quedas de pressão. Neste sentido, o fator de qualidade (Q) 

é um fator adicional para avaliar a performance de meios filtrantes. Na Tabela 

4.7 encontram-se os fatores de qualidade para os filtros branco e modificados, 

para partículas de 100nm. Altos valores de Q indicam que o filtro possui boa 

eficiência com baixa queda de pressão. Por esta razão, dentre os filtros 

analisados, o filtro modificado com NPs 3:1-1,5P foi o que apresentou um maior 

fator de qualidade (0,0058 Pa-1). Ao comparar os fatores de qualidade de 

diferentes filtros, é importante atentar-se à faixa de tamanhos de partículas de 

interesse. Para os filtros aqui analisados, as eficiências de coleta para partículas 

de 100nm foram baixas (entre 21% e 25%, aproximadamente), o que levou à 

baixos valores de Q. Fatores de qualidade entre 0,003 e 0,008 Pa-1 foram obtidos 

para filtros de outros estudos [136,137]. 

Embora o meio filtrante aqui avaliado tenda a apresentar bom 

desempenho para partículas grandes, maiores que 250nm, no que tange à coleta 

de vírus, seu desempenho não é tão satisfatório. Os vírus possuem tamanhos 

que variam entre 20nm e 400nm, aproximadamente. O coronavírus possui 

tamanhos que variam entre 60nm e 140nm, com uma média de tamanho de 

100nm, ou seja, é classificado como uma MPPS, e como visto, para esta faixa 

de tamanho o filtro não é eficiente [138]. Por outro lado, é importante ressaltar 

que, uma gotícula expelida pelo ser humano apresenta um tamanho aproximado 

de 10 µm, e seu interior pode conter centenas de vírus e outros microrganismos. 

Neste caso, o filtro aqui analisado pode ser efetivo na sua retenção. Já as 

bactérias podem apresentar dimensões compreendidas entre 0,2 µm e 25 µm. 

As espécies de maior importância médica medem cerca de 0,2-1,5 µm em 

diâmetro e de 3-5 µm em comprimento [139,140]. Neste caso, considerando a 
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tendência de maiores eficiências de coleta para partículas de dimensões 

superiores à 240nm (vide Figura 4.13), é possível que o filtro resultante deste 

trabalho possa apresentar alta eficiência para estes microrganismos. 

Para melhorar o desempenho destes filtros para a coleta de bioaerossóis 

em geral, seria necessário aumentar a espessura deste filtro, podendo aumentar 

a quantidade de camadas de fibras. Uma membrana de nanofibras depositada 

na superfície do filtro também seria uma alternativa, uma vez que menores 

diâmetros de fibras aumentam a eficiência de coleta. A eficiência de filtração 

tende a aumentar com a deposição de camadas de fibras e/ou com a redução 

dos tamanhos dos poros, e esta é diretamente relacionada com a queda de 

pressão. Zhang et al. (2010) [137] avaliaram a influência da quantidade de 

camadas de fibras dos filtros no seu fator de qualidade. Como resultado, mesmo 

apresentando um maior valor de queda de pressão, os filtros compostos por três 

camadas de nanofibras de PAN (poliacrilonitrila) apresentaram um fator de 

qualidade maior (0,063 Pa-1) que os filtros compostos por apenas uma camada 

(0,037 Pa-1). 

Outra propriedade do filtro que afeta a eficiência de filtração é o diâmetro 

das fibras que o compõem. Nanofibras apresentam uma elevada área superficial, 

o que aumenta significativamente a probabilidade de as partículas de aerossóis 

se depositarem sobre elas. Podgórski e colaboradores (2006) [136] concluíram 

em seu estudo que fibras nanométricas resultam em filtros com eficiência de 

coleta significativamente maior que filtros com fibras micrométricas, e o aumento 

da queda de pressão é moderado. Neste sentido, diversos estudos têm 

trabalhado no desenvolvimento de filtros com fibras nanométricas para coleta de 

aerossóis, através da técnica de electrospinning, e muitos atingem eficiências de 

coleta e fatores de qualidade bem elevados [139,140]. 

Outra possível alternativa para melhorar o desempenho destes filtros, 

seria aumentar a quantidade das partículas de quitosana/própolis depositadas 

sobre as fibras, já que, a deposição realizada neste estudo não alterou de forma 

significativa as características iniciais do filtro. 

As faixas de eficiências de coleta, segundo as normas ISO 16890 (Air 

filters for general ventilation: Technical specifications, requirements and 
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classification system based upon particulate matter efficiency) e ABNT NBR 

16401-3 (Instalações de ar condicionado, Parte 3: Qualidade do ar interior [142]), 

específica para ar condicionados, estão apresentadas na Tabela 4.8,  e 

correlacionadas às classificações dos meios filtrantes, segundo as normas 

europeias (EN 779 e EN 1822 - High efficiency air filters EPA, HEPA and ULPA). 

A nova norma internacional ISO 16890:2016, em vigor desde 2018, foi 

criada para harmonizar e substituir as normas europeia (EN 779) e americana 

(ASHRAE 52.2) pra testes de eficiências em filtros, além de classificar os filtros, 

de acordo com a OMS, como material particulado (MP) [143]. Com esta nova 

norma, os testes de eficiência abrangem uma maior variedade de tamanho de 

partícula, exatamente como seria na prática, em instalações de tratamentos de 

ar, por exemplo. Segundo esta norma, para um filtro ser pertencente à cada 

classe, ele precisa apresentar eficiência mínima de 50% para aquela faixa de 

tamanho de partículas. De forma a exemplificar, se um filtro apresentar 91% de 

eficiência para MP10, 72% para MP2,5, e 60% para a fração MP1, ele será 

classificado como ePM1 60%, pois apresenta eficiência acima de 50% para esta 

faixa de tamanhos de partículas. 

Como já observado na Tabela 4.7, o filtro branco apresentou uma 

eficiência global de 43,87%, valor que se encontra na faixa de eficiências entre 

40≤Em<60, e, portanto, pode ser classificado como um filtro M5 segundo a norma 

EN 779 (Tabela 4.8). Para a faixa de tamanhos de partículas analisada (entre 

6nm e 240nm) não é possível classificar o filtro segundo a ISO 16890. 

Isto posto, a modificação do filtro com as nanopartículas, com a finalidade 

de atribuir ação biocida a este, não prejudicou sua performance de filtração, pelo 

contrário, apresentou uma tendência a melhorar os valores de eficiência de 

coleta global, com pouca alteração na queda de pressão. Desta forma, a 

impregnação das NPs aqui estudadas pode ser estendida a outros filtros, que 

apresentem melhores eficiências de coleta, principalmente para as partículas 

mais penetrantes (MPPS), que de modo geral, englobam os vírus, bactérias e 

outros bioaerossóis, sem comprometer de forma significativa seu fator de 

qualidade. 
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Tabela 4.8 - Classificações para os meios filtrantes, segundo as normas NBR 

16401-3 e ISO 16890. 

Eficiências (%) 

NBR 16401-3 ISO 16890 

E ePM1 ePM2,5 ePM10 
Coar-

se 

E

N 

7

7

9 

Grosso 

G1 50≤Eg<65 - - - - 

G2 65≤Eg<80 - - - - 

G3 80≤Eg<90 - - - e>80 

G4 90≤Eg - - - e>90 

Médio 
M5 40≤Em<60 - - e>50 - 

M6 60≤Em<80 - 50≤e<65 e>60 - 

Fino 

F7 80≤Em<90 50≤e<65 65≤e<80 e>85 - 

F8 90≤Em<95 65≤e<80 e>80 e>90 - 

F9 95≤Em e>80 e>95 e>95 - 

E

N 

1

8

2

2 

EPA 

E10 E0,3>85 - - - - 

E11 E0,3>95 - - - - 

E12 E0,3>99,5 - - - - 

HEPA 
H13 E0,3>99,95 - - - - 

H14 E0,3>99,995 - - - - 

ULPA 

U15 E0,12>99,9995 - - - - 

U16 E0,12>99,99995 - - - - 

U17 E0,12>99,999995 - - - - 

Eg = Eficiência gravimétrica média para partículas de 0,4µm de diâmetro. 

Em = Eficiência média para partículas de 0,4µm de diâmetro. 

E0,3 = Eficiência do filtro para partículas de 0,3µm de diâmetro. 

E0,12 = Eficiência do filtro para partículas de 0,12µm de diâmetro (MMPS). 

ISO ePM1 = fração do material particulado na faixa entre 0,3 – 1 µm. 

ISO ePM2.5 = fração do material particulado na faixa entre 0,3 – 2,5 µm. 

ISO ePM10 = fração do material particulado na faixa entre 0,3 – 10 µm. 

ISO Coarse = filtros grossos com eficiência inferior a 50% para material 

particulado PM10. 
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5 CONCLUSÕES 

Com base no exposto no presente trabalho, conclui-se que as 

nanopartículas de quitosana e própolis foram obtidas com sucesso pelo método 

de gelificação iônica, e se mostraram efetivas na inibição do crescimento de 

bactérias gram-positivas, e, apoiado nos resultados já reportados na literatura, 

estas formulações podem ser efetivas frente às bactérias gram-negativas e 

outros bioaerossóis. 

As nanopartículas foram sintetizadas segundo o método de gelificação 

iônica, que se mostrou eficaz na incorporação da própolis na matriz de quitosana 

na morfologia desejada. Esta incorporação foi corroborada pelos espectros de 

FTIR das nanopartículas em comparação com os espectros dos constituintes 

individuais, e também pela avaliação das eficiências de encapsulação. 

Inicialmente, correlacionando as variáveis de resposta tamanho de partícula e 

eficiência de encapsulação das doze formulações analisadas, as amostras 3:1-

1,5P (razão entre quitosana e TPP de 3:1, e 1,5mg/ml de própolis) e 4:1-1,5P 

(razão entre quitosana e TPP de 4:1, e 1,5mg/ml de própolis) foram pré-

selecionadas, apresentando diâmetro de partículas (ou aglomerados de 

partículas) de 392 ± 15nm e 457 ± 17nm e eficiências de encapsulação de 78 ± 

0,1% e 75 ± 0,8%, respectivamente. Ao avaliar a morfologia destas partículas 

através de MEV, observou-se que, na realidade, os diâmetros fornecidos pela 

técnica DLS, provavelmente, correspondiam à aglomerados de partículas 

menores e/ou partículas inchadas pelo meio aquoso. A média de diâmetros de 

partículas determinada a partir das imagens de microscopia foi de 73 ± 15nm 

para as NPs 3:1-1,5P e de 51 ± 5nm para as NPs 4:1-1,5P. 

Com relação à atividade antimicrobiana das nanopartículas, foram 

alcançadas concentrações mínimas inibitórias (MIC) de 1,25mg/ml e 2,5mg/ml 

para as NPs 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, respectivamente, frente a cepa S. aureus. Já 

com relação a cepa E. coli, não foi determinada MICs para as concentrações 

avaliadas. Com a intenção de garantir uma maior performance das 

nanopartículas frente aos microrganismos, após serem distribuídas pelas fibras 

do meio filtrante, optou-se por utilizar a concentração de 10mg/ml para a 
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modificação do mesmo. Para esta concentração, ambos os filtros modificados 

apresentaram taxa de redução bacteriana acima de 97%. 

A análise do filtro comercial quanto à eficiência de filtração, 

permeabilidade e fator de qualidade, permitiu verificar que a presença das 

nanopartículas nas fibras do filtro não resultou num acréscimo significativo nos 

valores de queda de pressão. Isto porque a concentração das suspensões e os 

tamanhos das NPs são ínfimos frente ao tamanho médio das fibras, e a massa 

total do meio filtrante. Por este mesmo motivo, as eficiências de coleta global 

(47% para 3:1-1,5P e 45% para 4:1-1,5P) e os fatores de qualidade (0,0058 Pa-

1 para 3:1-1,6P e 0,0052 Pa-1) apresentaram valores bem próximos aos obtidos 

pelo filtro branco (43% e 0,0055 Pa-1). Por conseguinte, concluiu-se que a 

impregnação das NPs de quitosana e própolis não prejudicou a performance do 

filtro comercial utilizado neste estudo, e sim, atribuiu a característica 

antimicrobiana. 

Ante o exposto, inferiu-se que a síntese de nanopartículas por gelificação 

iônica apresenta potencial tecnológico, por ser um método relativamente simples 

e escalonável, uma vez otimizado os parâmetros químicos e experimentais que 

controlam o processo. Além disso, a aplicação de nanopartículas de quitosana e 

própolis na modificação de matrizes funcionais tais como sistemas de filtração 

de ambientes internos, se torna uma ótima opção para conferir efeito biocida com 

a finalidade de conter a disseminação de microrganismos patogênicos.  

Ainda no contexto da pandemia da COVID-19 e poluição atmosférica, 

responsável por inúmeras doenças respiratórias, o presente trabalho apresenta 

resultados relevantes e promissores para a sociedade como um todo. Esta 

modificação com NPs pode ser realizada em filtros de ar condicionado e outros 

sistemas de ventilação de ambientes internos como transportes públicos, 

hospitais, ambientes de trabalho e domésticos. 

Por fim, este trabalho reforça a ideia de que a própolis, um composto ativo 

natural, e a quitosana, polímero também natural, podem apresentar proteção 

efetiva contra microrganismos patógenos, de forma menos nociva ao meio 

ambiente e à saúde da população. 
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6 SUGESTÕES PARA FUTUROS TRABALHOS 

De forma a aprimorar os resultados obtidos no presente estudo, sugere-

se para trabalhos futuros: 

• Otimizar os parâmetros químicos tais como pH das soluções 

iniciais, concentração inicial da solução de quitosana e a razão molar entre a 

quitosana e o TPP. 

• Avaliar a estabilidade das nanopartículas e sua atividade 

antimicrobiana após um período maior de armazenamento. 

• Quantificar o número de partículas por área do meio filtrante. 

• Testar outros meios de impregnação, de forma a alcançar uma 

maior homogeneidade na distribuição das partículas nas fibras, bem como sua 

replicabilidade. 

• Avaliar o efeito das nanopartículas frente às bactérias S. aureus e 

E. coli após um período maior de exposição (superior à 24h) 

• Avaliar o efeito das nanopartículas frente a outros microrganismos, 

como fungos, ácaros e vírus. 

• Realizar os testes de filtração para maiores tamanhos de partículas 

(acima de 250nm), a fim de abranger a faixa de tamanhos que compreendem as 

bactérias. 

• Aumentar a espessura do filtro, ou adicionar membranas 

nanofibrilares em sua superfície, com a finalidade de aumentar a eficiência de 

coleta do meio filtrante. 
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ANEXO A 

 

Figura A.1 - (A) Impacto da razão molar entre NH3+ e O− no tamanho e 

estabilidade coloidal das partículas durante 24 horas. (B-E) Esquemas 

representativos do monitoramento de alta frequência da estabilidade coloidal de 
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sistemas estáveis e instáveis, representados pelas razões molares de 4.5:1 (B e 

D) e 1.4:1 (C e E), respectivamente. 
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APÊNDICE A 

 Neste apêndice é apresentada a curva de calibração utilizada para 

determinar o teor de flavonóides totais da própolis. 

 

 

Figura A.1 - Curva padrão de quercetina 
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APÊNDICE B 

Cálculo da razão molar entre os grupos NH3
+ da quitosana e O-  do TPP 

Razão mássica QUI:TPP = 4:1 

 

M(qui) = 336.000 g/mol             M(TPP) = 367.86 g/mol 

c(qui) = 5 mg/mL               c(TPP) = 5 mg/mL 

V(solução de qui) = 50 mL             V(solução de TPP) = 12.5 mL 

ms(qui) =  0,25 g                                               ms(TPP) = 0.0625 g 

GD = 71%                             x(TPP) = 5 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

GD =  
x

x+y
 , sendo x = número de mols desacetilado 

                             y = número de mols total 

 

0,71 = 
x

x+y
   =>    x = 2.44y 

 

M(qui) = Md.x + Ma.y , sendo Md = 179.17 g/mol (massa desacetilada) 

                                              Ma = 221.21 g/mol (massa acetilada) 

 

 

336.000 = 179.17x + 221.21y 

336.000 = 179.17 * (2.4483y)  + 221.21y 

y = 509.2 

x = 1246.6            x = 5 

 

n(qui) = 
m(qui)

M(qui)
 = 

0.25

336000
 = 7.44 * 10-7 

mol 

 

n(NH2) = x * n(qui) = 9.27 * 10-4 mol 

 

P/ pH = 3.5,  = 1 [112] 

 

n(NH3
+) =  * n(NH2) 

 

n(NH3
+) = 9.27 * 10-4 mol 

 n(TPP) = 
m(TPP)

M(TPP)
 = 

0.0625

367.86
 = 1.69 * 10-

4 mol 

 

n(OH) = x * n(TPP) = 8.49 * 10-4 mol 

 

P/ pH = 5.0,  = 0.6 [112] 

 

n(O-) =  * n(OH) 

 

n(O-) = 5.09 * 10-4 mol 

 

    

     n(NH3
+) : n(O-) ≈ 1.8 : 1 
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APÊNDICE C 

Neste apêndice são apresentadas as curvas de queda de pressão em 

função da velocidade do fluxo de ar. O coeficiente angular de cada curva foi 

utilizado para determinar o coeficiente de permeabilidade Darciana (k1) 

 

 

Figura C.1 - Curva de queda de pressão sobre a espessura do filtro versus 

velocidade do fluxo de ar do filtro comercial branco. 

 

 

Figura C.2 - Curva de queda de pressão sobre a espessura do filtro versus 

velocidade do fluxo de ar do filtro comercial modificado com NPs 3:1-1,5P. 
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Figura C.3 - Curva de queda de pressão sobre a espessura do filtro versus 

velocidade do fluxo de ar do filtro comercial modificado com NPs 4:1-1,5P. 
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