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RESUMO

A poluicdo do ar atmosférico apresenta riscos cada vez mais nocivos a
saude humana e ao meio ambiente. Atrelado a este problema ja existente, a
pandemia da COVID-19 trouxe uma série de novos desafios ao nosso sistema
de saude. Filtros de ar condicionado sdo a primeira barreira fisica entre os
ambientes externos e internos, e, além de reter os poluentes e bioaerossois, €
importante que a proliferacdo dos microrganismos retidos seja inibida, a fim de
evitar que estes filtros se tornem uma fonte secundéria de contaminacao. Visto
isso, 0 presente trabalho teve como objetivo a sintese de nanoparticulas de
prépolis encapsulada em quitosana, e a impregnacao destas em um filtro
comercial, atribuindo-lhe efeito biocida. Formulacfes de quitosana e propolis
foram estudadas com base em parametros fisico-quimicos ideais, sendo as
nanoparticulas sintetizadas pelo método de gelificagdo ionotrépica.
Propriedades fisicas como tamanho de particula, potencial zeta, eficiéncia de
encapsulacdo, bem como a morfologia das particulas foram avaliadas. Duas
formulacbes de nanoparticulas foram pré-selecionadas, apresentando as
melhores relacdes entre tamanhos (392nm e 457nm) e eficiéncias de
encapsulacdo (78% e 75%), e a analise quimica confirmou a incorporacao da
prépolis na matriz de quitosana. As nhanoparticulas apresentaram acao
antimicrobiana frente a S. aureus, com 97% de inibicdo, e, a0 menos nas
concentracfes de nanoparticulas avaliadas, ndo apresentaram atividade frente
a cepa E. coli. A eficiéncia de filtracdo, permeabilidade e fator de qualidade do
filtro foram avaliadas antes e apds a impregnacdo das nanoparticulas, e a
presenca destas na sua estrutura ndo apresentou prejuizos em sua qualidade
final. Posto isto, verificou-se que os resultados deste trabalho se mostraram
promissores para a fabricacdo de nanoparticulas de quitosana contendo propolis
para posterior incorporacdo em matrizes funcionais, de forma sustentavel, a fim

de reduzir a contaminacéo de patdogenos nos mais diversos ambientes.

Palavras-chave: Quitosana; Propolis; Nanoparticulas; 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
fillkers from becoming a secondary source of contamination. Therefore, the
present work had as objectives the synthesis of chitosan-propolis nanopatrticles,
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 INTRODUCAO

A poluicdo atmosférica possui impacto direto na saude e no meio
ambiente, e transformé&-la em menos nociva tem sido cada vez mais desafiador
devido a complexa composi¢do dos poluentes. O ar poluido contém particulas
de varios tamanhos, gases e microrganismos que vém sendo associados a
inimeras doencas [1]. Bioaerossois, contendo virus, fungos e bactérias
compdem um grupo de poluentes que promovem um aumento NOS riscos a
saude publica, uma vez que se dispersam facilmente no ar podendo causar
doencas crbnicas e agudas, que podem ser alérgicas, infecciosas ou ainda
toxigénicas [2]. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a poluicédo
do ar mata mais de sete milhdes de pessoas por ano no mundo, além de causar
doencas e absenteismo no trabalho.

Atrelado a este problema, a pandemia da COVID-19, doenca respiratoria
aguda grave causada pelo novo coronavirus, SARS-CoV2, trouxe mais uma
série de desafios ao sistema de saude, incluindo a necessidade de desenvolver
meios filtrantes capazes de reter o coronavirus e outros microrganismos,
prevenindo novos casos ou evitando o agravamento dos casos das pessoas ja
acometidas pela doenca. Essa sindrome respiratéria tem como forma de
contagio a emissdo de goticulas 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 superficies metdlicas, plasticas e ceramicas, o0 novo
coronavirus pode permanecer estavel por cerca de 4 dias. JA& em mascaras
cirtrgicas, o virus pode permanecer ativo por 4 dias nas camadas internas, e por
até 7 dias na superficie [4]. Além de equipamentos de protecdo individuais
(EPI's) como mascaras faciais para os profissionais da saude e a populagédo em
geral, filtros eficientes para sistemas de ventilagdo, exaustao e ar condicionado
de ambientes internos, como hospitais, escolas, industrias, transportes publicos
e até mesmo residéncias, sao imprescindiveis para evitar a propagacéo desta e
de outras doencas.

Sistemas para controlar a concentragdo de poluentes no ar, como 0S

filtros, podem possuir modelos e composi¢gdes diversos, de acordo com 0



poluente a ser retido. Entretanto, os meios filtrantes com boa eficiéncia de coleta
disponiveis atualmente no mercado ainda possuem custo elevado [5].
Membranas filtrantes devem permitir a passagem de ar limpo, retendo particulas
finas de aerossois. No entanto, os microrganismos retidos podem se acumular
nos filtros, crescer e se propagar, tornando-se fémites, e os filtros se tornam
fontes secundérias de poluentes e contaminagéo cruzada [6].

Diversos estudos mostram a eficiéncia de filtros de ar com atividades
antimicrobianas, modificados com a incorporacdo de nanoparticulas inorganicas
e extratos de plantas. Além de excelentes propriedades antimicrobianas e
antivirais, os produtos naturais sdo considerados menos toxicos que 0s agentes
inorganicos e, portanto, podem apresentar aplicacbes interessantes,
especialmente no que tange a saude publica [2,7].

A prépolis, 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 bioaerossois
retidos em sistemas filtrantes [8]. Entretanto, sua aplicacdo pratica ainda é
limitada, pois apresenta alta hidrofobicidade e forte aroma. Dessa forma, a
microencapsulacédo surge como uma boa alternativa para envolver particulas de
propolis, permitindo mascarar suas propriedades sensoriais indesejaveis e evitar
aglomerados de particulas, garantindo uma maior area superficial ativa,
proporcionando uma maior eficicia contra os patégenos retidos nos filtros. A
quitosana, polissacarideo derivado da N-desacetilacdo da quitina, é considerada
um interessante biopolimero natural para a producdo de nano/micro capsulas
devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo-toxicidade e muco
adesdo, propiciada pelo grande numero de hidroxilas e grupos amino presentes
em sua cadeia polimérica [9,10].

No intuito de produzir nano e microparticulas, o método de gelificacdo
ionotropica se mostra uma boa alternativa, pois, além de relativamente simples,
é livre de solventes organicos. Nesta técnica, interacdes eletrostaticas entre a
quitosana catibnica (grupos amino) e um agente reticulante polianion, como o
tripolifosfato (TPP) resultam em complexos polieletroliticos (PEC) [11]. As

estruturas gelatinosas resultantes, geralmente apresentam formato esférico com



dimensdes nanomeétricas, e apresentam afinidade com uma série de compostos
com grupos polares ou carregados [12].

Diante desse contexto, e da motivacao para melhorar a qualidade do ar
interno (QAI) a partir da reducdo da quantidade de microrganismos ativos
presentes em ambientes indoor, o presente trabalho buscou atribuir acdo
bactericida/virucida em meios filtrantes, modificando-os com microparticulas de
quitosana/propolis, de forma a trazer beneficios & salde humana, de maneira

sustentavel.






2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Material particulado atmosférico

Materiais particulados atmosféricos (MPs), também denominados
aerossois sdo definidos como suspensdes relativamente estaveis de particulas
sélidas ou liquidas (ou a mistura das fases) em um gas (ou ar) [13]. De tamanho
submicrométrico (um), os aerossoéis podem ser emitidos diretamente das fontes
(veiculos, indastrias, queima de biomassa, erupc¢ao vulcanica, tosse, fala), como
podem ser formados na atmosfera por reacdes quimicas e processos
secundarios, a partir de gases como diéxido de enxofre (SO2), Oxidos de
nitrogénio (NOx) e compostos organicos volateis [14].

O tamanho das particulas esta diretamente associado com seu potencial
de causar problemas a saude, sendo que quanto menor, mais nocivas. Os MPs
séo classificados, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), por seu
tamanho, considerando o diametro aerodinamico médio das particulas [15]:

- MP(25-10): particulas grossas (ou inalaveis), com diametros entre 2,5 e
10um. Podem entrar e ficarem retidas na parte superior do sistema respiratorio,
podendo alcancar os alvéolos pulmonares.

- MP25: particulas finas (ou respiraveis), com diametros entre 1 e 2,5um.
Podem penetrar profundamente na parte inferior do sistema respiratério,
podendo atingir a corrente sanguinea.

-MP1: particulas ultrafinas, com diametros inferiores a 1um, e
compreendem também os bioaerossais.

Dentre o0s materiais particulados, existe a classe de poluentes
denominados bioaerossais, que correspondem as particulas suspensas no ar de
origem bioldgica, tais como virus, bactérias, fungos, graos de polen e outros
materiais bioldgicos. Os virus possuem tamanhos nanométricos, proximo de
100nm; bactérias possuem aproximadamente 1um, e fungos possuem
dimensdes maiores que 1um [16]. Estes microrganismos podem ser encontrados
em ambientes internos e externos que, quando inalados, podem representar

riscos a saude.



2.2 Controle de bioaerosso6is em ambientes internos

A poluicdo ambiental cresceu muito nos ultimos anos, resultante do
aumento da circulagao de carros e crescimento de zonas industriais. A qualidade
do ar como um todo é consequentemente afetada, impactando diretamente na
salude e qualidade de vida das pessoas [17]. Em ambientes internos, as trocas
de ar sdo diminutas, acarretando no aumento da concentracéo de contaminantes
bioldgicos nestes ambientes.

Sabe-se que a principal causa de infec¢des respiratorias se deve a ma
qualidade do ar, pela presenca de aerossois. A pandemia provocada pelo SARS-
CoV-2 intensificou a preocupacdo com problemas respiratorios, uma vez que a
doenca se caracteriza por uma sindrome respiratoria aguda grave. Dessa forma,
o controle de contaminantes atmosféricos € muito importante para a saude
humana.

Neste contexto, o uso de filtros de ar é de grande relevancia por serem
uma barreira fisica entre ambientes limpos e contaminados, para controle de
poluentes. Além dos materiais particulados, virus, 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
atravées do uso de sistemas de ar condicionado. Nestes sistemas, sao
comumente utilizados filtros mecanicos ou precipitadores eletrostaticos. Um dos
principais desafios dos produtores de ar condicionado é desenvolver produtos
ao mesmo tempo eficientes e econdmicos, aumentando a eficiéncia de coleta e
reduzindo o consumo energético [19].

Estudos recentes mostram a utilizacdo de membranas de fibras com
dimensdes nanométricas como filtros para particulas do ar de alta eficiéncia
(High-Efficiency Particulate Air Filter — HEPA), uma vez que elas proporcionam
alta porosidade ao meio filtrante (>70%), séo finas, apresentam maior eficiéncia
de filtracdo do ar, além da possibilidade de funcionalizacdo, conferindo ao filtro

caracteristicas adicionais, como por exemplo, a¢do biocida [20,21].



Portanto, para a retencdo de particulas finas como bioaerossoéis, meios
filtrantes compostos por fibras em escala nanométrica apresentam grande

potencial de coleta.

2.2.1 Meios filtrantes

O método de filtracdo envolve a separacdo fisica de um ou mais
componentes de uma suspenséo ou solucdo em um fluido (que pode ser liquido
ou gas), pela sua passagem através de uma barreira permeavel apenas a um ou
alguns desses componentes. Essa barreira configura um meio filtrante, cuja
funcao € reter o componente da maneira mais eficiente [22].

Estes filtros s&o comumente classificados de acordo com a sua estrutura,
em meios porosos granulares ou fibrilares. Os meios granulares correspondem
a um conjunto de particulas ou gréos (areia, carvao ativado, etc.) por onde o
fluido passa. O meio fibroso € composto por fibras, sintéticas ou naturais, com
tamanhos variados, podendo estar dispostas de maneira regular (tecido) ou
aleatoria (tecido-ndo-tecido). Durante a filtracdo por um filtro fibroso, o fluido
passa por entre as fibras e as particulas suspensas séo coletadas pela colisédo e
aderéncia a superficie da fibra [23]. O presente trabalho visa a utilizacdo de um
meio filtrante fibrilar, disposto aleatoriamente na forma de tecido-n&o-tecido.

Segundo Innocentini et al. (2009) [24], critérios fundamentais na avaliacdo
de meios filtrantes, independente da sua estrutura ou aplicacdo, séo eficiéncia
de coleta, permeabilidade, fator de qualidade e resisténcia mecéanica, tendo
como variaveis principais que caracterizam a sua eficiéncia a espessura do meio
filtrante, seu diametro, porosidade e queda de presséo.

Quanto ao mecanismo de filtracdo solido-gas, a corrente de gas contendo
0 material particulado permeia o meio filtrante. A densidade do meio, a
velocidade do ar, o tamanho das fibras, o tamanho das particulas de poluentes
e a carga eletrostatica influenciam em como o filtro remove os contaminantes.
Dessa forma, a deposicdo das particulas sob o filtro ocorre por diferentes

mecanismos de coleta, que trabalham em conjunto para reter os materiais



particulados. A Figura 2.1 indica quais sédo estes mecanismos e como cada um

deles age na captura de particulas [25].

Impactacéo Inercial _/_F

Difusional oo .

Interceptacéo

Gravitacional T .

Eletrostatico —/.X—

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

transversal de uma fibra do meio filtrante, a esfera menor representa a particula
a ser coletada, e a linha continua representa o escoamento do fluido. Adaptado
de [25].

O mecanismo de impactacdo inercial ocorre predominantemente em
particulas de maior didmetro. A inércia das particulas faz com que elas
continuem em linha reta, atingindo um objeto estacionario, enquanto que as
linhas de corrente se curvam ao passar em torno dos obstaculos (fibras). Este
mecanismo € mais comum quando o fluido esta em velocidades mais elevadas
[26,27].

O mecanismo de difuséo é efetivo para particulas pequenas (menores que
0,5um. Especialmente em fluxos turbulentos, as particulas percorrem um
caminho aleatério (movimento Browniano) em relacdo a corrente principal.
Dessa forma, as chances das particulas se chocarem com o filtro aumentam
significativamente. Uma vez em contato, forcas de curto alcance (Van der Waals,
eletrostatica, quimica, etc.) sao fortes o suficiente para manter as particulas no
meio filtrante [26,27].



O mecanismo de interceptacdo ocorre quando o centro de massa da
particula estd proximo a superficie do filtro, numa distancia equivalente ou
inferior ao seu raio. Devido ao seu tamanho finito, a particula atinge barreira
fisica e se deposita [26,27].

No mecanismo gravitacional. As particulas desviam da sua trajetoria por
meio da a¢do da gravidade, e acabam colidindo com a superficie do filtro. Por
fim, a coleta pelo mecanismo eletrostatico ocorre quando h4 a presenca de
cargas no sistema, ou devido a choques ou atritos que podem ocorrer entre as
particulas [25].

A eficiéncia de coleta indica a capacidade do filtro em reter particulas, e
uma vez que a deposicdo destas particulas no filtro ocorre devido aos
mecanismos de coleta, a eficiéncia total de coleta de particulas se da pelo
somatorio de todas as eficiéncias individuais para cada mecanismo de coleta.
Assim, a eficiéncia de coleta depende da distribuicdo de tamanho das particulas
presentes no fluido, tornando alguns mecanismos de coleta mais atuantes que
outros. Além do tamanho da particula, a eficiéncia também depende da
velocidade operacional. Um filtro projetado para velocidades médias ou baixas
apresentara baixa performance em ambientes cuja velocidade superficial € maior
(e vice-versa) [27]. A Figura 2.2 ilustra a contribuig&do dos diferentes mecanismos

de coleta para se obter a eficiéncia de coleta total.

100

Eficiéncia Total
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o
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Tamanho de Particula (am)

Figura 2.2 - Combinagdo dos mecanismos de coleta para obter a eficiéncia de

filtracdo para véarios tamanhos de particulas. Adaptado de [27].
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A eficiéncia total de coleta (nt), que inclui todos os mecanismos de coleta,
pode ser calculada através da quantidade de particulas antes e depois da
passagem do ar pelo filtro, conforme Equacao 2.1:

p =t (2.1)

Sendo:

Co a concentracdo de particulas antes da passagem pelo meio filtrante
(entrada);

Ce a concentracdo de particulas depois da passagem pelo meio filtrante
(saida).

A permeabilidade € uma propriedade do filtro que representa a resisténcia
encontrada pelo fluido ao atravessar o meio filtrante, e é mensurada através da
queda de pressao entre o fluxo de ar e o filtro. Este parametro considera a
completa interacdo entre o fluido e o meio filtrante, sendo importante na
avaliacdo da qualidade de um filtro, uma vez que indica a maior ou menor
facilidade & passagem da corrente de ar atraves do meio filtrante [24].

Em velocidades superficiais altas, a presenca de efeitos viscosos e
cinéticos podem interferir na queda de pressao. Segundo Innocentini et al. (1999)
[28], a Equacdo de Forchheimer (1901) (Equacao 2.2) € bem aceita na literatura
para avaliar o escoamento de fluidos, para altas velocidades de filtracao,
relacionando a variacdo de pressdo através do meio com a velocidade
superficial. Através desta equacao, € possivel calcular teoricamente a chamada
constante de permeabilidade n&o-Darciana, onde o primeiro termo (uVs/ki)
refere-se aos efeitos puramente viscosos, e o segundo termo (pgVs?/k2) refere-

se aos efeitos cinéticos da interacao solido-fluido.

XV, + 22 x 1,2 2.2)

AP u
1 2

Nesta equacao:

AP corresponde a queda de pressao (Pa);
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L corresponde a espessura do meio filtrante (cm);

M corresponde a viscosidade dinédmica do fluido (Pa.s);

ki corresponde a constante de permeabilidade Darciana do meio filtrante;

Vs corresponde a velocidade superficial do fluxo de ar (cm.s™?);

pg corresponde a densidade do fluido;

k2 corresponde a constante de permeabilidade n&o-Darciana do meio
filtrante.

A Equacéo de Forchheimer € derivada da Equacéo 2.3, conhecida como
Lei de Darcy, que ja 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 presséo do filtro [28].

Pty 2.3)
1

Como os filtros de aparelhos para ambientes internos, como o ar-
condicionado, que constituem a base para este estudo, operam em baixas
velocidades de filtrac&o, a Lei de Darcy sera utilizada para obter a constante de
permeabilidade dos filtros aqui analisados.

O fator de qualidade de um filtro € um fator muito importante que analisa
o desempenho dos meios filtrantes correlacionando a queda de pressédo com a
eficiéncia de remocao das particulas, especificamente para particulas de 100nm.
O fator de qualidade (Q) é definido pela Equacéo 2.4, em que AP é a queda de
pressao, e n a eficiéncia de coleta [29].

Q — - ln(l_n)

P (2.4)

2.2.2 Filtros com atividade antimicrobiana

Embora filtros de ar apresentem excelente eficiéncia para a retencdo de
patdbgenos, os meios filtrantes sdo locais propicios para crescimento e

multiplicagdo destes microrganismos, resultando numa fonte secundaria de
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poluentes. Com atividade antimicrobiana, filtros de ar podem ser potencialmente
utilizados para o controle da qualidade do ar interno (QAIl), removendo
microparticulas e inibindo a agdo dos microrganismos patogénicos.

Neste sentido, a modificacdo de filtros com agentes biocidas pode
apresentar uma solucéo inovadora para aplicacdo em sistemas de filtracdo de
ambientes internos. De modo geral, os métodos de preparacdo de filtros
antimicrobianos séo classificados em: processamento direto, em que os agentes
biocidas sdo combinados com o material do filtro, previamente a sua preparacao;
e em modificacdo do filtro ja disponivel, por meio da deposicdo dos agentes
biocidas, por diferentes métodos, na superficie do filtro de ar.

Estudos anteriores ja relatam que filtros de ar em que foram empregadas
nanoparticulas inorganicas antimicrobianas sdo efetivos no controle de
bioaerossois. Dentre estes materiais biocidas, pode-se destacar as
nanoparticulas de prata (Ag), que apresentam um amplo espectro
antimicrobiano. Sua acdo ataca diretamente a membrana celular dos
microrganismos, e como consequéncia de sua excepcional eficacia, tem sido
amplamente estudada e aplicada, além de filtros de ar, em dispositivos médicos,
eletrbnicos, na manufatura de roupas e mascaras faciais, no processamento de
alimentos, entre outros [7,30—-32]. De forma similar, nanoparticulas de cobre (Cu)
[33,34], 6xidos metalicos, tais como 6xido de cobre [35], 6xido de zinco [36],
diéxido de titanio [37], nanotubos de carbono [38], sdo conhecidos como
substancias antimicrobianas.

No estudo de Rosa et al. (2017) [39], nanoparticulas de prata foram
sintetizadas por meio de reducdo quimica, e o filtro (tecido de algodéao) foi
impregnado pelo método de imersdo. Neste método, os filtros sdo imersos na
suspensdo de nanoparticulas e posteriormente secos para eliminagcdo do
solvente. Um sistema de filtracéo foi instalado em um banheiro da universidade,
simulando uma situacdo real de retencédo de particulas suspensas no ar. As
analises microbiolégicas indicaram que foi possivel inibir o crescimento de
96,34% dos microrganismos retidos.

Gupta et al. (2020) [40] modificaram um preé-filtro de fibra de vidro com
nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO) pelo método sonoquimico. A modificacao
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do filtro ocorreu conforme as nanoparticulas eram sintetizadas pela radiacéo de
ultrassom, ao colocarem o béquer contendo os reagentes e a amostra do filtro
em um banho ultrassonico. A atividade antibacteriana do filtro decorado com
nanoparticulas de ZnO foi analisada frente as bactérias gram-positivas Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus. Para B. subtilis, obtiveram uma reducao de
~99% das bactérias retidas pelo filtro. J& para a S. aureus, foi realizada uma
andlise qualitativa por MEV-FEG, em que foi possivel observar reducéo
significativa no crescimento bacteriano.

Machry et al. (2021) [34] impregnaram nanoparticulas de cobre,
sintetizadas via reducao quimica, em um filtro de poliéster. A modificacdo foi
realizada pelo método de asperséo (spray coating), através de um borrifador
comercial. A suspensdo de nanoparticulas foi depositada por toda a superficie
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 reducéo no
crescimento de 99,99%, e frente a bactéria Escherichia coli, a qual apresentou
reducao de 99,98%.

Apesar das indiscutiveis vantagens e inumeras aplicacdes, as
nanoparticulas inorganicas podem apresentar riscos a saude, devido a sua
toxicidade. Ja foi reportado que nanoparticulas de prata apresentam efeitos
toxicos a saude e ao meio ambiente. A exposicao crénica a prata é nociva para
células e 6rgaos, podendo ser inalada ou ainda via penetracéo transcutanea [41].
Nanoparticulas de 6xido de cobre (CuO) e nanotubos de carbono podem causar
citotoxicidade, danos no DNA e estresse oxidativo [42].

Em contrapartida, tém 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 sdo considerados menos
toxicos que 0s agentes inorganicos, com efeitos ambientais brandos e baixo
custo [43,44]. Nanoparticulas advindas de produtos naturais apresentam
multiplos compostos e varias propriedades quimicas. De acordo com o extrato e
da origem do material, além dos efeitos antimicrobianos, podem apresentar
atividades antibioticas, anti-inflamatdrias e antivirais, ampliando ainda mais a

gama de aplicagdes [45]. Em geral, a performance antimicrobiana de extratos de
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plantas € devida a sinergia entre varios constituintes, e atribuida especialmente
aos flavondides, composto capaz de matar microrganismos pelo rompimento das
funcgbes da membrana celular e de causar danos ao DNA [44].

Muitos produtos naturais jA tém sido reportados na literatura como
excelentes agentes antimicrobianos, tais como o 6leo de melaleuca (tea tree oil)
[46], 6leo essencial de Sophora flavescens [47], extrato de semente de toranja e
de uva [48,49], prépolis [8], sal marinho [50], 6leos essenciais de capim-limao,
canela, entre outros [49].

Jung et al. (2013) [51] utilizaram a espécie de planta Sophora flavescens
para adicionar atividade antimicrobiana em filtros. As nanoparticulas foram
geradas e depositadas na superficie do filtro (fibras de poliuretano) pelo método
de electrospraying, em que a atomizacao do liquido ocorre por forcas elétricas.
A eficacia antimicrobiana foi analisada frente a Staphylococcus epidermidis, e
alcancaram a inativacdo de 99,99%, apés avaliarem diferentes concentracfes
de particulas depositadas no filtro.

No estudo de Hwang et al. (2015) [45], filtros antimicrobianos foram
obtidos pela impregnacédo de nanoparticulas de Euscaphis japonica (pequena
arvore de origem asiatica), obtidas pelo método de nebulizacdo (aerosol
deposition), em um filtro de poliuretano. Os autores também avaliaram a eficacia
antimicrobiana do filtro de acordo com a quantidade de nanoparticulas
depositadas, e obtiveram valores maximos 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 trés extratos de planta: alecrim, alho e 6leo de melaleuca
(tea tree oil). Filtros de PET (polietileno tereftalato) foram recobertos com os
extratos via aspersao (spray coating), e o teste antimicrobiano foi realizado frente
a bactéria Micrococcus luteus. Imediatamente apds a exposicao, os filtros
recobertos com melaleuca induziram a reducdo de 40-55%, enquanto que 0s
filtros recobertos com alecrim e alho ndo apresentaram nenhuma reducéo
imediata. Entretanto, apos 48h de exposicao, os filtros exibiram alta atividade
antimicrobiana, atingindo reductes 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,
0 oléo essencial foi adicionado a solucdo polimérica para obter as fibras por
centrigugal spinning, e na segunda, o oléo essencial foi impregnado nas fibras
de PAN por aspersdo. Como resultados, obtiveram eficiéncia na inativacédo 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 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas (NPs) sdo materiais que tém suas dimensdes entre 1 e
100 nanémetros (1 nm = 1x10° m), e podem apresentar propriedades Unicas ou
melhoradas, quando comparadas aos materiais em escala macroscopica, devido
ao aumento em sua area superficial [54]. Apesar de as NPs serem
caracterizadas pelas suas dimensdes até 100nm, nanoparticulas para sistemas
de liberacdo de farmacos, por exemplo, sdo consideradas sistemas em
nanoescala ou submicrométricos, cujas formulacdes podem se encontrar na
faixa de 100-1000nm. Isto se justifica pelo fato destes sistemas serem
compostos por, no minimo, dois componentes: um composto ativo e uma matriz
[55].

A depender do método de obtencdo das nanoparticulas, pode-se obter
nanocapsulas ou nanoesferas, em que, no primeiro caso, o farmaco ou
substancia de interesse é encapsulado em uma cavidade polimérica, enquanto
no segundo caso, a substancia é fisicamente dispersa na matriz polimérica [55—
57].

A encapsulagdo € um processo no qual substancias ativas (ndcleo) sao
retidas em uma matriz, as quais podem liberar o contetdo de forma controlada
e/ou sob condi¢des especificas. E amplamente utilizada na indUstria alimenticia
para incluir compostos bioativos em sistemas alimentares, além de proteger o
composto de condigbes ambientais como umidade e temperatura, ampliando sua

vida util. Neste sentido, nanoparticulas poliméricas podendo carregar ativos tém
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ganhado grande destaque em diversas areas, como biomédicas, farmacolégicas
e ambientais.

Os polimeros mais comuns utilizados para a producdo de NPs sédo os
polimeros sintéticos biodegradaveis como poli (acido-latico) (PLA), poli (acido
latico-co-glicdlico) (PLGA), policaprolactona (PCL), e polimeros naturais como
quitosana, albumina, alginato e gelatina. Dentre os polimeros naturais, 0 mais
utilizado para sistemas de liberacdo controlada € a quitosana, devido a sua
propriedade de formacao de blendas com uma grande variedade de polimeros,
facil modificacédo superficial, ndo-toxicidade, e boa compatibilidade com células
e tecidos [55,58].

2.3.1 Quitosana

A guitosana é um polissacarideo obtido pela desacetilacdo parcial da
quitina, um polimero natural que constitui a maior parte dos exoesqueletos de
crustaceos, insetos, e parede celular de fungos, sendo 0 composto organico mais
abundante da natureza, depois da celulose. As carapacas de crustaceos sao
rejeitadas pela inddstria pesqueira, e, portanto, seu aproveitamento reduz os
impactos ambientais causados pelo acumulo deste rejeito [59,60].

No que se refere a sua estrutura molecular, a quitosana é um copolimero
semicristalino linear, constituida por unidades de N-acetil-D-glucosamina (2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose) e D-glucosamina (2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose) unidos por ligacdes glicosidicas do tipo (1—4) [61]. Durante o
processo de desacetilagdo da quitina, o grupo acetil (-C2H30) é removido da
cadeia da quitina, resultando na formagé&o do grupo amino (-NH2) [62]. A Figura

2.3 apresenta a estrutura quimica da quitosana.
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D-glucosamina N-acetil-D-glucosamina

Figura 2.3 - Estrutura quimica da quitosana, indicando suas unidades de
repeticdo. Se m>50%, tem-se quitina; se n>50% tem-se quitosana. Adaptado de
[63].

Propriedades como o grau de desacetilacdo (GD) e o peso molecular (PM)
afetam fortemente propriedades fisico-quimicas (solubilidade, hidrofilicidade,
viscosidade, estabilidade térmica, etc) e bioldgicas (atividade antimicrobiana,
biocompatibilidade,  biodegradabilidade), e  consequentemente, sua
aplicabilidade. A quantidade de cada um dos mondémeros na cadeia polimérica
determina o grau de desacetilacdo da quitosana, ou seja, o GD é dado pela razéo
entre os dois monbmeros que compdem a molécula da quitosana (D-
glucosamina e a N-acetil-D-glucosamina). A quitosana € caracterizada por conter
um GD maior que 50% (se o GD é menor que 50%, temos a quitina), e esta
propriedade indica o numero de grupos amino (-NH2) livres na estrutura da
quitosana [62,64,65]. Com relacdo ao peso molecular, a quitosana €
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 véo
de 3,8 a 2000 kDa [66].

Com relagédo a solubilidade, a quitosana € insoltvel em 4gua e em grande
parte dos solventes organicos. E uma base fraca, e os grupos amino primarios
da quitosana apresentam pKa aproximadamente entre 6,2 - 7,0, fazendo com

que este polimero seja insolavel em solug¢des neutras e alcalinas. Em soluctes
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acidas, os grupos amina sdo protonados (-NHs*) (Figura 2.4), gerando uma
repulséo entre as cadeias carregadas positivamente, que permite a difuséo das
moléculas de agua, solubilizando o polimero. Nestas condi¢Bes, a quitosana
torna-se um polieletrdlito catibnico soltvel em solucdes diluidas de acidos
inorganicos (HCI, HNOs, HBr, HCIO4) e de acidos organicos (acido acético, acido
citrico, acido lactico) com baixos valores de pH (abaixo de seu pKa). A presenca
de uma alta densidade de cargas (uma carga positiva em cada unidade D-
glucosamina, em C2) e de hidroxilas (OH) distribuidas na matriz polimérica (Cs e
Cs) permite um grande numero de modificagdes quimicas, podendo interagir com
diferentes moléculas, possibilitando a ocorréncia de carboxilacéo,
quartenizacdo, fosforilacdo, formacdo de complexo eletrolitico, formacao de
derivados da quitosana, e, portanto, estdo diretamente relacionadas as diversas

propriedades e aplicac6es do polimero [64,65,67—-69].

OH
NH,
HO o HO

NH,
OH OH

Figura 2.4 - Estrutura da quitosana com 0s grupos amino ativos, apds sua

protonacdo em condicdes acidas [70].

A quitosana apresenta propriedades como hidrofilicidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e néo-toxicidade. Devido a sua carga
positiva, os grupos amino funcionalmente ativos também sao responsaveis pela
atividade antibacteriana e antifingica da quitosana. Ademais, por conta da sua
origem natural e multiplas possibilidades de aplicacdes, tais como em filmes,
blendas, recobrimentos, compdsitos, sistemas de liberacdo de farmacos,
particulas, tem atraido a atencédo da comunidade cientifica e de industrias [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 carater
antimicrobiano da quitosana e seus derivados ja ter sido demonstrado em
diversos estudos anteriores, 0 mecanismo de interacdo entre a quitosana e 0s
microrganismos nao é totalmente compreendido [73].

O primeiro e mais aceito mecanismo para a acao antimicrobiana da
quitosana, envolve as interacdes eletrostéticas entre a estrutura policatidnica da
quitosana e 0s componentes anidnicos presentes na superficie celular
bacteriana. De acordo com o tipo de bactéria, as interacdes ocorrem de maneiras
diferentes. Nas bactérias Gram-positivas, os peptidoglicanos da parede celular
sao hidrolisados, gerando fragmentacao na estrutura da membrana, levando ao
vazamento de componentes intracelulares. No caso das bactérias Gram-
negativas, a quitosana pode promover alteracdes na permeabilidade do
envelope externo, promovendo um desequilibrio osmoético. Estas alteracfes
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 eletrénica de transmissao, alteracdes estruturais nas células de
Staphylococcus simulans 22, apds contato com a quitosana carregada
positivamente. Concluiram que a potencial perda de lipideos da membrana
resultou em uma sequéncia de eventos, levando, finalmente a morte da célula
bacteriana.

Um outro possivel mecanismo de acéo sugere que, ao transpor a parede
celular, as moléculas de quitosana (de baixo peso molecular ou nanoparticulas)
se ligam ao DNA do microrganismo, impedindo a sintese do RNA mensageiro
(RNAm), impossibilitando, portanto, a sintese de proteinas e enzimas essenciais
para a sua sobrevivéncia. Em contrapartida, quitosana com alto peso molecular
e particulas maiores, podem formar uma camada impermeavel na superficie da
célula, afetando o transporte de constituintes vitais da célula bacteriana [73,74].
Liu e colaboradores [76] observaram, através de microscopia confocal, a
presenca de oligbmeros de quitosana no interior da bactéria Escherichia coli.

Juntamente com esta deposicéo da quitosana na célula, pode ocorrer a quelacéo
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de metais e nutrientes também essenciais a sobrevivéncia do microrganismo
[77].

Uma vez que estes mecanismos sdo baseados na interagdo eletrostatica,
infere-se que, quanto maior o numero de aminas catidnicas, maior sera a
atividade antimicrobiana da quitosana [77]. Entretanto, também existem outros
fatores que podem afetar a agdo antimicrobiana da quitosana, tais como pH,
temperatura, peso molecular, grau de desacetilacdo e o tipo de microrganismo
[78].

2.3.1.2 Método de Gelificagcdo lonotrépica

Nanoparticulas de quitosana podem ser produzidas por uma variedade de
métodos, incluindo electrospraying, coacervacdo, nanoprecipitacdo, micelas
reversas, spraydrying, gelificacéo ionotrépica [71]. A gelificacdo ionotropica (ou
gelificacéo ibnica) foi descrita pela primeira vez por Calvo et al. (1997) [79], e se
destaca por ser um processo atoxico, livre de solventes organicos, onde a
suspensao de nanoparticulas é obtida de forma rapida e branda, e apresenta
boa capacidade de retencao de proteinas e farmacos, sendo muito utilizado para
sistemas de liberacao controlada.

Este método consiste numa reacdo espontanea entre polimeros
carregados positivamente, por exemplo, a quitosana catidnica, e um agente
reticulante polianiénico, geralmente o tripolifosfato pentassédico (TPP),
formando um complexo polieletrolitico (PEC). Este complexo é estabilizado pela
interacao eletrostatica entre os grupos NHs* da quitosana com os grupos O do
TPP, conforme demonstrado na Figura 2.5. De forma pratica, a quitosana €
dissolvida numa solucdo aquosa de acido fraco, de forma que os grupos amina
sdo protonados e a quitosana se torna cationica (R-NHz2 + H* — R-NHz*). O TPP
€ adicionado a solucdo por gotejamento controlado sob agitacdo, e quando o
complexo é formado, estruturas tridimensionais na forma de nanoparticulas
gelatinosas precipitam. A razdo molar entre a quitosana e o TPP e as interacdes
efetivas s@o cruciais para controlar o didmetro médio e a distribuicdo de

tamanhos das particulas [62,80].
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Figura 2.5 - Representacdo das estruturas e interacfes presentes nas

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

2.3.1.3 Nanoparticulas de quitosana-TPP como material encapsulante

Nanoparticulas de quitosana obtidas por gelificacdo ibnica tém sido
relatadas na literatura como material encapsulante a fim de carregar compostos
ativos como 0leos essenciais e farmacos [11].

Duse et al. (2018) [82] desenvolveram nanoparticulas de quitosana
carregadas com curcumina, a fim de melhorar seu efeito terapéutico contra
tecidos tumorais. Caracterizacdes fisico-quimicas revelaram particulas de
aproximadamente 415nm e eficiéncia de encapsulacao 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 6leo essencial da planta
Satureja hortensis em nanoparticulas de quitosana/TPP via técnica de
gelificagéo idnica, e investigaram seu efeito acaricida. Obtiveram uma alta
eficiéncia de encapsulacdo (96%) e tamanho médio de particulas de
aproximadamente 192nm. As NPs melhoraram a longevidade da atividade letal,
quando comparadas com o 0leo essencial puro, com uma significante diferenca

na performance contra o acaro Tetranychus urticae.
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O objetivo do estudo de Yadav & Yadav (2021) [83] foi desenvolver um
sistema de entrega (drug delivery) baseado em nanoparticulas carregadas com
proteinas/peptideos com a finalidade de conduzir moléculas terapéuticas ao
pulmé&o. Com este propdésito, nanoparticulas de quitosana foram preparadas por
gelificacéo ibnica, carregadas com a proteina BSA (bovine serum albumin). Os
tamanhos das particulas, bem como a eficiéncia de encapsulacdo obtidos se
encontram entre 193 *+ 44,97nm e 336 + 94,63nm, e 80,73 + 6,37% e 92,34 +
1,72%, respectivamente. Foi concluido que as nanoparticulas preparadas por
este método sdo adequadas para a aplicacdo proposta, sem degradacdo da

proteina durante seu processo de fabricacao.

2.3.2 Prépolis e seu potencial antimicrobiano

A propolis € uma resina produzida pelas abelhas a partir de substancias
resinosas retiradas de folhas, cascas de plantas, brotos, etc., e alterada
posteriormente pela adicdo de secrec¢des salivares e ceras para revestimento e
protecdo da colmeia [84]. E um composto natural com notaveis propriedades
antivirais, antifingicas, antibacterianas, anti-inflamatdrias e antioxidantes devido
a sua alta concentracdo de flavonoides [85]. E extensivamente utilizado em
produtos alimenticios e farmacéuticos, para melhora da salde e prevencéao de
doencas, incluindo inflamacdes, diabetes, doencas cardiacas e cancer [86].

De modo geral, a propolis contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-40%
de ceras, 5-10% de 6leos essenciais, 5% de grao de pdlen, além de pequenas
quantidades de vitaminas (B1, B2, B6, C e E) e microelementos como aluminio,
calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés [87,88].

A composicao quimica da propolis € bastante complexa e variada, e esta
intimamente relacionada com a ecologia da flora de cada regidao de origem. Mais
de 300 compostos ja foram identificados na prépolis, e, de modo geral, a sua
composigdo quimica inclui flavonoides (como a quercetina), acidos fendlicos
(como o acido caféico), ésteres, aldeidos fendlicos, cetonas, terpendides e
fenilpropandides, aminoéacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos,

entre outros compostos.
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Os flavondides sdo compostos polifendlicos, e sua estrutura basica €
formada por um nucleo fundamental de 15 &tomos de carbono arranjados em
trés anéis na forma Cs-C3-Ce. Variacdes no estado de oxidagdo do anel central
de pirano, resultam nas diversas classes de flavonoides. A Figura 2.6 apresenta

a estrutura quimica das principais classes dos flavondides [89].
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Figura 2.6 - Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides [89].

O potencial biol6gico da prépolis se deve ao sinergismo que ocorre entre
0S muitos constituintes, entretanto, os compostos aromaticos, em especial os
flavondides e os acidos fendlicos sdo considerados 0os mais ativos, e a eles que
sdo atribuidas as propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-
inflamatorias [8].

Os flavondides, acido caféico, é&cido benzdico e acido cinamico
provavelmente agem na membrana ou parede celular dos microrganismos,
causando danos funcionais e estruturais. A atividade antibacteriana e antifingica
da prépolis é baseada na degradacao da membrana celular, que inicia com a
perda de ions de potassio e posterior autélise celular. [90]. A quercetina é um
flavondide frequentemente encontrado em todos os tipos de prépolis, que causa
um aumento da permeabilidade da membrana, gerando perda de material
celular. Nessas circunstancias, a motilidade bacteriana é reduzida a zero, e a
capacidade de transporte da membrana e a sintese de trifosfato de adenosina
(ATP) séo perdidas [90].
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Segundo Sharaf et al. (2013) [91], os autores foram 0s primeiros a
desenvolver um estudo destinado a construir uma base cientifica para a
producdo de tecidos de algoddao com atividade antimicrobiana e outras
propriedades uteis, fazendo uso da prépolis como proposta de estratégia “verde”.
O tecido foi modificado com uma solugcdo aquosa de extrato de propolis,
avaliando diferentes tipos de agentes reticulantes e catalisadores; o tecido foi
imerso na solucao de prépolis, e posteriormente submetido aos rolos de um lab
padder para melhor impregnacdo e eliminacdo do excesso de solvente. Os
tecidos foram secos em 85°C, e 0 processo de cura se deu a 140°C. A atividade
antimicrobiana dos tecidos foi avaliada frente as bactérias Escerichia coli e
Staphylococcus aureus pelo método de difusdo em disco, e obtiveram halos de
inibicdo 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 propolis, e avaliaram sua atividade antimicrobiana,
para aplicacdo em filtros de ar. Os extratos foram depositados nos filtros pelo
método de nebulizac@o, na forma de particulas. Bioaerossodis da bactéria S.
aureus foi forcada através do filtro pelo mesmo método da impregnacéo, e a taxa
de inativacdo foi determinada, apresentando valores similares para GSE e
propolis, na faixa de 92,1-100%, 75,2-89,1% e 54,4-75,5% para numeros de
colbnias de 103, 10* e 10° UFC/mI, respectivamente.

Apesar das inumeras propriedades, a aplicacdo pratica da prépolis ainda
€ considerada limitada, principalmente na inddstria alimenticia, devido a sua
baixa solubilidade em agua, forte aroma, sabor amargo, baixa solubilidade em
agua, e baixa estabilidade térmica [88,92]. Neste sentido, a encapsulacdo surge
como uma potencial abordagem alternativa para proteger os compostos da
prépolis e mascarar suas propriedades sensoriais desagradaveis, além de
melhorar sua resisténcia as condicbes ambientais, permitindo expandir suas
areas de uso.

No estudo desenvolvido por Paulo et al. (2021) [88], foram produzidas
microparticulas carregadas com extrato de propolis a partir do método de dupla
emulsificacdo e evaporacdo do solvente, utilizando trés matrizes poliméricas

diferentes: etilcelulose, PLGA e PCL. O extrato de prépolis foi microencapsulado
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com sucesso has trés matrizes, com 99,0 + 1,0% de eficiéncia de encapsulacéo
(baseado na presenca de compostos fendlicos) para etilcelulose, 98,6 + 0,4%
para PLGA, e 98,9 + 0,6% para PCL. J4 a distribuicdo do tamanho de particulas
foi de 4,6 + 0,3um, 3,4 + 0,4um e 3,3 + 0,5um para etilcelulose, PLGA e PCL,
respectivamente.

Ong et al. (2017) [93] avaliaram formulacdes de nanoparticulas de
quitosana contendo prépolis, preparadas pelo método de gelificacdo ibnica, e
avaliaram sua atividade antibacteriana em biofilmes de Enterococcus faecalis,
bactéria associada a infec¢des hospitalares. Os autores obtiveram tamanhos
meédios de particulas entre 125,7 + 0,53 — 512,3 £ 15,4nm, e eficiéncias de
encapsulacdo de 77,65% a 91,43%. Além disso, a formulagédo escolhida foi
capaz de inibir a formacéo de biofilmes de E. faecalis, e reduziu o nimero de
bactérias no biofilme em, aproximadamente, 90%.

Como visto, diante da possibilidade de encapsular a propolis como um
composto ativo no interior de matrizes poliméricas, € possivel explorar melhor
suas inumeras e eficazes propriedades. Portanto, de modo a obter beneficios a
saude publica, alinhado com a proposta de utilizar processos e materiais
sustentaveis, este trabalho buscou desenvolver particulas submicrométricas de
quitosana contendo prépolis, por encapsulacao, para futura aplicacdo em meios

filtrantes e outras matrizes funcionais.



26



27

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese das nanoparticulas de quitosana contendo propolis

As nanoparticulas de quitosana contendo propolis foram preparadas de
acordo com o método de gelificacao ionotropica descrito por Calvo et al. (1997)
[79] com algumas modificacdes, conforme o esquema da Figura 3.1.

Para a sintese das nanoparticulas foram utilizados: quitosana de
caranguejo comercial, com grau de desacetilacdo de 71%, e massa molar de
336.000 g/mol (Polymar Ciéncia e Nutricdo S/A); acido acético glacial, massa
molar de 60,05 g/mol (Qhemis); tripolifosfato de sédio, massa molar de 367,86
g/mol (Synth); extrato alcodlico de propolis verde 17% (Apis-Brasil); alcool etilico
absoluto P.A 99,8%, massa molar de 46,07 g/mol (Exodo Cientifica).

a) b)

c)

TPP 0,5%
propolis =
(0,5-1,5 mg/ml)

T .

solugdo de
quitosana 0,5%

4 :
VA, AN

i 1—e

|

Figura 3.1 - Esquema do processo de sintese das nanoparticulas por gelificagdo
ionotrépica a) solubilizacdo da quitosana em solucdo aquosa de acido acético;
b) adicdo do extrato de propolis por gotejamento na solugdo de quitosana; c)
adicao da solucao de TPP por gotejamento sob agitacao vigorosa para formacao

das nanoparticulas.
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Inicialmente, a quitosana em po foi dissolvida em uma solucdo de acido
aceético 1%, tendo sido mantida sob constante agitacdo por 24h para completa
solubilizag&o, obtendo-se uma solucdo de quitosana com concentragao final de
0,5%. O extrato alcodlico de propolis 17% foi ajustado com etanol para
concentracbes de 0,5mg/ml, Img/ml e 1,5mg/ml, e para cada amostra, foi
adicionado ao gel de quitosana por gotejamento. Esta nova solucéo foi mantida
sob agitacdo por 1h. Em seguida, o tripolifosfato (TPP) foi solubilizado em agua
destilada, obtendo-se uma solugéo de concentragéo 0,5%.

A formacao dos complexos polieletroliticos foi realizada a partir da adicao
da solucdo de TPP 0,5% na solucdo de quitosana-prépolis via drop wise
(gotejamento lento e continuo), sob agitacdo vigorosa, utilizando o Ultra-Turrax
IKA® T18 basic, huma rotacédo de 7000 rpm, em temperatura ambiente. Apds a
adicdo completa do volume de TPP, a suspenséo obtida foi mantida sob agitacao
por 30 min, e submetida a um banho de ultrassom (equipamento de banho
ultrassbnico Elmasonic S 60(H), 37kHz de frequéncia e 150W de poténcia
efetiva) por mais 30 min.

As suspensfes de particulas obtidas foram centrifugadas por 20min, a
14000 rpm. O sobrenadante foi removido, e as particulas foram ressuspendidas
em agua destilada. As suspensdes foram armazenadas em recipientes de vidro,
e submetidas ao banho de ultrassom por 15min antes de cada caracterizagéo.

Seguindo esta metodologia, foram sintetizadas 12 amostras variando-se
a concentracdo de propolis (0,5-1,5mg/ml) e a razdo massica entre quitosana
(QUI) e TPP (2:1, 3:1, 4:1, 5:1). As amostras obtidas estdo apresentadas na
Tabela 3.1.

ApoOs a sintese, a concentracdo de cada suspensao foi ajustada para
10mg/ml de sélidos (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 nanoparticulas de quitosana com propolis
encapsulado. Para a nomenclatura das amostras, foi utilizada a sigla (X:1-YP),
em que (X:1) indica a razdo QUI:TPP e YP a concentracao (Y) de prépolis (P).

Amostra Nomenclatura Razéo méassica | Concentragdo Propolis
QUL TPP [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 31 0,5

5 3:1-1P 3:1 1

6 3:1-1,5P 31 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 andlise gravimétrica, 4ml de cada amostra foi pesada em placas

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

evaporacdo da agua presente na suspensdo. Apds 24h, as placas foram

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

foi calculada através da Equacéo 3.1, onde C corresponde a concentragdo, Mseca

corresponde a massa seca, e V corresponde ao volume da suspensao. Uma vez

determinada a concentracgao inicial de cada suspensao, estas foram ajustadas

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

C = Mseca
%4

(3.1)
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3.2 Impregnacéao das nanoparticulas de quitosana contendo prépolis no
filtro comercial

Com a finalidade modificar um filtro comercial de ar para que este tenha
efeito biocida, as nanoparticulas de quitosana/prépolis foram adicionadas ao
filtro por imerséo.

O meio filtrante utilizado neste estudo foi o filtro celulosico PFI 25-11, da
Ahlstrom Munksjo Filtration and Performance/Louveira-SP.

O filtro foi cortado em retangulos de 12cm? e em circulos com diametros
de 5cm, a fim de preparar amostras para os testes microbiolédgicos e de filtracéo,
respectivamente.

Para a impregnacdo das NPs, 5ml da suspensdo, de concentracao
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 remocéo do solvente. Uma vez secas, as amostras foram mantidas em
dessecador até a realizacdo dos testes. O volume da suspenséo utilizado na

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

Figura 3.2 - Imerséao do filtro comercial na suspensao para impregnagcao das

nanoparticulas.
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3.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta ()

Com a finalidade de verificar os tamanhos das particulas de prépolis
encapsulada em quitosana, foi utilizada a técnica de caracterizagdo Espalhamento
Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering — DLS), a qual fornece a distribuicédo de
tamanhos de particulas em suspensao, bem como a amplitude de disperséo destas
por meio do indice de polidispersividade (PDI). Medidas do potencial zeta sdo um
indicativo da estabilidade das particulas suspensas em um liquido, e estas foram
obtidas por espalhamento de luz eletroforético (ELS).

Para a determinagdo dos tamanhos médios das nanoparticulas, indices
de polidispersividade (PDI) e potenciais { de cada suspensao, as amostras foram
analisadas no sistema Zeta Potencial Analyzer ZetaSizer Nano ZS ZEN 36000
(Malvern Instruments), na Embrapa Instrumentacdo (Sao Carlos). Todas as
medidas foram realizadas em triplicatas.

3.4  Eficiéncia de Encapsulacéo (EE%)

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo, utilizou-se o método
descrito por Woisky & Salatino (1998) [94], que baseia-se na quantificacdo dos
flavondides totais presentes no extrato de propolis, e os flavonoides presentes
nos sobrenadantes das amostras, apos etapa de centrifugacédo. Segundo Bag et
al. (2015) [95], estudos relatam que a quercetina, um dos flavondides presentes
na prépolis, € uma referéncia adequada para quantificar flavonoides totais. A
metodologia adotada ja foi validada por estudos anteriores do grupo de pesquisa.

A técnica utilizada para quantificar os flavonoides € realizada por
espectroscopia UV-Vis, utilizando cloreto de aluminio (AICI3s). O cation aluminio
(solucédo AICI3 0,5%) forma complexos estaveis com os flavonoides em etanol
[flavonoide — AlJ>*, que absorvem em comprimentos de onda bem maiores do
que o flavondide sem a presenca do agente complexante. Este desvio para
maiores comprimentos de onda, chamado desvio batocrdomico e intensificagdo
da absorcéo, faz com que a leitura em espectrofotbmetro seja feita em 425nm,
absorcdo bem superior aos complexos formados com outros componentes,

como os acidos fendlicos por exemplo, evitando interferéncias nas medidas. A
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Figura 3.3 (a) ilustra a formacédo do complexo [flavondide — Al]**, enquanto a

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

(a) H J— ,|q| 2+
OH O
o O
AlCI3 |
—_—
on o Q0
Alze )
Amarelo suave Amarelo intenso
(b) 1'D'I Extrato sem AICI4
—— CQuercetina com AlCl,
08" —— Extralo com AICly
<
2

rvancia

Abso

250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3 - (&) Formacédo do complexo [flavondide - Al]>* As cores nos tubos
indicam a mudanca de amarelo suave (antes da complexacdo) para amarelo
intenso (ap6s reacdo com AICl3) [96]. (b) Desvio batocrobmico do complexo
[flavonodide - AlJ?* [97].

3.4.1 Determinacao da curva de calibracao

A curva de calibragcdo, ou curva padrdo de quercetina, relaciona a
absorbancia das amostras com a concentracao de flavonoides presente em cada
uma. Para a obtenc¢do da curva, deve-se gerar uma corrida analitica para cada
uma das concentracdes conhecidas. O fluxograma ilustrado na Figura 3.4

representa as etapas experimentais para a construcéo da curva.
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Quercetina
50 pg/ml

2 ug/ml 4 ug/ml 8 pg/mi 12 pgiml 16 pg/ml 20 pg/ml

J

)
+

Absorbéncia em 425 nm

Figura 3.4 - Fluxograma da metodologia para a obtencéo da curva de calibracao.

Inicialmente, foi preparada uma solucao padrao de quercetina (50ug/ml),
dissolvendo a quercetina em etanol 40% (EtOH 40%). A partir da solucao padréo,
foram obtidas solucbes etandlicas de quercetina (brancos), e solucdes
compostas pela quercetina e o agente complexante cloreto de aluminio (AICIs)
0,5%, nas concentracdes de 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20ug/ml. Cada solucgéo,
preparada em baldo volumétrico de 25ml, foi agitada e deixada em repouso por
30min, para completa reacao, e posteriormente, foram medidas as absorbancias,
para o comprimento de onda de A=425nm (comprimento de onda maximo de
absorcao da quercetina). Todas as medidas foram realizadas em triplicatas em
um espectrofotometro UV-Vis (Varian, Cary 50 UV-Visible Spectrophotometer),
no Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa-UFSCar). A partir dos
valores de absorbancia obtidos, foi possivel plotar um gréafico de concentracdo
(ug/ml) em funcéo dos valores de absorbancia (A=425nm). A partir da curva, foi
obtida a equacé&o da reta por regresséo linear, e o coeficiente de correlacéo (R?).
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3.4.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

A Figura 3.5 ilustra o procedimento utilizado para a quantificagéo do teor
de flavondides totais no extrato de prépolis, baseado na quantidade de

quercetina.

branco
& mi 10 mi
- Absorbancia
N 1 I = i _ em 425 nm
10 mi
- a

50 mi S

+ 2ml
AICl; 0,5%

Extrato de propolis
+ 20ml EtOH 40%

Filtrag&o

amaostra
Figura 3.5 - Fluxograma da metodologia para determinacdo do teor de

flavonoides totais.

Uma aliquota do extrato de propolis 17%, contendo 125mg de sdlidos foi
adicionada em um béquer com 20ml de etanol 40% (EtOH 40%) e colocada sob
agitacdo por 15 minutos. A solucéo foi transferida para um baléo volumétrico de
25ml, cujo volume foi completado com EtOH 40%. Esta solucao foi filtrada, e
uma aliquota de 5ml foi transferida para um baldo volumétrico de 50ml, e seu
volume completado com EtOH 40%. Finalmente, duas aliquotas de 10ml foram
transferidas para dois balbes volumétricos de 25ml. O primeiro balédo teve seu
volume completado com EtOH 40% (solugédo branco), e ao segundo foi
adicionado 2ml de solucéo de cloreto de aluminio a 0,5%, completando seu
volume final também com a solucao etandlica 40% (amostra). Apos 30 minutos
de repouso, a absorbancia da amostra foi medida em espectrofotbmetro UV-Vis

a 425nm contra a solugéo branco. Este procedimento foi realizado em triplicata.
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A partir da equacéao da reta, obtida em 3.4.1, e dos valores de absorbancia
obtidos, obtém-se o teor de flavondides totais, expresso em miligrama de

quercetina por grama de propolis (mg/g).

3.4.3 Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

A concentracao de flavondides livres no sobrenadante das amostras apos
centrifugacdo € um indicativo do teor de prépolis que nao foi encapsulada nas
nanoparticulas de quitosana. Esta concentracao foi obtida utilizando-se a ultima
etapa do procedimento descrito no item 3.4.2. Uma aliquota de 10ml do
sobrenadante da amostra foi adicionada ao primeiro baldao volumétrico de 25ml,
tendo seu volume completado com EtOH 40%. No segundo baléo foi adicionado
10ml do sobrenadante com 2ml de AICIs 0,5%, e seu volume completado com
EtOH 40%. Apds 30 minutos, foi medida a absorbancia, em A=425nm, em
espectrofotometro UV-Vis.

Uma vez obtido o conteudo total de flavondides no extrato de propolis
utilizado, e o conteudo de flavonoides livres no sobrenadante, € possivel estimar
a quantidade de prépolis incorporada nas particulas de quitosana a partir do
calculo da eficiéncia de encapsulacao (EE%) de cada amostra, de acordo com a

Equacéo 3.2.

Ct _Cs

0fs —
EE% = G

X 100 (3.2)

Sendo:
Cta concentragéo de flavonoides total;

Cs a concentracgéo de flavondides livres no sobrenadante.

3.5 Microscopia eletronica de alta resolucdo (MEV-FEG)

Para analisar a morfologia das particulas bem como sua distribuicdo nas

fibras que compdem o filtro, foram feitas imagens de microscopia eletrdnica de
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alta resolucéo, em modo SE (elétrons secundarios), das nanoparticulas, do filtro
branco comercial (branco) e dos filtros impregnados com as nanopatrticulas.
Antes das andlises, as amostras foram recobertas com uma fina camada de
ouro. Utilizou-se o microscopio eletrénico de varredura FEI Magellan 400L, no
Laboratério de Caracterizacao Estrutural (LCE) da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar).

O tamanho médio das particulas a partir das imagens foi determinado
utilizando para tanto o software de analise de imagens ImageJ.

3.6 Espectroscopia naregido do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier € utilizada
para determinar a estrutura de moléculas, a partir de espectros padronizados
gue fornecem informacdes estruturais [98].

Neste trabalho, a FTIR foi utilizada com a finalidade de caracterizar a
estrutura molecular das amostras individuais e identificar as interacdes entre 0s
constituintes das nanopatrticulas. A analise foi realizada em modo de reflex@o
total atenuada (ATR) no espectrobmetro Nicolet 6700 FT-IR da Thermo Fisher
Scientific, na faixa de comprimento de onda de 4000 a 400cm™, no Departamento
de Engenharia de Materiais (DEMa — UFSCar).

3.7 Andlises Microbiolbgicas

Com o intuito de avaliar a atividade antimicrobiana dos meios filtrantes
modificados com as nanoparticulas, foram realizados testes in vitro no
Departamento de Morfologia e Patologia (DMP-UFSCar), sob a supervisao do
Professor Doutor Clovis Wesley Oliveira de Souza.

Para as analises microbiolégicas, 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 sdo comumente

utilizadas em andlises microbioldgicas.
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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 suspenséo de bactérias resultante
foi submetida a centrifugacdo de 4000 g por 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi ressuspendido em solucéo salina tampéao fosfato
(PBS), e a turbidez do in6culo foi ajustada, para a escala 0,5 McFarland, a fim
de obter uma concentracdo de 108 UFC/mI. A obtencdo da concentracédo de
acordo com a escala 0,5 foi corroborada em espectrofotdmetro, por meio da
medida da absorbancia, que deve ser o mais préoximo de 0,112, no comprimento
de onda de 600nm (de acordo com a curva de calibragdo previamente obtida no
Laboratério de Morfologia e Patologia, DMP-UFSCar).

Foram realizadas quatro analises microbioldgicas: o Método de Difuséo
em Disco, Método de Pocos, a avaliacdo da Concentracdo Minima Inibitoria
(MIC) e o Método de Contato, o qual partiu-se de uma concentracao da ordem
de 108 UFC/mI. O método de contato segue a especificacdes da JIS Z 2801:2010
(Japanese Industrial Standard, Antibacterial products — Test for antimicrobial

activity and efficacy).

3.7.1 Método de Difusdo em Disco e Método de Pocos

O método de difusédo em disco, ou Teste de Kirk Bauer, foi reportado por
Bauer et al. (1966) [99]. Neste teste, 0 material em analise é depositado no meio
de cultura contendo a suspensédo bacteriana, tendo a atividade antimicrobiana
do material analisada, de forma qualitativa, pela presenca (ou ndo) de um halo
de inibicdo. O agar Mueller Hinton é o meio de cultura padrdo recomendado pela
OMS para esta analise.

Inicialmente, preparou-se o agar Mueller Hinton, segundo as
especificacdes do fabricante. O p6 do Mueller Hinton foi diluido em &gua
destilada e aquecido em micro-ondas até completa solubilizagéo. A solugao foi
esterilizada em autoclave, a 121°C por 15 minutos. Em seguida, foi resfriada em
banho até 50°C, distribuida em placas de Petri, e apds solidificacdo, mantida em

geladeira até o uso.
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As suspensfes padronizadas das bactérias S. aureus e E. coli
(preparadas conforme supracitado no tépico 3.7) foram espalhados por toda a
superficie do meio de cultura, com o auxilio de uma swab esterilizado. Em
seguida, as amostras de filtros (controle e modificados com as nanoparticulas)
foram depositadas sobre o agar, em contato direto com a suspensao bacteriana.
As placas foram levadas a incubadora, e permaneceram por 24h & 37°C. Apoés
o periodo de incubacao, foi realizada andlise visual para verificar a presenca do
halo de inibig&o.

No método de pocos, a preparacao e distribuicdo do agar Mueller Hinton
e do cultivo bacteriano nas placas foram realizadas da mesma forma que no
método de difusdo. Apds distribuicdo dos cultivos de bactérias sobre o meio de
cultura, pocos de 8mm de didmetro foram feitos no agar com auxilio de um
perfurador de metal esterilizado. Em cada poco, adicionou-se 25ul das
suspensdes de nanoparticulas, e ap6s 24h em incubadora a 30°C, foi verificado

se houve a formagéo do halo de inibig&o.

3.7.2 Determinacdo da Concentracdao Minima Inibitéria (MIC)

A concentragdo minima inibitéria, ou “Minimum Inhibitory Concentration”
(MIC) indica a concentracdo minima de um agente antimicrobiano capaz de inibir
o0 crescimento de determinada bactéria (efeito bacteriostatico). O procedimento
para a determinacdo da MIC envolve a diluicdo seriada em caldo em uma
concentracdo definida do agente antimicrobiano em analise frente a um indculo
padronizado da cepa teste. Por outro lado, quando deseja-se determinar a
Concentracdo Minima Bactericida, ou “Minimum Bactericidal Concentration”
(MBC), ou seja, a concentracdo minima do agente antimicrobiano capaz de
matar ou lesar irreversivelmente as bactérias, utiliza-se as subculturas das
amostras da analise MIC, as quais sao distribuidas em um meio de cultura, e
inoculado. Se houver crescimento de colbnias nas concentracbes em que na
MIC foram consideradas eficazes, o efeito foi apenas bacteriostatico, e nao

bactericida. Se ndo houver crescimento de colbnias, tem-se a MBC [100,101].
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Para determinar a MIC das nanoparticulas, foi utilizado o método de
microdiluicdo em placa com 96 pocos. A placa foi dividida em duas; na primeira
metade duas amostras pré-selecionadas de nanoparticulas agiram contra S.
aureus, enquanto na segunda metade, as mesmas duas amostras foram

analisadas frente a E. coli. O esquema de distribuicdo da placa € ilustrado na

Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Esquema da placa de diluicdo em pocos para determinacdo da MIC.

Para o preparo da placa, aliquotas de 100ul do meio de cultura Mueller
Hinton (previamente preparado conforme instrucbes do fabricante) foram
distribuidas nos pocos das fileiras A-G. Em seguida, aliquotas de 100l de cada
amostra, na concentragdo de 10mg/ml, foram distribuidas nos pogos da fileira A.
A partir da fileira A, a diluicdo seriada ao longo da placa foi realizada com o
auxilio de uma micropipeta multicanal, com a qual o meio foi homogeneizado, e
metade do volume destes pogos (100pl) foram transferidos para a fileira abaixo,
e assim sucessivamente, até a fileira G, na qual, apés a homogeneizacéao,

metade do volume de cada poco foi descartado, garantindo a concentracao
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minima analisada. Finalmente, uma aliquota das suspensfes bacterianas foi
adicionada em cada poco. Os testes foram realizados em triplicatas.

A fileira H foi utilizada como controle, tendo os trés primeiros e os trés
altimos pocos preenchidos somente com o meio Mueller Hinton (controle
negativo), e os restantes preenchidos com aliquotas das respectivas suspensdes
de bactérias (controle positivo para crescimento bacteriano). Apos
preenchimento dos poc¢os, a placa foi incubada a 37°C por 24h.

Ap6s o periodo de incubacgdo, foi realizado o teste colorimétrico,
adicionando em cada poc¢o 10ul de solucéo de resazurina 0,01%. Apos um tempo
para reacao, foi feita a leitura visual dos resultados; a coloracdo azul indica
inibicdo bacteriana, e a coloragdo rosa indica atividade bacteriana.

Para verificar se as concentragcdes em que houveram inibicdo também
estavam agindo como bactericida, uma aliquota dos pocos foi adicionada numa
placa contendo agar TSA (Tryptic Soy Agar), e incubada em 37°C por mais 24h.
ApOs o periodo de incubacéo, foi feita leitura visual para verificar o crescimento

ou ndo de colbnias no meio.

3.7.3 Método de Contato

Esta metodologia € um teste quantitativo que identifica a reducéo
bacteriana frente ao agente antimicrobiano. Neste teste, os filtros impregnados
ficam em contato direto com a suspenséao bacteriana, a fim de verificar a reducao
da concentracdo bacteriana. Para tanto, é realizada a uma distribuicdo de
concentracfes seriadas e logaritmicas da suspensdo bacteriana no meio de
cultura, ap6s o contato com o agente antimicrobiano em analise. O crescimento
das col6nias de bactérias é entéo correlacionado com a performance bactericida
do material [102].

Para este teste, a suspensao bacteriana da cepa S. aureus foi preparada,
conforme supracitado no item 3.7, e diluida para obtencdo de 108 UFC/ml.

Inicialmente, preparou-se o meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA),
segundo as especificagbes do fabricante. O p6 do TSA foi diluido em &agua

destilada, e aquecido em micro-ondas até completa solubilizacdo. Apos
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esterilizacdo em autoclave (121°C por 15 minutos), este meio de cultura foi
resfriado até 50°C, e distribuido em placas de Petri. Apos resfriamento e
solidificacéo, as placas foram mantidas em geladeira até o uso.

As amostras para este teste consistiram em filtros, com area de 4cm?;
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 aliquota da
suspensao bacteriana, antes da incubacédo (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 aliquota de 100ul da suspenséao
bacteriana foi adicionada em cada filtro, e, a fim de garantir que nao haja
nenhuma perda, um recorte plastico de 25 cm? foi colocado em cima e embaixo
dos mesmos. Estes sistemas, formados, portanto, por plastico-filtro-plastico,
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foram depositados em placas de Petri individualmente, que por sua vez, foram
encubados em camara Umida e mantidos na incubadora por 6h a 30°C.

Apébs o periodo de incubacao, os sistemas plastico-filtro-plastico foram
transferidos para tubos Falcon contendo 900ul de PBS, e submetidos a agitacao,
por 1 minuto, em agitador de tubos tipo vortex (Figura 3.8). Mais duas diluicdes
seriadas foram realizadas: 100ul da suspensdo do tubo Falcon foram
transferidos para um microtubo Eppendorf contendo 900ul de PBS, e a préxima,
obtida da mesma forma. Em seguida, foi adicionado 100ul de cada suspensé&o
(nas diferentes concentracdes) nas placas contendo o agar TSA. Cada
suspensao foi espalhada com uma alga de Drigalski, até completa absorcao. As
placas foram levadas para incubadora, e mantidas a 37°C por 24h. Apds este
periodo, foi realizada a contagem das colénias formadas. O diagrama
esquematico representado na Figura 3.8 ilustra a etapa final do método de

contato, a partir da diluicdo seriada.

100uL 100uL

NN

1:10 1:102 1:10°
100uL

37°C |
24h | | : !

Figura 3.8 - Diagrama esquematico da etapa final do método de contato.
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O calculo para determinar a quantidade final de bactérias, a partir do
namero de colbnias formadas, foi feito da seguinte maneira: numero de colénias
na placa x a grandeza reciproca da diluicdo da amostra = UFC/ml para aquela
amostra. Ja a porcentagem da reducao bacteriana (R) foi calculada através da
Equacdo 3.3, sendo Co a concentracdo bacteriana inicial (UFC/ml), e C a
concentragdo bacterianas apdés incubacao (UFC/ml).

Co—
Co

R(%) = 2% x 100 (3.3)

3.8 Testes de Filtracao

Os testes de filtracdo foram realizados no Laboratério de Controle
Ambiental | do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ-UFSCar).

Com a finalidade de avaliar se a modificacdo dos meios filtrantes com as
nanoparticulas interferiu de alguma forma na sua qualidade da filtracao, foram
analisadas a eficiéncia de coleta e a permeabilidade dos filtros antes e depois da
modificacdo. Para tanto, utilizou-se a unidade experimental ilustrada na Figura
3.9.

Figura 3.9 - MAdulo experimental para os ensaios de filtragédo: linha SMPS.
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O funcionamento desta linha se da da seguinte maneira: um compressor
de ar (1) fornece ar comprimido para o transporte de particulas na linha de
filtracdo; este ar é limpo por filtros de purificacdo (2), que removem impurezas
gue possam estar contidas no ar. O gerador de particulas (3) € composto por um
reservatorio para armazenamento da solucdo. O contato entre o ar comprimido
e a solucdo, a uma velocidade relativamente alta, produz a atomizacao desta
solugédo. As gotas maiores da solucao sofrem impactacéo inercial no bocal, e
retornam ao reservatorio, enquanto que a névoa de gotas menores segue na
direcdo do escoamento de ar, e passa por um secador de difusdo (4). As
particulas secas alimentam a corrente de ar puro da linha principal, e se
direcionam para a fonte neutralizadora de Kriptonio 85 (Kr 85) (5), utilizada para
estabilizar as possiveis cargas eletrostaticas presentes nas particulas geradas.
Em seguida, o ar contendo as particulas de aerossol passa pelo dispositivo de
filtracdo (6), contendo o meio filtrante em andlise, seguindo para o medidor de
vazao (rotametro) (7). A contagem de particulas é realizada por duas sondas,
uma instalada antes e outra depois do meio filtrante, ambas diretamente ligadas
a uma valvula de 3 vias para acionamento manual, de acordo com a amostragem
pretendida (a montante ou jusante do meio filtrante). A queda de presséo durante
a filtracdo das particulas é medida por um manémetro digital (8). O ar contendo
as particulas passa por um segundo neutralizador radioativo, de Americio 241
(Am 241) (9) antes de seguir para o contador de particulas. O Analisador de
Particulas por Mobilidade Elétrica (SMPS — Scanning Mobility Particle Sizer) (10)
faz a contagem das particulas amostradas por faixas de diametros do aerossol
amostrado. O sistema SMPS é composto por um Analisador de Mobilidade
Diferencial (DMA - Differencial Mobility Analizer) (11), e um contador de
particulas (CPC - Condensation Particle Counter) (12). Primeiramente, as
particulas passam por um impactador inercial, logo na entrada do equipamento,
onde particulas maiores sédo removidas. As particulas menores seguem para o
classificador eletrostatico, onde se encontra 0 DMA, para que sejam separadas
de acordo com a mobilidade elétrica. Uma pequena porcdo de particulas
monodispersas segue para o contador CPC. Todo este sistema € conectado a

um computador (13) para aquisicao dos dados.
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Para medir a permeabilidade dos filtros, uma corrente de ar limpo (sem a
presenca de aerossois) é forcada a passar pelo meio filtrante, e medidas da
gueda de pressao em funcéo da velocidade superficial que atravessa o filtro sdo
coletadas. Para isso, variou-se a vazao de ar, monitorada por um rotametro, e
0s respectivos valores de queda de pressao (Pa) (provocados pela presenca do
filtro na corrente de ar) foram medidos por meio do mandémetro digital acoplado
a linha. O intervalo experimental para a vazao de ar foi de 0-10 L/min, baseado
nos testes anteriores realizados pelo grupo de pesquisa. A partir da curva de
queda de pressdo resultante, foi possivel calcular o coeficiente de
permeabilidade.

Para analisar a eficiéncia de coleta dos filtros, € realizada a contagem de
particulas antes e ap6s a passagem do fluxo de ar pelo filtro. A diferenca entre
as particulas na saida, com relacdo a entrada, refere-se a quantidade de
particulas retidas no filtro. Sendo assim, para este teste, o gerador de particulas
foi acionado, partindo-se de uma solugédo de NaCl, 0,1 g/l, e a vazdo do ar
manteve-se constante, em 1,5 L/min, por todo o periodo de analise.

A permeabilidade e eficiéncia de coleta dos filtros modificados séo
comparadas com o0s resultados obtidos dos filtros puros, a fim de avaliar a
influéncia da deposi¢cédo dos agentes biocidas na eficiéncia 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 Andlises Estatisticas

Todas as medidas deste trabalho foram realizadas em triplicatas, e os
valores obtidos foram expressos em média + desvio padrdo. Os resultados para
tamanhos de particula, eficiéncias de encapsulagéo e reducédo bacteriana (teste
de contato) foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), e as diferencas
entre as medias foram processadas pelo método de Tukey e confianca de 95%

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



46



47

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese das nanoparticulas de quitosana contendo prépolis

A suspenséo coloidal de nanoparticulas de quitosana e propolis foi obtida
pelo método de gelificacao ionotropica, conforme descrito no item 3.1. A Figura
4.1 mostra o aspecto visual da solucdo de quitosana e das suspensdes, para
uma das concentracdes de propolis (0,5mg/ml). Para as demais concentracdes
de propolis estudadas, o aspecto visual de suas respectivas suspensodes foi

semelhante aos apresentados na figura.

Figura 4.1 - Aspecto visual da a) solugdo de quitosana e b) suspensdes de

nanoparticulas.

Sabe-se que a transparéncia de um meio é resultado da relagédo entre o
tamanho das estruturas que o compdem com o comprimento de onda que o
atravessa. Se as estruturas que compdem o meio apresentarem dimensdes
semelhantes ou maiores aos comprimentos de onda da luz incidente, maior a
dispersédo da luz no meio, e, portanto, menor a transparéncia.

Para as suspensfes obtidas, observa-se que, de modo geral, quanto
menor a razao entre quitosana e TPP, maior a transparéncia da suspensao.
Infere-se, portanto, que as suspensdes mais transparentes apresentam menores
tamanhos de particulas, permitindo a passagem da luz visivel de forma mais

regular.
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4.2 Tamanho de particula, Potencial Zeta (), Eficiéncia de Encapsulacao
e Morfologia
4.2.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (q)

O tamanho dos sistemas nanoparticulados é um dos fatores mais
significativos com relacdo a sua aplicabilidade. Quanto menor o tamanho das
particulas, maior é a area superficial disponivel para possiveis interacfes. No
caso deste estudo, quanto menor o tamanho das particulas, menor as chances
de obstrucéo dos poros do filtro, e maior a quantidade de sitios ativos disponiveis
para agir contra 0s bioaerossois.

Para avaliar as dimensdes das particulas em suspensdo, bem como o0s
indices de polidispersividade (PDI), foi utilizada a técnica de espalhamento
dindmico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS). Esta técnica de caracterizagéo
fisico-quimica determina a distribuicdo de tamanhos de particulas em suspensao,
utilizando o método de disperséo de particulas num liquido juntamente com medidas
Opticas através da difracdo de laser. Durante a analise, € também medida a
amplitude da dispersdo das particulas, sendo fornecido o coeficiente
adimensional Indice de Polidispersividade (PDI). Valores de PDI <0,1
representam distribui¢cbes altamente monodispersas. Ja valores superiores a 0,4
indicam uma distribuicdes de tamanho de particulas 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 particula em suspensdo como
resposta a aplicacdo de um campo elétrico, e a converte em potencial zeta. A
determinacdo do potencial zeta € um bom mecanismo para determinar a
estabilidade de uma suspensao, uma vez que corresponde a uma medida da
magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica entre as particulas suspensas
em um liquido. Em médulo, conforme a magnitude do { aumenta, a repulsédo
eletrostatica presente no sistema também se torna maior, indicando uma
suspensao mais estavel. Normalmente, esta medida varia de -100mV e +100mV,
indicando a magnitude de atracdo ou repulséo eletrostatica entre as particulas
dispersas no meio. De forma geral, altos valores de potencial zeta (superiores a

+30mV ou inferiores a -30mV) indicam uma suspensao estavel, 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 suspenséo indica que a
suspenséo atingiu sua maxima instabilidade [105].

A Tabela 4.1 apresenta os valores médios dos tamanhos das particulas,

indices de polidispersividade e potenciais zeta de cada amostra.

Tabela 4.1 - Tamanhos médios das particulas, indices de polidispersividade

(PDI) e potenciais zeta.

Formulacdo | Tamanho médio (nm) PDI Potencial ¢ (mV)
2:1-0,5P 771,17 +£120,83 ¢d 0,58+0,11 15,93 +0,15°f
2:1-1P 765,93 + 22,39 ¢d 0,88 +0,18 12,93 +0,15f
2:1-1,5P 836,53 + 162,42 ¢ 0,75+ 0,32 13,73+0,67f
3:1-0,5P 332,75+ 27,22 2 0,34 + 0,07 31,7 £0,98 9¢
3:1-1P 587,11 + 31,78 ¢ 0,51 +0,38 27,13 +0,06 ©
3:1-1,5P 392, 55 + 15,03 2P 0,43 + 0,06 29,47 +£0,68 ©
4:1-0,5P 484 + 48,69 2P 0,25+ 0,26 36,2 + 4,78 bcd
4:1-1P 552,87 + 16,09 ° 0,22 + 0,09 38,3 +0,44 3bc
4:1-1,5P 457,04 + 17,78 ab 0,32+ 0,04 41,17 + 2,93 ab
5:1-0,5P 496,32 + 39,21 ab 0,41 + 0,08 39,2 +£1,23 3bc
5:1-1P 535,3+ 37,28 " 0,37 + 0,08 43,97 £0,76 @
5:1-1,5P 510,25 * 76,03 ab 0,24 +0,12 35,4+ 3,11 ¢d

Letras diferentes nas colunas representam diferenca significativa entre as
meédias (p<0,05).

Inicialmente, observou-se que as amostras com razdo QUI:TPP de 2:1
apresentaram os maiores tamanhos de particulas, acima de 700nm, e valores
altos de PDI, entre 0,58 e 0,88, indicando certa heterogeneidade na distribuicdo
dos tamanhos destas amostras. Somado a estes fatores, 0s potenciais zeta

destas amostras apresentam valores baixos (<30mV), indicando instabilidade
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das respectivas suspensodes. Visando a aplicacdo em matrizes funcionais como
os meios filtrantes, estas propriedades fisicas ndo séo tdo interessantes.
Particulas grandes, além de apresentarem uma area superficial ativa menor,
podem levar a obstrucdo dos poros dos filtros, impossibilitando a passagem de
ar, enquanto que particulas menores séao preferiveis por apresentarem maior
biodisponibilidade dos compostos ativos presentes nas formulacgdes e, portanto,
melhor eficacia.

Para cada uma das diferentes razfes entre quitosana e TPP, variando-se
a concentracao de propolis de 0,5 a 1,5mg/ml de prépolis, observou-se que os
tamanhos das particulas ndo apresentaram diferencas significativas, tendo
valores estatisticamente semelhantes. Com isso, a principio, inferiu-se que o
fator mandatério que define o tamanho das particulas é a interacdo entre a
quitosana e o agente de reticulacdo (TPP). Neste caso, exceto para as amostras
de razdo QUI:TPP de 2:1, conforme esta razéo diminui (ou seja, de 3:1 para 5:1),
os tamanhos das particulas aumentam. Esta tendéncia também foi observada
por Koukaras et al. (2012) [62]. Eles avaliaram diferentes razdes entre quitosana
e TPP para a formacdo de nanoparticulas por gelificacdo ibnica. A quitosana
utilizada possuia GD de 75% e massa mola de 350.000g/mol, valores préximos
ao da quitosana utilizada no presente trabalho (GD=71% e MM=336.000g/mol).
Como resultados, obtiveram tamanhos médios de particulas semelhantes aos
obtidos neste estudo, sendo as razdes de 3:1 e 4:1 as que resultaram em
menores tamanhos de particulas (396 + 10nm e 342 + 8nm, respectivamente).

As formulagbes que apresentaram menores tamanhos médios de
particulas foram 3:1-0,5P (332,75 + 27,22nm), 3:1-1,5P (392,55 + 15,03nm) e
4:1-15P (457,04 = 17,78nm). Além disso, todas as demais formulacdes
apresentaram valores de PDI entre 0,22 e 0,51, sugerindo que elas séo
monodispersas.

A estabilidade das particulas em suspenséo € afetada pelo seu potencial
zeta. Conforme a magnitude do potencial zeta aumenta (em médulo), maior a
repulsdo eletrostatica entre as particulas. Nanoparticulas de quitosana
apresentam potencial zeta positivo devido as caracteristicas catibnicas das

moléculas de quitosana. Com exce¢do 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 variacdo da concentracdo de prépolis ndo afetou os valores
de potenciais zeta, uma vez que para cada uma das raz6es QUI: TPP, os valores

em mV mostraram-se estatisticamente semelhantes entre si.

4.2.2 Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

Para determinar a eficiéncia de encapsulagcdo, ou seja, quantificar a
porcentagem do composto ativo incorporado nas nanoparticulas de quitosana,
inicialmente faz-se necessario obter uma curva de calibracéo, que relaciona a
resposta e a concentragédo conhecida do analito. A curva padréo de quercetina
obtida esta apresentada no Apéndice A, e a Equacédo 4.1 é a equacao da reta
obtida. Nessa equacdo, y é o valor de absorbancia e x a concentracdo de

guercetina na solucao, em pg/mil.

y = 0,0742 x + 0,0326 (4.1)

A partir da Equacdo 4.1 e dos valores de absorbancia obtidos por
espectroscopia UV-Vis, foi possivel determinar o teor de flavondides totais (Ct)
presentes na solucéo etandlica de prépolis utilizada em cada amostra, expresso
em mg de quercetina por g de propolis. A Tabela 4.2 mostra os resultados
obtidos para a determinacdo do teor de flavondides totais para cada
concentracdo de propolis: (Ct, 05: 0,5mg/ml, Ct, 1: Img/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 flavondides totais para cada concentracdo de prépolis

utilizada.

y X (ug/ml) | Ct(mg/g) | Ctos(pug/ml) | Ct1(ug/ml) | Ct, 1.5(ug/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 flavondides presentes no sobrenadante (Cs) de cada uma das amostras. Por

fim, a eficiéncia de encapsulacao foi calculada, pela Equacgéao 3.2, e os resultados

estdo apresentados na Tabela 4.3.

Os resultados de eficiéncia de encapsulacao variaram entre 65,41% e

82,9%, sendo que amostras com maiores tamanhos de particulas apresentaram

0s maiores valores de EE%. Ong et al. (2017) [93] avaliaram a atividade

antibacteriana de formulagdes de nanoparticulas de quitosana e prépolis contra

biofiilmes de Enterococcus faecalis, e obtiveram valores de eficiéncias de

encapsulacdo proximos, variando entre 77% e 91%.

Tabela 4.3 - Tamanhos médios de particulas e eficiéncias de encapsulacgéo.

Formulacao Tamanho médio (nm) EE%
2:1-0,5P 771,17 +£120,83 ¢d 81,21 + 0,52 ab
2:1-1P 765,93 + 22,39 ¢d 82,90+0,932
2:1-15P 836,53 + 162,42 d 79,25 +0,27 ¢
3:1-0,5P 332,75+ 27,22 2 67,95+1,24"
3:1-1P 587,11 + 31,78 ¢ 79,34 +0,16 ¢
3:1-1,5P 392, 55 + 15,03 b 78,06 £0,10 ¢
4:1-0,5P 484 + 48,69 2P 71,42 £ 0,50 ©
4:1-1P 552,87 + 16,09 ° 71,29+0,21 ¢
4:1-1,5P 457,04 + 17,78 ab 75,56 + 0,18 ¢
5:1-0,5P 496,32 + 39,21 ab 65,41 +£0,54 9
5:1-1P 535,3 + 37,28 P 68,76 £+ 0,31
5:1-1,5P 510,25 + 76,03 2P 71,90+1,18°¢

Letras diferentes nas
meédias (p<0,05).

colunas representam diferenga significativa

entre as
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Duas formula¢des foram escolhidas, tendo como base uma boa relacéo
entre as propriedades fisico-quimicas avaliadas até aqui, tais como tamanho de
particula, PDI, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo. A Figura 4.2 mostra
um grafico que correlaciona o tamanho médio de particulas das amostras com
seus respectivos valores de EE%.

Nota-se na Figura 4.2 que, as formulacdes que apresentaram uma melhor
relacdo entre tamanho e eficiéncia séo as 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, ou seja, exibiram
tamanhos médios de particulas 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 ja apresentado
na Tabela 4.1.
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Figura 4.2 - Grafico de relacdo entre os tamanhos médios de particulas e

eficiéncias de encapsulacao.

Diante disso, as analises discutidas nos topicos subsequentes, inclusive
os testes antimicrobianos e modificagbes do meio filtrante, foram realizadas para

estas duas formulagbes de nanoparticulas: NPs 3:1-1,5P e NPs 4:1-1,5P.



54

4.2.3 Microscopia eletronica de alta resolucao (MEV-FEG)

A analise morfologica foi realizada em duas etapas: primeiramente,
avaliou-se a morfologia e tamanhos das particulas isoladas, e em seguida,
avaliou-se a morfologia e distribuicdo das particulas j& impregnadas no meio
filtrante. A Figura 4.3 apresenta as imagens de MEV das nanoparticulas de
formulacdes 3:1-1,5P e 4:1-1,5P em duas concentracfes (uma mais concentrada
e outra mais diluida).

A partir das imagens obtidas, foi possivel verificar o formato relativamente
esférico das nanoparticulas, para ambas formulacgdes, tipico de nanoparticulas
de quitosana. Observou-se também que, para a concentracdo de 10 mg/ml, as
particulas encontram-se bem proximas, e a presenca de alguns aglomerados
(indicados pelas setas amarelas). Entretanto, de forma geral, ambas as amostras
nao apresentaram diferengas significativas em sua morfologia. Pan et al. (2020)
[106] obtiveram particulas de quitosana/TPP com morfologia muito semelhante
a obtida neste trabalho, assim como Ahmadi et al. (2018) [11], cujas particulas
eram de quitosana/TPP com 6leo essencial de Satureja hortensis encapsulado.

Ao analisar as micrografias das particulas, observou-se que estas
apresentaram tamanhos inferiores aqueles dados pelo DLS. Utilizando o
software Image J, duzentas medidas de diametro das nanoparticulas foram
coletadas de cada amostra, e o resultado da distribuicdo dos tamanhos estéo
apresentados nos histogramas da Figura 4.3 (c) e (f). A amostra 3:1-1,5P
apresentou diametro médio de 73 * 15nm enquanto a amostra 4:1-1,5P
apresentou diametro médio de 51 * 5nm. Esta diferenca no tamanho das
nanoparticulas obtidas pelas técnicas de DLS (392, 55 + 15,03nm e 457,04 +
17,78nm) e MEV, podem ser atribuidas a perda de estabilidade da suspenséo
de nanoparticulas e consequente aglomeragdo. Na Figura 4.3 (a), € possivel
notar dois grupos de aglomerados, indicados pelas setas amarelas, com
tamanhos entre 300-450nm. De fato, a preparacdo das amostras para
microscopia foi realizada imediatamente ap0s a sintese, enquanto que as
medidas de DLS foram realizadas aproximadamente 120 horas apés a sintese.
Neste momento, as suspensdes apresentavam precipitados, e foram submetidas

a banho de ultrassom de 15 minutos antes das medidas.
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Figura 4.3 - MEV-FEG das particulas (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, propolis vermelha foi encapsulada em PLGA, e o diametro
hidrodinAmico médio, dado por DLS, foi de 224,23 + 18,87nm, enquanto o
diametro médio determinado a partir das imagens de microscopia foi de 69 +
36nm. Segundo os autores, essa diferenca ja era esperada, uma vez que 0
didmetro hidrodindmico revelado pela técnica DLS, reflete ndo somente o
didmetro da particula em si, mas também a camada de dipolo elétrico aderida a
sua superficie. Além disso, as medidas em DLS sado feitas em suspensdo,
enquanto as microscopias sao realizadas nas amostras secas. A quitosana,
polimero hidrofilico, possui capacidade de absorcéo de agua e podem inchar em
solucdo, assim como o PLGA. Desta forma, além dos aglomerados serem
mensurados como particulas Unicas, a técnica DLS tende a indicar maiores
tamanhos de particulas.

Apesar do processo de gelificacdo ibnica ser relativamente simples, ele
requer muito controle dos parametros envolvidos, sejam eles quimicos (pH,
concentracéo, razao quitosana/TPP, massa molecular, grau de desacetilacao)
ou experimentais (temperatura, taxa e tipo de agitacéo, taxa de adicdo do TPP).
O pouco conhecimento da relagcédo entre estes parametros dificulta o controle do
processo em relacdo as propriedades desejadas.

Diante disso, para uma analise mais minuciosa dos resultados obtidos, o
pH das solucdes foi determinado e a razdo molar tedrica entre a quitosana e o
TPP foi calculada (exemplo do calculo para a determinacdo da razdo molar
encontra-se no Apéndice B). Estes e os demais parametros utilizados neste
trabalho encontram-se na Tabela 4.4.

Os dados iniciais de concentracdes das solucdes e razdes massicas entre
a quitosana e o TPP foram definidos a partir de trabalhos prévios envolvendo
encapsulacdo de ativos em quitosana [11,61,110] e visando o desenvolvimento
de processos escalonaveis para futuras aplicacbes, que requerem grandes

volumes de producgéo [109].
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Tabela 4.4 - Razdes massica e molar entre quitosana e TPP, concentracdes e

pH das solu¢gbes de quitosana e TPP, e tamanhos de particulas resultantes

imediatamente apos a sintese.

Amostra 2:1-15P | 3:1-1,5P | 4:1-1,5P | 5:1-1,5P

Razao massica QUL TPP 2:1 3:1 4:1 5:1
Raz&o molar NHz*: O * 1:1.1 1.4:1 1.8:1 2.2:1
E:nc])g/crﬁlr)\tra(;éo guitosana 5 5 5 5
Concentracdo 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+15 515 -

*Exemplo de célculo da raz&o molar tedrica encontra-se no Apéndice B.

Réazga et al. (2016) [110] desenvolveram um estudo correlacionando
esses parametros, e avaliaram os impactos destes no tamanho e estabilidade
das particulas. Ao avaliarem o efeito do pH, compararam sistemas com
conformacdo estendida da quitosana (pH=3.5) com sistemas em que a
conformacdo da quitosana era enrolada (pH=6.0), e obtiveram tamanhos de
particulas de 50 + 10nm e 380 £ 10nm, respectivamente. Dentre a variedade de
fatores que influenciam na obtencéo das particulas, o grau de ionizacao (a) dos
grupos amino da quitosana € especialmente importante, e diretamente
relacionado ao pH da solucdo de quitosana. O pH determina a conformacéo das
cadeias da quitosana ao alterar a acessibilidade e a disponibilidade dos grupos
amino para a reticulacdo idnica. A quitosana completamente protonada exibe
uma conformacgao “estendida”, em pH<3.5, e apresenta uma mudanca de
conformacao gradual conforme o pH se aproxima do pKa=6.5 da quitosana, em
que atinge uma conformacgéao “enrolada” ou “enovelada” [110]. Bugnicourt et al.
(2014) [111] também avaliaram a influéncia do pH no tamanho médio das
particulas, e obtiveram particulas entre 80 e 170nm, aumentando o pH de 4.0

para 5.5. Portanto, o efeito da razdo entre a quitosana e o TPP é claramente
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dependente do pH, para uma dada massa molecular e grau de desacetilacao,
uma vez que o pH determina a quantidade de grupos amino para a reacéo [112].

Em vista disso, € possivel entender os tamanhos das particulas
imediatamente apos a sintese, determinados pelas imagens de microscopia. O
pH da solucdo de quitosana era de 3.5, ou seja, as cadeias da quitosana
encontravam-se na conformagdo mais estendida, e seus grupos NHs*
completamente protonados e disponiveis para interacdo, estado favoravel a
formacdo de particulas pequenas e organizagdo compacta. Mesmo apos a
adicao da solucao de propolis, o pH manteve-se baixo (pH=4.45), possivelmente
alterando minimamente a conformacéo das cadeias da quitosana. Diante disso,
infere-se que as particulas resultantes conforme a adi¢cao de TPP, apresentaram
tamanhos pequenos (visualizadas em MEV), anteriormente a formacédo de
aglomerados (posteriormente detectados em DLS).

Ao avaliarem a concentracdo das solucdes, Razga et al. (2016) [110]
confirmaram que esta influencia a estabilidade da suspensdo e taxa de
precipitacdo das particulas, mantendo os demais parametros constantes.
Solucdes de quitosana e TPP de 0,5mg/ml resultaram em particulas estaveis de
380 + 70nm, enquanto que solu¢des de 5mg/ml (mesma concentracao utilizada
neste trabalho), apresentaram aglomerados de particulas e sedimentacdo
destas. De acordo com Qun et al. (2006) [113], solu¢des de quitosana acima de
1,5mg/ml apresentam fortes ligacbes de hidrogénio intermoleculares e
interacBes hidrofébicas que quebram o equilibrio entre as forcas de atracdo e
repulsao eletrostéatica entre as particulas na solucao, induzindo a agregacéo das
particulas formadas e precipitacdo. Nesta concentracdo, considerada a
concentracdo critica, a solu¢do de quitosana passa do regime diluido, em que
as moléculas se encontram separadas, com baixa probabilidade de interagéo,
para semi-diluido, em que as moléculas se encontram mais proximas. Acima
dela, no regime concentrado, ocorre uma interpenetracdo das cadeias
poliméricas. Além disso, o tamanho das particulas também tende a aumentar
com o0 aumento da concentracdo, devido a esta aproximacgdo das cadeias (uma
alta concentragéo envolve um maior numero de cadeias numa mesma particula)
[112,113].



59

Segundo Bugnicourt et al. (2014) [111], para uma mesma concentracao
(avaliaram a concentracao de 5mg/ml), a quantidade de TPP pode restringir o
aumento no tamanho das particulas. Na amostra 4:1-1,5P, a quantidade de
moléculas de TPP € menor que a quantidade presente na amostra 3:1-1,5P.
Provavelmente, essa menor quantidade de moléculas disponiveis para interagir
com as moléculas de quitosana pode resultar em menores tamanhos de
nanoparticulas, podendo reduzir a taxa de possiveis interagbes entre as
particulas, responsaveis pela aglomeracao. Por outro lado, os resultados obtidos
por Razga et al. (2016) [110] sugerem que, até uma certa razdo entre 0S grupos
NHs* e O (5,3:1 até 2,1:1), o fator dominante no tamanho das particulas é a
conformacdo da quitosana no processo de reticulagdo, onde a conformagéo
enovelada (para pH > 5.5) e a blindagem de contra-ions favorecem o TPP. As
particulas obtidas em pH=6.0, variando a razdo 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 formacéo de agregados na faixa de 460-970nm e
subsequente separacao de fases. Este fenbmeno foi atribuido ao alcance de
uma concentracao critica de TPP na solucdo sobre a quitosana, acima da qual
uma intensa reticulacdo entre as particulas, via TPP, ocorreu, levando a
aglomeracao. Este comportamento também foi observado por Rampino et al.
(2013) [114], bem como no presente trabalho.

E possivel observar na Tabela 4.4, que todas as formulacdes utilizadas
neste trabalho se encontram nesta faixa em que a quantidade de TPP
provavelmente supera a concentracdo critica e pode influenciar em uma
reticulacdo entre as particulas, e, consequentemente, na formacdo de
aglomerados. Além disso, para as formulacées em que a razdo massica utilizada
foi de 2:1, a quantidade de ions O superou a quantidade de ions NHs*. Esta
condicéo refletiu diretamente nos tamanhos dos aglomerados, identificados pela
técnica DLS (Tabela 4.3), que alcancaram tamanhos meédios na faixa de 300-
900nm, aproximadamente, semelhantes aos resultados supracitados em [110].

A aglomeracéo continua das particulas em suspenséo reflete diretamente
na estabilidade coloidal da mesma. A Figura A.1 no Anexo A mostra o impacto

da razdo molar entre os grupos NHs* e O nos tamanhos das particulas, e
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conseguentemente, na estabilidade destas em suspenséo. Particulas de razdo
molar 4,5:1 mostram-se estaveis ao longo do tempo, enquanto que, apos
aproximadamente 4h da sintese, as particulas de razdo molar 1,4:1 comecam a
aglomerar, e apos cerca de 9h, estas sedimentam [110]. Estes dados corroboram
a falta de instabilidade observada nas amostras aqui obtidas, devido a presenca
de precipitacdo, notada visualmente apés 1 dia da sintese. Além disso, como ja
observado na Figura 4.1, mesmo pouco tempo apés a sintese, as suspensdes
com maior teor de TPP apresentavam maior opalescéncia, ja indicando maiores
tamanhos de particulas (ou aglomerados de particulas), como observado
também por [114].

Ap6s a modificacdo dos meios filtrantes com as amostras de
nanoparticulas, novas imagens foram obtidas, a fim de visualizar a presenca e
distribuicdo das nanoparticulas nas fibras que compdem o filtro comercial. A
Figura 4.4 apresenta estas imagens, em trés magnificacdes, e em comparacao
com o filtro branco (sem nanopatrticulas).

As imagens que mostram o aspecto visual geral das fibras (mag. 300x)
nao aparentam diferencas significativas. Ao analisar uma fibra individual do filtro
branco, é possivel notar uma superficie lisa, com algumas ranhuras. Ja nos filtros
modificados, € possivel notar as ranhuras da fibra e a presenca das
nanoparticulas em suas superficies. O filtro modificado com as nanoparticulas
de formulacdo 4:1-1,5P apresenta uma distribuicdo mais uniforme destas, em
toda sua superficie. Ja a fibra modificada com as nanoparticulas 3:1-1,5P
apresenta algumas regides onde nao foi verificada a presenca de particulas. As
fiboras que compdem o filtro apresentaram didmetros médios de 19 + 7um,
dimensdo bem superior aos diametros meédios das particulas (73nm para NPs
3:1-1,5P e 51nm para NPs 4:1-1,5P). Esta diferenca é claramente corroborada
pelas imagens, que mostram particulas bem pequenas distribuidas em uma
grande superficie. Este pode ser um indicativo de que a modificacéo deste filtro
pode nado afetar, a0 menos de forma significativa, as caracteristicas iniciais do

filtro sem modificagao.
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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, Q)
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 naregido do Infravermelho (FTIR)

A técnica FTIR foi utilizada para caracterizar e identificar os grupos
funcionais das amostras de nanoparticulas, de forma a corroborar a reticulacdo
entre a quitosana e o TPP, e avaliar a encapsulacdo de forma qualitativa. A
Figura 4.5 revela os espectros de cada componente utilizado na sintese das
particulas, e os espectros das nanoparticulas.
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Figura 4.5 - Espectros FTIR do extrato de propolis, quitosana, TPP,

nanoparticulas 3:1-1,5P e nanoparticulas 4:1-1,5P.

O espectro da propolis apresenta uma banda larga em 3445 cm™,
atribuida a vibracdo de estiramento de grupos hidroxilas (O-H), tipico de
compostos fendélicos. As absor¢des em 2925 cm™ e 2856 cm! sdo atribuidas as
vibragbes de estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, de C-H de
grupos alifaticos (CH2 e CHz). J& a banda em 2975 cm indica estiramento de
C-H em aromaticos. As bandas entre 1684 cm™ e 1628 cm™ sdo caracteristicas
da vibracdo de estiramento de C=0O, presente numa grande quantidade de
compostos aromaticos, tais como os flavonéides. Em 1590 cm e 1440 cm tem-
se estiramento de C=C, atribuidas também aos anéis aromaticos de flavonoides,
como a quercetina. O espectro também revelou bandas intensas em 1258 cm™,
1164 cm™* e 1033 cm?, atribuidas as vibragbes de estiramento da ligagdo C-O
de polidis, ésteres e éteres aromaticos. Por fim, a banda presente em 835 cm!

indica vibracéo de deformacédo de C-H fora do plano.
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De modo geral, os espectros para o extrato de prépolis podem variar
bastante, dependendo do tipo e da origem do extrato. Apesar disso, espectros
semelhantes ao obtido neste estudo tém sido reportados na literatura,
apresentando as principais bandas de absorcdo para a propolis. Sharaf et al.
(2013) [91] e Zhang et al. (2018) [115] obtiveram em seus espectros bandas em
3433 cm™ e 3413 cm, respectivamente, atribuidas ao modo vibracional de
estiramento do grupo O-H. O primeiro também relatou bandas entre 2927 cm™e
2854 cm* atribuidas a vibracdo de estiramento assimétrico e simétrico de C-H
em hidrocarbonetos, e o segundo obteve uma banda em 2981 cm, também
atribuida ao estiramento de CHz. Silva et al. (2020) [107] encontraram bandas
caracteristicas entre 1680 cm® e 1630 cm™, as quais sdo atribuidas a
estiramento de C=0 de carbonila e/ou grupos arométicos. As vibracdes de
estiramento em C=C atribuida a compostos aromaticos, também foi reportada
por diversos estudos envolvendo extrato de prépolis [84,115-117]. Patil et al.
(2015) [117] atribuiram a banda em 1250 cm a fendis (hidroxi-flavondides).
Bandas de absorgdo em torno de 1160 cm™ foram atribuidas a vibragdes de
estiramento do grupo C-O em lipideos, e de dobramento de C-OH de élcoois
[118]. As bandas em 1152 cm™ e 1030 cm™ observadas nos espectros da
propolis, correspondem, segundo Sharaf et al. (2013) [91] e Nascimento et al.
(2019) [116], & vibracdes de estiramento de C-O de ésteres e éteres,
respectivamente. Nascimento et al. (2019) [116] também relatou uma banda em
exatamente 835 cm, a qual foi atribuida a vibracédo de deformacéo de C-H.

O espectro FTIR da quitosana apresenta uma banda larga entre 3640 cm-
1 e 3000 cm. Esta banda esta associada a uma sobreposicdo de vibracdes de
estiramento de O-H do grupo hidroximetil (CH2-OH) e de N-H dos grupos amina
I (R-NH2) e amida Il, presentes na estrutura quimica da quitosana. Outra banda
foi observada entre 3000 cm™ e 2800 cm, caracteristica de vibracbes de
estiramento da ligacdo C-H. A banda de absor¢cdo presente em torno de 1633
cm? pode ser atribuida a -C-, relacionada com o grupo dos aminoacetilados, a
presenca do grupo NHz, ou ainda ao estiramento de C=0O do grupo alcila de
amidas. Em 1577 cm, encontra-se outra banda caracteristica de vibracdes de
dobramento de N-H. As bandas 1374 cmt e 1315 cm™ sdo caracteristicas dos
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grupos CHs e C-O, respectivamente [119]. Uma banda bem intensa foi
identificada no espectro da quitosana, entre 1130 cm?' e 860 cm<,
aproximadamente. Bandas nesta regido séo atribuidas as vibrac¢des das ligacdes
das estruturas de polissacarideos: C-O, C-C, C-H.

Ahmadi et al. (2018) [11] obtiveram uma banda larga no espectro da
quitosana em torno de 3400 cm. Uma banda entre 3000 cm™ e 2800 cm
também foi obtida no estudo de Pan et al. (2020) [120], a qual foi atribuida a
estiramentos em C-H. Yang et al. (2009) [121] atribuiram a banda em 1647 cm™
ao estiramento de N-H da amida I. Ja Li et al. (2012) [122] também identificaram
uma banda em 1647 cm, e a atribuiram ao estiramento de C=0 do grupo acetil
da amida I. Por outro lado, Sobreira et al. (2020) [119] observaram uma banda
em 1639 cm, a qual foi atribuida a ligacdo -C- de aminoacetilados. Espectros
da quitosana de outros estudos apresentaram bandas em 1595 cm
(dobramento e estiramento de N-H), e em 1561 cm™ (ligacdo C-N-H) [11,119].
Bandas intensas entre os comprimentos de onda 1130 cm e 800 cm™* também
foram identificadas em outros espectros FTIR da quitosana, e atribuidos ao
estiramento das ligacdes C-C, C-H e C-O [115,119].

A Tabela 4.5 sumariza as posi¢cdes das bandas identificadas e suas
atribuicbes para o extrato de prépolis e quitosana.

A atribuicdo das bandas de absorcdo do TPP foi a seguinte: bandas entre
1212 cm™ e 1078 cm podem ser atribuidas ao estiramento de P=0, e a banda
em 875 cm?, 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*-1080 cm™, e em 899 cm™.

Os espectros das nanoparticulas para as duas formulacdes analisadas
(3:1-1,5P e 4:1-1,5P) sdo bastante similares. As bandas em torno de 3400 cm™
caracteristicas de estiramentos de O-H (para propolis e quitosana) e N-H
(quitosana) aparecem nos espectros das NPs descoladas para em torno de 3000
cm® e bem mais larga. Estas frequéncias vibracionais devem ter se acoplado,
sendo um indicativo de estiramento de N-H e aumento significativo das ligacdes
de hidrogénio intermoleculares [116]. As bandas em 1577 cm e 1633 cm,
referente as ligacdes N-H da quitosana foram deslocadas para 1531 cm™ e 1625



65

cm?l, respectivamente. A presenca das bandas em 1218, 1062 e 889 cm™ nos
espectros das NPs, referentes aos estiramentos de P=0, P-O e P-O-P sugerem
que o TPP foi incorporado pela quitosana, corroborando as interagbes
eletrostaticas entre eles. Além disso, as bandas abaixo de 790 cm do TPP néo
aparecem nos espectros das NPs devido as restricdes conformacionais geradas

pela complexacéo [124].

Tabela 4.5 - Bandas de absorcao identificadas nos espectros da prépolis e

quitosana, e seus respectivos modos de vibracdes.

Propolis Quitosana
A (cmt) | Modo vibracional A (cm) Modo vibracional
3445 Estiramento de O-H Estiramento de O-H
- — 3640 - 3000 _

Estiramento assimétrico Estiramento de N-H
2925

de C-H
2856 (E:Sﬂfame“to simétrico de | 3000 - 2800 | Estiramento C-H
1684 Estiramento de C=0 1633 Estiramento de N-H
1628 Estiramento de C=0 Estiramento de C=0
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 Estiramento de C-C
1033 Estiramento de C-O 1130 - 860 Estiramento de C-H
835 Deformacéo de C-H Estiramento de C-O

Além do aumento das ligacbes O-H, o desaparecimento e/ou reducéo da
intensidade das bandas entre aproximadamente 1500-1280 cm™, referentes a
estiramentos C=C, C-H e C-O, sugere interacdo entre a quitosana e a propolis,
evidenciando a presenca desta na composicao [83]. Ja o desaparecimento das
bandas de absorgéo caracteristicas de flavondides, lipideos e &lcoois em 1684,
1258, 1164 e 835 cm™, tendo sidos fundidos ou sobrepostos pelas bandas de

absorcdo da matriz polimérica, sugere o encapsulamento da propolis [115,116].
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4.4  Analises Microbiol6gicas

Primeiramente, foi realizado um teste para avaliar a sensibilidade das
cepas de bactérias gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas (E. coli) frente
as nanoparticulas depositadas nos filtros. Utilizando-se do método de difusdo em
disco, é possivel observar um halo de inibicdo ao redor da amostra, caso o
analito tenha atividade frente as bactérias em analise. Na Figura 4.6 estéo
apresentados os resultados dos Testes de Difusdo. 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 difusdo (a) em disco e (b) pogos.

Observa-se que a Figura 4.6 (a) ndo apresentou halo de inibicdo para
nenhum dos discos (filtros) contendo as nanoparticulas indicadas. A fim de

corroborar este resultado (que foi realizado em triplicata), foi realizado um teste
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utilizando-se somente as nanoparticulas na andlise. Para isto, o Método de
Pocos foi utilizado. Nesta andlise, o teste de difuséo é feito, adicionando-se uma
aliquota da suspenséo de nanoparticulas em pogos previamente feitos no agar
com o auxilio de um perfurador de metal esterilizado. Apos o periodo de 24h de
incubacdo, as placas que compdem a Figura 4.6 (b) foram observadas.
Novamente, nenhum halo de inibi¢cdo foi observado, exceto um pequeno indicio
de formacgdo de halo, para a suspensédo de particulas 3:1-1,5P na placa de S.
aureus.

O principio deste método baseia-se na difusdo das nanoparticulas através
do agar, levando a formacao do halo de inibicdo, que por sua vez, apresenta um
didametro inversamente proporcional a concentracdo minima inibitéria (MIC) do
antimicrobiano. A quitosana, polimero hidrofilico, assim como a propolis, s&o
substancias capazes de difundir pelo 4gar Mueller Hinton, e possuem atividade
antimicrobiana comprovada. Neste caso, o fator limitante na utilizacdo deste
método, provavelmente foi a concentracdo de nanoparticulas utilizada na
andlise. De fato, as concentracbes das suspensdes 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 nanoparticulas semelhantes.

A atividade antibacteriana de particulas de propolis foi analisada por
Abdullah et al. (2019) [125] pelo método de difusdo em disco para bactérias
gram-positivas e gram-negativas. A suspensao de particulas, com 20mg/ml de
concentracéo, resultou em halos de inibicdo de 17 + 2,5mm para S. aureus e de
8,3 = 0,5mm para E. coli. Divya et al. (2017) [126] obtiveram nanopatrticulas de
quitosana por gelificacdo ibnica com tamanhos entre 20-70nm, e as avaliaram
frente a diferentes bactérias. Como resultados, obtiveram halos de inibicdo de
10,3mm para S. aureus, e de 9,6mm para E. coli, sendo as concentracdes de
NPs utilizadas para cada cepa de 30mg/ml e 50mg/ml, respectivamente.

Diante disso, julgou-se necessario determinar a concentragdo minima
inibitoria (MIC) para as nanoparticulas, que é a concentragdo minima necessaria

para inibir de fato o crescimento dos microrganismos. A Figura 4.7 mostra a placa
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de 96 pocos utilizada no método de microdiluicdo para a determinacédo da MIC,
antes e depois do periodo de incubacéo.

Na primeira parte da placa (lado esquerdo), demarcada na Figura 4.7 (b),
foi analisada a acdo das nanoparticulas frente a S. aureus, e na segunda parte
(lado direito), frente a E. coli. Os pocos que apresentam coloracdo azulada séo
agueles em que a inibicdo bacteriana ocorreu, para a concentracdo de
nanoparticulas, em mg/ml, indicada ao lado esquerdo de cada linha.

Figura 4.7 - Avaliacdo da Concentragdo Minima Inibitéria (MIC). a) Placa

imediatamente antes da incubacao. b) Placa apos 24h de incubacéo a 37°C.

As NPs de formulagéo 3:1-1,5P inibiram o crescimento da S. aureus nas
concentracgdes de 10, 5, 2,5mg/ml, tendo como concentra¢cdo minima 1,25mg/ml.
Para as concentracdes menores, apenas um poco de cada triplicata exibiu
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coloracdo azul, enquanto os outros dois po¢cos mantiveram a coloracéo rosada,
ndo sendo possivel portanto afirmar que houve inibicdo nestas concentracdes.
Ja a formulacédo 4:1-1,5P apresentou MIC de 2,5mg/ml, tendo as concentracfes
mais baixas evidenciado crescimento bacteriano. De acordo com o resultado do
diametro hidrodinamico fornecido pela analise DLS, esta amostra tendeu a
apresentar tamanhos médios de aglomerados maiores (457nm) que a
formulacdo 3:1-1,5P (392nm). Esta menor area superficial disponivel para
interagir com 0s microrganismos pode ser responsavel pelo maior valor de MIC
para as NPs 4:1-1,5P. Por outro lado, frente a E. coli, nenhuma formulacéo
apresentou inibicdo bacteriana para as concentracfes avaliadas.

Mascheroni et al. (2014) [127] avaliaram a MIC para particulas de
quitosana e prépolis obtidas via técnica de encapsulamento de membrana, e
obtiveram concentracdo minima de 0,8mg/ml frente S. aureus e de 1mg/ml para
E. coli. Ja Pereira, K.J.G (2020) [128] desenvolveu nanoparticulas de
quitosana/PLA contendo prépolis, e obteve MICs de 5mg/ml e 10mg/ml para S.
aureus e E. coli, respectivamente.

Nori et al. (2011) [129], encapsularam prépolis numa matriz de proteina
isolada de soja e pectina, via coacervacgao, e a concentracdes minimas inibitérias
das microcépsulas obtidas foram avaliadas frente a S. aureus e E. coli. Somente
0s microrganismos S. aureus foram afetados pela acdo das microcapsulas de
prépolis, apresentando uma MIC em torno de 0,2-0,4mg/ml. Apesar de uma MIC
bem menor que a do presente trabalho, também nao foi identificada acao
inibitoria frente & cepa E. coli.

De modo geral, as bactérias gram-positivas possuem um envelope
relativamente simples, caracterizada pela presenca de uma membrana celular
citoplasmatica circundada por uma parede celular relativamente porosa,
permitindo uma maior difusdo dos compostos ativos. Ja a parede celular das
bactérias gram-negativas é quimicamente mais complexa. Elas possuem uma
camada externa adicional, constituida por fosfolipideos, proteinas, e
lipopolissacarideos, com o propésito de manter a integridade da parede celular,
sendo impermeéavel a maioria dos ions (Na, K, H) e moléculas polares néo
carregadas [107,129].
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A quitosana apresenta um largo espectro de atividade antimicrobiana, e
sua eficiéncia frente aos microrganismos depende de inUmeros fatores, tais
como o tipo de microrganismo, seu grau de desacetilacdo, e consequentemente,
a densidade de cargas positivas (NHs*), e até mesmo fatores ambientais [130].
Assim sendo, foi possivel encontrar na literatura valores de MIC para particulas
de quitosana de 0,085mg/ml, 0,225mg/ml, 30mg/ml, até mesmo 50mg/ml
[126,131,132]. Com relacdo ao extrato de propolis, Ong et al. (2017) [108]
explicam que a prépolis possui carga superficial negativa, levando a uma
interacdo mais fraca entre a sua superficie e as bactérias gram-negativas, devido
a presenca de forcas repulsivas. Embora, de uma forma geral, o mecanismo de
acdo da prépolis ainda ndo tenha sido completamente elucidado, a sua atividade
frente aos microrganismos tem sido atribuida a sua complexa composicao e
sinergia entre suas substancias ativas, como os ja citados flavonoides, que
dificultam os mecanismos de defesas dos microrganismos. Por conseguinte, 0s
valores de MIC pra a propolis encontrados na literatura séo relativamente baixos,
em especial frente as 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 ndo terem apresentado atividade inibitéria frente a cepa
gram-negativa nas concentracdes avaliadas, a MIC frente a S. aureus, de
1,25mg/ml, determinada neste trabalho, encontra-se préxima e competitiva com
os dados encontrados na literatura. Em comparacdo com a prépolis pura, as
nanoparticulas de quitosana/propolis apresentaram atividade antibacteriana em
uma concentracdo maior. Apesar de a quitosana também apresentar inibicdo
frente a S. aureus, ela isoladamente pode néo ser suficiente para atacar estes
microrganismos nas concentracdes avaliadas. Por sua vez, ela permite uma
liberacdo controlada dos ativos da propolis 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 prépolis se deve a maior chance de as NPs penetrarem e
agirem internamente na célula bacteriana, uma vez que a propolis € composta

por substancias hidrofébicas com baixa permeacdo em meios aquosos. Estes
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dados sugerem que um maior tempo de exposicdo das bactérias aos
antimicrobianos encapsulados pode resultar em uma maior atividade, ou ainda,
em menores concentragdes necessarias para a inibigéo.

Em face do exposto, avaliacdo da concentracdo minima inibitoria permitiu
concluir que as NPs aqui desenvolvidas possuem ac¢éo antimicrobiana -fato que
nao foi possivel confirmar apenas com o método de difusao-, além de determinar
as concentragfes minimas nas quais estas nanoparticulas séo eficazes. Além
disso, é possivel aceder que a eficacia antimicrobiana dos agentes depende
diretamente do tamanho das particulas, da sua concentracdo e do tempo de
eXxposicao aos microrganismos.

De forma adicional, a fim de verificar se as concentracdes inibitérias
encontradas para as amostras frente a S. aureus também agem como
bactericidas, uma aliquota de cada poc¢o azul foi gotejada numa placa com agar

TSA, e incubada por mais 24h a 37°C. O resultado encontra-se na Figura 4.8.

Figura 4.8 - Placa de teste rapido MBC.

Enfim, apds avaliar a atividade bacteriana das amostras de forma
qualitativa, e determinar a concentracao final de trabalho das suspensdes de
NPs, foi realizado o teste de contato, o qual avalia-se de forma quantitativa a

acdo das NPs, agora ja impregnadas no filtro.
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A Figura 4.9 apresenta as imagens das placas semeadas com as
suspensdes bacterianas, apos a diluicdo seriada e periodo de incubagdo
(triplicatas).

Na primeira coluna de cada conjunto de placas estédo os controles (placas
sem adicdo das nanoparticulas), a segunda coluna refere-se a formulacéo 3:1-
1,5P, e a terceira, a formulacdo 4:1-1,5P. Na primeira linha de cada conjunto de
placas tem-se a primeira diluicdo (101), na segunda linha a segunda dilui¢éo (10
2), e na terceira, a mais diluida (103 em relacéo a suspenséo pura).

Figura 4.9 - Placas para contagem das coldnias de bactérias. Ensaio realizado

em triplicata, identificadas por 1, 2 e 3.
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Apos as diluicdes, é possivel fazer a contagem das unidades formadoras
de coldnias presentes nas placas. Na Tabela 4.6 encontram-se os dados obtidos
do crescimento bacteriano ap0s a contagem das placas, e na Figura 4.10, o
grafico de reducdo bacteriana, com o0s resultados expressos em escala

logaritmica.

Tabela 4.6 - Resultados do crescimento bacteriano, em UFC/mL, e o percentual
de reducé&o em relacéo ao controle.

Amostra UFC/mL % Reducéo
Controle 1,52 x 108 0
3:1-1,5P 4,33 x 104 97,14 %
4:1-1,5P 3,29 x 104 97,82 %
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Figura 4.10 - Contagem logaritmica de bactérias (S. aureus) para o controle e as
amostras estudadas. Letras diferentes nas colunas representam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05).

Com os resultados supracitados, observou-se que a modificagédo do filtro
comercial com as nanoparticulas de quitosana e propolis possibilitou a redugéo
do nimero de bactérias presentes na suspensao bacteriana inicial. Em relacdo
ao controle, a reducdo do crescimento bacteriano do filtro contendo as

nanoparticulas 3:1-1,5P foi de 1,5 log (UFC/ml) e para as nanoparticulas 4:1-
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1,5P de 1,7 log (UFC/ml). Expressando este resultado em porcentagem, obteve-
se uma reducdo de 97,14% e 97,82% para as NPs 3:1-15P e 4:1-1,5P,
respectivamente.

Posto isso, infere-se que filtros modificados com ambas as formulacdes
de nanoparticulas aqui trabalhadas (NP 3:1-1,5P e NP 4:1-1,5P), a uma
concentracdo de 10mg/ml, apresentam altas taxas de reducdo bacteriana para
bactérias gram-positivas, acima de 97%, e bom potencial para apresentar
eficicia frente a outros microrganismos, tais como bactérias gram-negativas,

fungos e virus.

4.5 Testes de Filtracéo

Os testes de filtragdo foram realizados no filtro comercial branco (sem
adicdo das NPs), e nos filtros modificados com ambas as formulacbes de
nanoparticulas (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 € a resisténcia a passagem do ar. Nos ensaios, a vazéo do ar foi
variada de 0-10 L/min, em uma éarea de filtracdo de 5,2cm? (area dos filtros),
sendo a viscosidade do ar 1,74x10° Pa.s e a espessura dos filtros (L) 0,062cm.
As constantes de permeabilidade (k1) foram obtidas através das curvas de queda
de pressao versus velocidade superficial, apresentadas no Apéndice C, em que
p/ki (da Lei de Darcy, Equacgéo 2.3), corresponde ao coeficiente angular das
retas.

A eficiéncia de coleta de particulas para cada filtro também foi
determinada, para particulas de NaCl de diametros entre 6nm e 240nm. A Figura
4.11 mostra a distribuicdo dos didmetros das particulas geradas. A velocidade
superficial de filtracdo foi de 4,9cm/s e a area do filtro manteve-se em 5,2cm?. A
concentracdo de particulas na entrada e na saida do filtro é determinada pelo
analisador de particulas SMPS e a eficiéncia de coleta de particulas (n) é dada

pela Equacéao 2.1.
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Figura 4.11 - Distribuicdo do diametro de particulas, geradas a partir da solucéo

de NaCl.

A Tabela 4.7 apresenta os coeficientes de permeabilidade, eficiéncias de
coleta (para particulas na faixa de 6 - 240nm), quedas de pressao (para vazao
de 1,5L/min) e fator de qualidade para os filtros branco, modificado com
particulas 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, propriedades estas que serdo analisadas na

sequéncia.

Tabela 4.7 — Constantes de permeabilidade (ki), eficiéncias de coleta (n) e

fatores de qualidade (Q).

4:1-1,5P

Constante de Eficiéncia de Qléida Fator de
Amostra Permeabilidade | Coleta global pressao Qualidade
(m?) (%) (Pa) (Pah)
Filtro branco 1,07 x 1012 43,87 43,63 0,0055
FirorPs o7 x 10 47,76 50,07 | 0,0058
Filro + NPs 1) 3 1011 45,00 46,7 0,0052
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No que tange a permeabilidade, o filtro branco apresentou o maior valor.
Apesar da pouca diferenca entre os resultados, este filtro € o que apresenta uma
estrutura mais aberta, ou seja, mais poros. Este resultado é corroborado pelas

curvas de queda de presséo da Figura 4.12.
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Figura 4.12 - Queda de pressao em funcao da velocidade superficial do ar.

O filtro branco € o que apresenta menores valores de queda de pressao
com o aumento da vazao 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 nanoparticulas 3:1-1,5P se da devido a maior resisténcia a
passagem do ar (maiores quedas de pressao), consequéncia da presenca das
particulas na superficie das fibras que compéem o filtro, resultando numa
estrutura mais fechada (poros menores). Este mesmo comportamento €
observado para o filtro modificado com as nanoparticulas 4:1-1,5P, e a pouca
diferenca dos valores de permeabilidade pode ser atribuida & uma menor
guantidade de particulas na sua superficie, 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 deposicao de particulas de NaCl
em um filtro de celulose HEPA, e obtiveram uma permeabilidade de 1,89x10-*?
m?, ou seja, a estrutura deste filtro possuia maior resisténcia a passagem de ar
que o filtro de celulose utilizado neste trabalho. Bortolassi et al. (2019) [29]
desenvolveram filtros de PAN (poliacrilonitrila) modificados com particulas de
TiO2 e ZnO, que apresentaram permeabilidades de 6,11x10* m? e 9,17x1013
m?2, respectivamente, valores menores aos encontrados para os filtros deste
trabalho. Rosa et al. (2017) [39] modificaram filtros de celulose com
nanoparticulas de prata de 50nm, e avaliaram a permeabilidade antes e apos a
modificagdo. Os valores obtidos antes (4,6x101 m?) e depois da modificacédo
(4,5x10* m?) foram similares, indicando que as propriedades do filtro se
mantiveram constantes com a impregnacao das nanoparticulas de prata.

A filtracdo de particulas como bioaerossois e outros poluentes do ar é
complexa e a boa performance do meio filtrante envolve a combinacdo das
diferentes variaveis relacionadas a estrutura deste (permeabilidade, porosidade,
gueda de pressao, espessura das fibras). Portanto, a melhor configuracdo entre
estes parametros resulta em uma melhor performance dos mecanismos de
coleta, que por sua vez, influenciam diretamente na eficiéncia de filtracéo.

Sabendo a concentracao de particulas antes e depois da sua passagem
pelo filtro, foi possivel determinar a eficiéncia de coleta para cada faixa de
tamanho de particulas, e as eficiéncias de coleta global, que envolvem todos os
mecanismos de coleta. Os valores de eficiéncia global para cada filtro estdo
apresentados na Tabela 4.7. Assim como as constantes de permeabilidade, as
eficiéncias de coleta global ndo diferiram muito entre si, embora os filtros que
foram modificados com as nanoparticulas apresentaram eficiéncias um pouco
maiores. O grafico da Figura 4.13 apresenta as curvas de eficiéncia de coleta de
cada filtro em fung&o do diametro das particulas.

Observa-se que os filtros deste estudo apresentam altas eficiéncias de
coleta para particulas bem pequenas, predominando, portanto, 0 mecanismo de
coleta difusional. Conforme o tamanho das particulas aumenta, o mecanismo
difusional é afetado negativamente, contribuindo para a reducdo da eficiéncia
global. Para diametros de particulas a partir de aproximadamente 100nm,
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observa-se os menores valores de eficiéncia de coleta. Esta faixa de tamanho
de particulas, entre aproximadamente 100 e 300nm, corresponde as particulas
mais penetrantes (MPPS) (ou regides de minima eficiéncia), para as quais
nenhum mecanismo de coleta € predominante [135]. Estes tamanhos de
particulas sdo considerados muito grandes para serem capturados por difusao,
e muito pequenos para serem capturados por intercepcdo ou impactacao
inercial, e consequentemente, mais dificil &€ a sua captura, reduzindo a eficiéncia
do filtro nesta faixa [29]. Para as particulas maiores que 200nm, observa-se uma
crescente para as trés curvas, indicando a predominancia do mecanismo de
impactacdo inercial ou de interceptacdo. Este comportamento indica,
possivelmente, que estes filtros apresentam altas eficiéncias de coleta para

particulas maiores que 250nm.
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Figura 4.13 - Curvas de eficiéncia de coleta para a velocidade de filtracdo de 4,9
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Meios filtrantes tradicionais com fibras em escala micrométrica, foram
analisados por Zhu et al. (2017) [21], e também apresentaram baixas eficiéncias
de filtracdo para particulas finas (0,1-0,5um), com uma tendéncia de eficiéncias
maiores conforme os tamanhos das particulas aumentam. Esta baixa eficiéncia
foi atribuida aos grandes tamanhos de poros geralmente formados por fibras
micromeétricas.

Um filtro com boa performance deve apresentar um equilibrio entre
eficiéncia de coleta e quedas de pressdo. Neste sentido, o fator de qualidade (Q)
€ 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 particulas de 100nm. Altos valores de Q indicam que o filtro possui boa
eficiéncia com baixa queda de pressao. Por esta raz&do, dentre os filtros
analisados, o filtro modificado com NPs 3:1-1,5P foi o que apresentou um maior
fator de qualidade (0,0058 Pal). Ao comparar os fatores de qualidade de
diferentes filtros, é importante atentar-se a faixa de tamanhos de particulas de
interesse. Para os filtros aqui analisados, as eficiéncias de coleta para particulas
de 100nm foram baixas (entre 21% e 25%, aproximadamente), o que levou a
baixos valores de Q. Fatores de qualidade entre 0,003 e 0,008 Pa* foram obtidos
para filtros de outros estudos [136,137].

Embora o meio filtrante aqui avaliado tenda a apresentar bom
desempenho para particulas grandes, maiores que 250nm, no que tange a coleta
de virus, seu desempenho néo é tdo satisfatorio. Os virus possuem tamanhos
que variam entre 20nm e 400nm, aproximadamente. O coronavirus possui
tamanhos que variam entre 60nm e 140nm, com uma média de tamanho de
100nm, ou seja, € classificado como uma MPPS, e como visto, para esta faixa
de tamanho o filtro ndo é eficiente [138]. Por outro lado, é importante ressaltar
gue, uma goticula expelida pelo ser humano apresenta um tamanho aproximado
de 10 um, e seu interior pode conter centenas de virus e outros microrganismos.
Neste caso, o filtro aqui analisado pode ser efetivo na sua retencdo. J4 as
bactérias podem apresentar dimensdes compreendidas entre 0,2 um e 25 um.
As espécies de maior importancia medica medem cerca de 0,2-1,5 pum em

diametro e de 3-5 um em comprimento [139,140]. Neste caso, considerando a
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tendéncia de maiores eficiéncias de coleta para particulas de dimensdes
superiores a 240nm (vide Figura 4.13), é possivel que o filtro resultante deste
trabalho possa apresentar alta eficiéncia para estes microrganismos.

Para melhorar o desempenho destes filtros para a coleta de bioaerossois
em geral, seria necessario aumentar a espessura deste filtro, podendo aumentar
a quantidade de camadas de fibras. Uma membrana de nanofibras depositada
na superficie do filtro também seria uma alternativa, uma vez que menores
diametros de fibras aumentam a eficiéncia de coleta. A eficiéncia de filtracéo
tende a aumentar com a deposicdo de camadas de fibras e/ou com a reducéo
dos tamanhos dos poros, e esta é diretamente relacionada com a queda de
pressdo. Zhang et al. (2010) [137] avaliaram a influéncia da quantidade de
camadas de fibras dos filtros no seu fator de qualidade. Como resultado, mesmo
apresentando um maior valor de queda de pressao, os filtros compostos por trés
camadas de nanofibras de PAN (poliacrilonitrila) apresentaram um fator de
qualidade maior (0,063 Pal) que os filtros compostos por apenas uma camada
(0,037 Pal).

Outra propriedade do filtro que afeta a eficiéncia de filtracdo é o diametro
das fibras que o comp8em. Nanofibras apresentam uma elevada area superficial,
0 que aumenta significativamente a probabilidade de as particulas de aerossois
se depositarem sobre elas. Podgorski e colaboradores (2006) [136] concluiram
em seu estudo que fibras nanométricas resultam em filtros com eficiéncia de
coleta significativamente maior que filtros com fibras micrométricas, e 0 aumento
da queda de pressdo é moderado. Neste sentido, diversos estudos tém
trabalhado no desenvolvimento de filtros com fibras nanométricas para coleta de
aerossois, através da técnica de electrospinning, e muitos atingem eficiéncias de
coleta e fatores de qualidade bem elevados [139,140].

Outra possivel alternativa para melhorar o desempenho destes filtros,
seria aumentar a quantidade das particulas de quitosana/propolis depositadas
sobre as fibras, ja que, a deposicdo realizada neste estudo nédo alterou de forma
significativa as caracteristicas iniciais do filtro.

As faixas de eficiéncias 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 (Instala¢des de ar condicionado, Parte 3: Qualidade do ar interior [142]),
especifica para ar condicionados, estdo apresentadas na Tabela 4.8, e
correlacionadas as classificagcbes 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 eficiéncias em filtros, além de classificar os filtros,
de acordo com a OMS, como material particulado (MP) [143]. Com esta nova
norma, os testes de eficiéncia abrangem uma maior variedade de tamanho de
particula, exatamente como seria na préatica, em instalacées de tratamentos de
ar, por exemplo. Segundo esta norma, para um filtro ser pertencente a cada
classe, ele precisa apresentar eficiéncia minima de 50% para aquela faixa de
tamanho de particulas. De forma a exemplificar, se um filtro apresentar 91% de
eficiéncia para MP10, 72% para MP2,5, e 60% para a fracdo MP1, ele sera
classificado como ePM1 60%, pois apresenta eficiéncia acima de 50% para esta
faixa de tamanhos de particulas.

Como ja observado na Tabela 4.7, o filtro branco apresentou uma
eficiéncia global de 43,87%, valor que se encontra na faixa de eficiéncias 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 particulas analisada (entre
6nm e 240nm) n&o é possivel classificar o filtro segundo a ISO 16890.

Isto posto, a modificacao do filtro com as nanopatrticulas, com a finalidade
de atribuir acéo biocida a este, ndo prejudicou sua performance de filtragao, pelo
contrario, apresentou uma tendéncia a melhorar os valores de eficiéncia de
coleta global, com pouca alteracdo na queda de pressdo. Desta forma, a
impregnacao das NPs aqui estudadas pode ser estendida a outros filtros, que
apresentem melhores eficiéncias de coleta, principalmente para as particulas
mais penetrantes (MPPS), que de modo geral, englobam os virus, bactérias e
outros bioaerossois, sem comprometer de forma significativa seu fator de

qualidade.



82

Tabela 4.8 - ClassificacGes para os meios filtrantes, segundo as normas NBR

16401-3 e 1ISO 16890.

NBR 16401-3 ISO 16890
Eficiéncias (%) Coar-
E ePM1 ePM2,5 | ePM10
se
G1 | 50<Eg<65 - - - -
G2 | 65<E4<80 - - - -
Grosso
E G3 | 80<Eg<90 - - - e>80
N G4 | 90<Egqg - - - e>90
7 ) M5 | 40<Emn<60 - - e>50 -
Médio
7 M6 | 60<Em<80 - 50<e<65 |e>60 -
9 F7 80<Em<90 50<e<65 |65<e<80 |e>85 -
Fino F8 90<Em<95 65<e<80 |e>80 e>90 -
Fo 95<Em e>80 e>95 e>95 -
E10 | Eo,3>85 - - - -
E | EPA E11 | Eo3>95 - - - _
N E12 | Eo,3>99,5 - - - -
1 H13 | Eo,3>99,95 - - - -
HEPA
8 H14 | Eo,3>99,995 - - - -
2 U15 | E0,12>99,9995 - - - -
2 | ULPA | U16 | E012>99,99995 |- - - -
Ul7 | Eo0,12>99,999995 | - - - -

Em = Eficiéncia média para particulas de 0,4um de diametro.

Eo,3 = Eficiéncia do filtro para particulas de 0,3um de diametro.

particulado PM10.

ISO ePML1 = fracdo do material particulado na faixa entre 0,3 — 1 um.

ISO ePM10 = fragdo do material particulado na faixa entre 0,3 — 10 pm.

ISO Coarse = filtros grossos com eficiéncia inferior a 50% para material

Eg = Eficiéncia gravimétrica média para particulas de 0,4um de diametro.

Eo,12 = Eficiéncia do filtro para particulas de 0,12um de diametro (MMPS).

ISO ePM2.5 = fragdo do material particulado na faixa entre 0,3 — 2,5 um.
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5 CONCLUSOES

Com base no exposto no presente trabalho, conclui-se que as
nanoparticulas de quitosana e propolis foram obtidas com sucesso pelo método
de gelificacdo idnica, e se mostraram efetivas na inibicdo do crescimento de
bactérias gram-positivas, e, apoiado nos resultados ja reportados na literatura,
estas formulacbes podem ser efetivas frente as bactérias gram-negativas e
outros bioaerossais.

As nanoparticulas foram sintetizadas segundo o método de gelificacdo
ibnica, que se mostrou eficaz na incorporagdo da propolis na matriz de quitosana
na morfologia desejada. Esta incorporacgéo foi corroborada pelos espectros de
FTIR das nanoparticulas em comparacdo com 0s espectros dos constituintes
individuais, e também pela avaliacdo das eficiéncias de encapsulacéo.
Inicialmente, correlacionando as varidveis de resposta tamanho de particula e
eficiéncia de encapsulacédo das doze formula¢gdes analisadas, as amostras 3:1-
1,5P (razdo entre quitosana e TPP de 3:1, e 1,5mg/ml de prépolis) e 4:1-1,5P
(razdo entre quitosana e TPP de 4:1, e 1,5mg/ml de propolis) foram pré-
selecionadas, apresentando diametro de particulas (ou aglomerados de
particulas) de 392 + 15nm e 457 + 17nm e eficiéncias de encapsulacdo de 78 +
0,1% e 75 *= 0,8%, respectivamente. Ao avaliar a morfologia destas particulas
através de MEV, observou-se que, na realidade, os didametros fornecidos pela
técnica DLS, provavelmente, correspondiam a aglomerados de particulas
menores e/ou particulas inchadas pelo meio aquoso. A média de diametros de
particulas 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 relagdo a atividade antimicrobiana das nanoparticulas, foram
alcancadas concentragfes minimas inibitorias (MIC) de 1,25mg/ml e 2,5mg/mi
para as NPs 3:1-1,5P e 4:1-1,5P, respectivamente, frente a cepa S. aureus. Ja
com relagédo a cepa E. coli, ndo foi determinada MICs para as concentragdes
avaliadas. Com a intencdo de garantir uma maior performance das
nanoparticulas frente aos microrganismos, ap6s serem distribuidas pelas fibras

do meio filtrante, optou-se por utilizar a concentracdo de 10mg/ml para a
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modificacdo do mesmo. Para esta concentracdo, ambos os filtros modificados
apresentaram taxa de reducéo bacteriana acima de 97%.

A andlise do filtro comercial quanto a eficiéncia de filtracéo,
permeabilidade e fator de qualidade, permitiu verificar que a presenca das
nanoparticulas nas fibras do filtro ndo resultou num acréscimo significativo nos
valores de queda de presséo. Isto porque a concentragdo das suspensodes e 0s
tamanhos das NPs s&o infimos frente ao tamanho médio das fibras, e a massa
total do meio filtrante. Por este mesmo motivo, as eficiéncias de coleta global
(47% para 3:1-1,5P e 45% para 4:1-1,5P) e os fatores de qualidade (0,0058 Pa
! para 3:1-1,6P e 0,0052 Pa') apresentaram valores bem préximos aos obtidos
pelo filtro branco (43% e 0,0055 Pa). Por conseguinte, concluiu-se que a
impregnacao das NPs de quitosana e propolis ndo prejudicou a performance do
filtro comercial utilizado neste estudo, e sim, atribuiu a caracteristica
antimicrobiana.

Ante o exposto, inferiu-se que a sintese de nanoparticulas por gelificacédo
ibnica apresenta potencial tecnoldgico, por ser um método relativamente simples
e escalonavel, uma vez otimizado os parametros quimicos e experimentais que
controlam o processo. Além disso, a aplicacdo de nanoparticulas de quitosana e
prépolis na modificacdo de matrizes funcionais tais como sistemas de filtracao
de ambientes internos, se torna uma 6tima opc¢éao para conferir efeito biocida com
a finalidade de conter a disseminacao de microrganismos patogénicos.

Ainda no contexto da pandemia da COVID-19 e poluicdo atmosférica,
responsavel por inUmeras doencas respiratorias, o presente trabalho apresenta
resultados relevantes e promissores para a sociedade como um todo. Esta
modificacdo com NPs pode ser realizada em filtros de ar condicionado e outros
sistemas de ventilagdo de ambientes internos como transportes publicos,
hospitais, ambientes de trabalho e domésticos.

Por fim, este trabalho reforca a ideia de que a propolis, um composto ativo
natural, e a quitosana, polimero também natural, podem apresentar protecdo
efetiva contra microrganismos patdgenos, de forma menos nociva ao meio

ambiente e a saude da populacéo.
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6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

De forma a aprimorar os resultados obtidos no presente estudo, sugere-
se para trabalhos futuros:

o Otimizar os parametros quimicos tais como pH das solucbes
iniciais, concentracao inicial da solucdo de quitosana e a razdo molar entre a
quitosana e o TPP.

o Avaliar a estabilidade das nanoparticulas e sua atividade
antimicrobiana ap6s um periodo maior de armazenamento.

. Quantificar o numero de particulas por area do meio filtrante.

o Testar outros meios de impregnacéo, de forma a alcancar uma
maior homogeneidade na distribuicdo das particulas nas fibras, bem como sua
replicabilidade.

. Avaliar o efeito das nanoparticulas frente as bactérias S. aureus e
E. coli apés um periodo maior de exposicao (superior a 24h)

o Avaliar o efeito das nanoparticulas frente a outros microrganismos,
como fungos, acaros e virus.

o Realizar os testes de filtracdo para maiores tamanhos de particulas
(acima de 250nm), a fim de abranger a faixa de tamanhos que compreendem as
bactérias.

o Aumentar a espessura do filtro, ou adicionar membranas
nanofibrilares em sua superficie, com a finalidade de aumentar a eficiéncia de

coleta do meio filtrante.
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Figura A.1 - (A) Impacto da razdo molar entre NH3+ e O- no tamanho e
estabilidade coloidal das particulas durante 24 horas. (B-E) Esquemas

representativos do monitoramento de alta frequéncia da estabilidade coloidal de
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sistemas estaveis e instaveis, representados pelas razes molares de 4.5:1 (B e

D) e 1.4:1 (C e E), respectivamente.
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APENDICE A

Neste apéndice é apresentada a curva de calibracdo utilizada para

determinar o teor de flavondides totais da propolis.

Curva padrao de quercetina
1,6

1,4

0,8

Absorbéancia

0,6 .
y = 0,0742x + 0,0326
0,4 R?=0,9999

0,2 o

0 5 10 15 20
Concentracao pg/mL

Figura A.1 - Curva padréo de quercetina
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APENDICE B

Célculo darazdo molar entre os grupos NHs* da quitosanae O do TPP
Razéo massica QUI.TPP =4:1

Mv(qui) = 336.000 g/mol M(TPP) = 367.86 g/mol

c(qui) =5 mg/mL c(TPP) =5 mg/mL

V(solucao de qui) = 50 mL V(solugéao de TPP) =12.5 mL
ms(qui) = 0,25 ¢ ms(TPP) = 0.0625 g

GD =71% X(TPP) =5

X , .
GD = E , sendo x = numero de mols desacetilado

y = numero de mols total

0,71=—— => x=244y

X+y
Mv(qui) = Ma.X + May , 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
. i . TPP .
n(qui) = =44 = 025 _ 2 44107 | n(TPP) = RAPP) - 00625 _ 69. 10

Mv(qui) 336000 M(TPP)  367.86

mol 4mol

n(NH2) = x * n(qui) = 9.27 * 10“ mol N(OH) = x * n(TPP) = 8.49 « 10** mol

P/pH =3.5, a=1[112] P/pH =5.0, a.= 0.6 [112]
N(NHs") = a * n(NHz) n(O°) = a *n(OH)
n(NHs*) =9.27 * 10 mol n(O’) =5.09 *10“* mol

N(NHs") : n(O)=18:1
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APENDICE C

Neste apéndice sdo apresentadas as curvas de queda de pressdo em
funcdo da velocidade do fluxo de ar. O coeficiente angular de cada curva foi
utilizado para determinar o coeficiente de permeabilidade Darciana (k1)

Filtro branco
1400

1200 y =162,62x - 89,763 et
R?=0,9979 R .
1000 o

ot
o

800

AP/L
@

600

oe®
ot

400

200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
V (cm/s)

Figura C.1 - Curva de queda de pressdo sobre a espessura do filtro versus

velocidade do fluxo de ar do filtro comercial branco.

Filtro + 3:1-1,5P
1600

1400 | y=179,48x- 67,139
2.0999 e
1200 RE=0999 e

1000 | e

800
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o

600 | e

400 R
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
V (cm/s)

Figura C.2 - Curva de queda de pressédo 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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Filtro + 4:1-1,5P
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Figura C.3 - Curva de queda de pressdo sobre a espessura do filtro versus

velocidade do fluxo de ar do filtro comercial modificado com NPs 4:1-1,5P.



