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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme do 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) microencapsulado e ndo microencapsulado sobre linhagens de Staphylococcus aureus
multirresistentes. A atividade antibacteriana foi realizada pelas técnicas de difusdo de disco e de microdiluicdo em
caldo para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do
6leo essencial. Para a atividade antibiofilme, utilizaram-se as linhagens de S. aureus que foram sensiveis a agao do
6leo essencial. Cinco isolados foram sensiveis a agao do 0leo essencial pelo teste de difusdo em disco cuja CIM foi de
10 uL.mL?* e a CBM de 20 pL.mL. Destas cinco, quatro foram capazes de formar biofilme com adesdo superior a
10" UFC cm™. O 6leo microencapsulado apresentou melhor efeito antibiofilme com reducdo de cerca de 2 log
UFC.cm nos S. aureus multirresistentes analisadas, e o ndo microencapsulado reduziu aproximadamente 1,1 log
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UFC.cm?, demonstrado a maior eficiéncia do 6leo com microencapsulacdo. O uso de 6leo essencial de Syzygium
aromaticum microencapsulado poderia servir com uma alternativa promissora no controle de bactérias
multirresistentes e formadoras de biofilmes em superficies de aco inoxidavel apresentando algumas vantagens em
comparacdo com o utilizado em sua forma original, principalmente no que diz respeito ao transporte, preservacao do
conteido, manipulacéo e utilizacdo em matrizes alimentares.

Palavras-chave: Cravo-da-india; Biofilme; Staphylococcus aureus; Microencapsulacéo.

Abstract

The aim of this work was to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of microencapsulated and non-
microencapsulated clove (Syzygium aromaticum) essential oil on multidrug-resistant Staphylococcus aureus strains.
Antibacterial activity was performed by disk diffusion and broth microdilution techniques to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the essential oil. For the
antibiofilm activity, strains of S. aureus that were sensitive to the action of the essential oil were used. Five isolates
were sensitive to the action of the essential oil by the disk diffusion test whose MIC was 10 pL.mL* and the CBM
was 20 uL.mLt. Of these five, four were able to form biofilms with adhesion greater than 107 CFU.cm?2. The
microencapsulated oil showed a better antibiofilm effect with a reduction of about 2 log CFU.cm? in the
multiresistant S. aureus analyzed, and the non-microencapsulated oil reduced approximately 1.1 log CFU.cm
showing the high efficiency of the oil with microencapsulation. The use of microencapsulated Syzygium aromaticum
essential oil could serve as a promising alternative in the control of multiresistant and biofilm forming bacteria on
stainless steel surfaces, presenting some advantages compared to the one used in its original form, mainly with regard
to transport, content preservation, handling and use in food matrices.

Keywords: Clove; Biofilm; Staphylococcus aureus; Microencapsulation.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana y antibiofilm del aceite esencial de clavo (Syzygium
aromaticum) microencapsulado y no microencapsulado sobre cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes. La
actividad antibacteriana se realiz6 mediante técnicas de difusién en disco y microdilucion en caldo para determinar la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) y la Concentracién Minima Bactericida (MBC) del aceite esencial. Para la
actividad antibiopelicula se utilizaron cepas de S. aureus sensibles a la accion del aceite esencial. Cinco aislados
fueron sensibles a la accion del aceite esencial por la prueba de difusién en disco cuya CIM fue de 10 uL.mL !y la
CBM de 20 pL.mL. De estos cinco, cuatro fueron capaces de formar biopeliculas con adherencia superior a 107
CFU.cm?. El aceite microencapsulado mostrd el mejor efecto antibiofilm con una reduccion de alrededor de 2 log
CFU.cm en los S. aureus multirresistentes analizados, y el aceite no microencapsulado redujo aproximadamente 1,1
log CFU.cm?, demostrando la mayor eficiencia del aceite con microencapsulacion. El uso del aceite esencial de
Syzygium aromaticum microencapsulado podria servir como una alternativa promisoria en el control de bacterias
multirresistentes y formadoras de biopeliculas en superficies de acero inoxidable, presentando algunas ventajas frente
al utilizado en su forma original, principalmente en lo que se refiere al transporte, conservacion del contenido,
manipulacion y uso en matrices alimentarias.

Palabras clave: Clavo; Biopelicula; Staphylococcus aureus; Microencapsulacién.

1. Introducéo

Os biofilmes séo definidos como uma assembléia de microrganismos aderidos a uma superficie e envolvidos por uma
matrix extracelular (Weerasekera et al., 2016). Sua formacao em equipamentos e utensilios utilizados na indUstria de alimentos
podem causar diversos problemas como entupimento, corrosdo, ou mesmo a contaminacdo cruzada de produtos alimentares,
aumentando assim o seu risco de intoxica¢Oes e degradacdo do alimento (Menon, 2016; Dias, Borges, Saavedra & Simdes,
2018; Cunha et al., 2019). Além disso, bactérias formadoras de biofilmes demonstram maior resisténcia a fagocitose, a agentes
antimicrobianos e a desinfetantes em relacdo as células microbianas planctdnicas, tornado mais dificil a sua eliminagdo
(Donlan & Costerton, 2002).

Assim, torna-se necessario a busca por novos métodos que apresentem potencial para serem agentes antimicrobianos e
anti-biofilmes sem causar efeitos nocivos ao meio ambiente e a salide humana e animal. Nesse contexto se encaixa 0s 6leos
essenciais de plantas aromaticas, compostos volateis oriundos do seu metabolismo secundario. As atividades antimicrobianas
de diversas espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais sdo bem documentadas na literatura (Radaelli et al., 2016;

Milezzi et al., 2019; Santos et al., 2020) e podem agir em diferentes mecanismos nos microrganismos, como inibigao da sintese
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de peptidioglicano em bactérias, modificacdo na hidrofobicidade da membrana celular, inativacdo de enzimas extracelulares,
entre outros (Burt, 2004; Radaelli et al., 2016).

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) pertencente a familia Myrtaceae, é conhecido pelo seu uso como tempero
na preparacdo de diversos alimentos (Cortés-Rojas, Souza & Oliveira, 2014). Assim como diversas plantas condimentares, o
oleo essencial de S. aromaticum € utilizado na medicina tradicional devido a sua agdo antiinflamatoria, citotoxica, anestésica,
antimicrobiana, antiflngica, antioxidante, além se sua agcdo como inseticida (Chaieb et al., 2007; Kacaniova et al., 2021). Seu
oleo essencial é extraido do botéo floral seco que apresenta o eugenol como composto majoritario além de outros compostos
fendlicos (Farias et al., 2019; Radunz et al., 2019).

No entanto, apesar dos seus diversos beneficios, sua utilizacdo na industria torna-se limitada, devido a seu odor
intenso, sua instabilidade e risco de deterioracdo oxidativa quando expostos a fatores como o oxigénio, luz, umidade e calor
(Budri et al., 2015; Leyva et al., 2016). Desse modo, uma das formas de se minimizar esses efeitos é a encapsulacéo, técnica
capaz de aumentar a estabilidade do material encapsulado e prolongar seu tempo de vida Util, através da inibicdo de reacGes
guimicas entre o material e 0 ambiente externo (Bakryet al., 2015; Baranauskaite et al., 2019); Radunz et al., 2019).

A acdo bactericida do 6leo essencial do cravo-da-india atua em um dos mais conhecidos patdgenos de origem
alimentar, a bacteria gram positiva Staphylococcus aureus, que € habil a formar biofilmes, tornado-se um risco para
contaminacgdo de alimentos na indUstria. Se forem resistentes, elas ainda podem transferir esses genes de resisténcia para outras
bactérias. Assim, diante disso, avaliou-se a acéo antibacteriana do dleo essencial de cravo-da-india ndo microencapsulado e a

acdo anti-biofilme do 6leo essencial de cravo-da-india com e sem microencapsulagao.

2. Metodologia
Oleo essencial

O o6leo de cravo da india (Syzygium aromaticum) (OESA) utilizado neste estudo foi adquirido da empresa Ferquima
(Vargem Paulista, SP, Brazil) e caracterizado por cromatografia gasosa, conforme metodologia realizada por Farias et al.
(2019) revelando 79,4 % de eugenol.

Bactérias testadas

Foram utilizadas 6 linhagens de Staphylococcus aureus multirresistentes provenientes da bacterioteca do laboratério
de Sanidade Animal, do Centro de Pesquisa em Ciéncias Agrérias, do ICA-UFMG, previamente identificados (Souza et al.,
2019) e a bactéria S. aureus ATCC 25923. Para a atividade anti-biofilme foram utilizadas como controle positivo a bactéria S.
aureus ATCC 25923 formadora de biofilme, e como controle negativo a bactéria S. epidermides ATCC 12228, nao formadora

de biofilme.

Avaliagdo da atividade antibacteriana do OESA

A acdo antibacteriana do OESA foi analisada utilizando a técnica de difusdo em disco, conforme metodologia
proposta pela CLSI (2015a) com modificaces.

As bactérias foram ativadas em Caldo Triptona de Soja (TSB) e tiveram sua densidade ajustada em 0,9% solucédo
salina estéril até obtencdo da turbidez compativel com a escala de McFarland no escore 0,5 (1,5 x 108 UFC.mL™?), conforme
CLSI (2015a). Em seguida, diluicdes foram preparadas em concentracdes de OESA a 10, 20, 30, 40, 50 € 60 pL.mL"* em caldo
Brain Heart Infusion (BHI), usando 0,1% de Tween-80.
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Discos de papel de filtro estéril (6 mm de diametro) foram impregnados com 30 pL de cada concentracdo de 6leo
essencial avaliada. Apds a secagem, os discos foram depositados em placas de Petri contendo as bactérias S. aureus utilizadas
em meio Agar Mueller Hinton e incubados a 37°C durante 18-24 horas. O diametro da zona de inibicéo foi expresso em mm,
incluindo o didmetro do disco. Os halos com didmetro entre 9-14 mm ou superior foram considerados a bactéria sensivel a

acdo do 6leo de acordo com os critérios de Puskarova et al., (2017). As analises foram realizadas em triplicata.

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A Concentracdo Inibitéria Minima foi estabelecida pelo método de microdiluicdo em caldo utilizando-se placas de
microtitulacdo, com base no CLSI (2015b), com adaptacdes. As concentracdes de 6leo usadas foram as mesmas do teste
difusdo em disco no teste de triagem. Em seguida, foram adicionadas a suspensdo contendo 1,5x108 UFC.mL™* de cada
linhagem nos pocos de cada concentracéo.

Controles negativos foram preparados com o 6leo apenas, e o controle positivo com a cultura Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Os testes foram realizados em triplicata e a placa de microtitulacdo foi incubada a 37 °C por 24 horas. Ap6s as
24 horas de teste, foi adicionado Cloreto de Trifeniltetrazélico (TTC) para verificacdo da presenga ou auséncia de crescimento
bacteriano pela alteracéo da coloracdo do reagente de amarelo para vermelho (Duarte et al., 2005). A CIM foi determinada pela
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Para expressar a menor concentracao capaz de eliminar as bactérias (CBM), retirou-se 10pL com auxilio de uma alga
de inoculacéo estéril dos pocos que ndo apresentaram coloracdo avermelhada e foram transferidas para placas de Petri
contendo o meio PCA. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e avaliadas quanto a presenca e auséncia de
crescimento microbiano. As placas cuja concentracdo do 6leo ndo apresentou crescimento de coldnias foram capazes de

exercer agao bactericida sobre a bactéria.

Verificacdo da formacao de biofilme em ago inoxidavel

As linhagens de Staphylococcus aureus que apresentaram acdo antimicrobiana no teste de difusdo foram avaliadas
guanto a sua capacidade de producdo de biofilme. As linhagens foram ativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e
padronizadas em espectrofotdbmetro a 570 nm para o valor de 0,5 de densidade 6tica (DO) para obter a quantificagdo e
determinacéo das concentragdes dos indculos para padronizagao.

A metodologia foi utilizada conforme Friedriczewskiet e colaboradores (2018), com modificagdes. Quatro mililitros
de cada inoculo da cultura padronizada foram adicionados em um béquer estéril contendo 200 mL de caldo BHI e dois cupons
estéreis com 4 cm? de ago inox. Apds, os béqueres foram levados a estufa por 48 horas a 37 °C.

Ap6s o periodo de incubacdo, os cupons foram lavados com solucao salina tamponada com fosfato PBS 3% NaCl por
duas vezes, para eliminar as células ndo aderidas. Em seguida, os cupons foram transferidos para um novo béquer com caldo
BHI estéril e levados para a estufa por mais 48 horas. O processo se repetiu por cinco vezes.

Swabs estéreis foram passados por toda a regido do cupom para coleta de células aderidas na superficie de ago inox do
cupom, e imersos em tubo contendo 10 mL de solucéo salina 0,9 %. Apds a homogeneizagdo com auxilio de agitador de tubos,
1mL foi transferido para outro tubo com mais 9 mL da mesma solucédo sendo em seguida feitas diluigcdes seriadas até 10°. Um
volume de 100 pL da solugdo das dilui¢des 103, 10* e 10 foram espalhados em placas contendo o meio Agar Sal Manitol,
selecionando o crescimento de Staphylococcus aureus. As placas foram levadas a estufa por 48 horas a 37 °C e realizada a
contagem das coldnias presentes, caracteristicas de S. aureus. As analises foram realizadas em ftriplicata e os valores foram

expressos em log UFC.cm™.
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Efeito do 6leo de S. aromaticum na inibicdo da formacéo de biofilmes

O procedimento descrito acima foi realizado novamente com as linhagens bacterianas que foram capazes de formar
biofilmes, agora com a adicdo do 6leo essencial de cravo-da-india. Foram realizados trés tratamentos, o primeiro apenas a
cultura ativa no meio BHI (Controle), segundo com o dleo essencial microencapsulado (OEM) e o terceiro tratamento com o
6leo essencial sem microencapsulagdo (OE).

Na primeira etapa da verificacdo da formagcéo de biofilmes foram utilizados 1,3 g.mL™* de OEM e 20 puL.mL'de OE.
Para definir a quantidade de OEM no teste, utilizou-se o resultado prévio da eficiéncia de microencapsulagdo que foi de

99,33% (dados néo publicados). Para o volume do OE, utilizou-se o resultado da CBM.

Microencapsulacéo do 6leo essencial de S. aromaticum
Para esse estudo utilizou-se 0 método de cocervacdo simples descrito por Comunian et al. (2016), com modificacdes

para o 6leo essencial de cravo-da-india e avaliou-se a eficacia da microencapsulagdo conforme relato de Borborema (2021).

Andlises estatisticas

Para avaliar o efeito inibitdrio do 6leo essencial na formacdo do biofilme foi realizado um esquema fatorial (3x4),
onde foi utilizado 3 tipos de tratamentos e quatro linhagens bacterianas que apresentaram atividade antimicrobiana. Os dados
de contagem microbiana (UFC) foram expressos em log e avaliados por meio de andlise de variancia ao nivel de 5% de

probabilidade. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), analisadas no software Studio R.

3. Resultados e Discussao

A analise inicial da avaliacdo antimicrobiana do 6leo essencial de Syzygium aromaticum demonstrou a sua capacidade
em inibir o crescimento da maioria das linhagens de S. aureus utilizadas. Os halos obtidos tiveram tamanhos varidveis, porém
ficaram acima de 9 mm, demonstrando a sensibilidades dessas bactérias ao éleo pelo teste de difusdo em disco (Tabela 1).
Apenas os isolados M30 e 110G ndo apresentaram formacédo halos de inibi¢do em nenhuma das concentrac¢des utilizadas e por

isso ndo foram avaliados no teste antibiofilme.

Tabela 1. Efeito inibitorio do 6leo essencial de Syzygium aromaticum em S. aureus multirresistentes pelo teste de difusdo em

disco.

Linhagens Bacterianas Diametro do halo (mm)*
S. aureus ATCC 25923

13
S. aureus ISO 34

12
S. aureus SM 37

14
S. aureus SM 38

10
S. aureus 6C

16
S. aureus M30

0
S. aureus 110G

0

* Valores referentes as médias dos halos de inibigdo com concentracédo do éleo a 20 pL.mL™*. Fonte: Autores.
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Guimaraes et al., (2017) ao avaliarem a atividade antimicrobiana do extrato aquoso e do 6leo essencial de cravo-da-
india frente a S. aureus ATCC 25923, obtiveram halos de inibicdo médio de 12 mm pelo teste de difusdo ao utilizar o 6éleo
essencial, contra 0 mm de halo no extrato aquoso. O valor obtido por esses autores foi proximo ao encontrado neste trabalho
para a mesma linhagem ATCC, porém com uma concentracdo trés vezes maior que a obtida. Essa diferenca pode estar
reacionada a composicao quimica do 6leo, pois o 6leo utilizado em nosso trabalho apresentou 79% de eugenol, o composto
fendlico em que se é atribuido a atividade antimicrobiana do cravo da india, ao invés de 65% encontrado no trabalho de
Guimaraes. As variagdes na composi¢do quimica dos 6leos essenciais de cravo da india dependem de varios fatores como local
de cultivo, método de extracdo empregado, horario de extracdo, entre outros.

O oOleo essencial S. aromaticum apresentou resultados satisfatorios semelhantes nos testes de CIM e CBM, com
valores de 10 pL.mL"e 20 puL.mL™, respectivamente, para todas as linhagens utilizadas, ressaltando a sua eficicia mesmo em
baixas concentragdes. Ja Farias e colaboradores (2019), obtiveram CIM e CBM de 20 uL.mLe 40 uL.mL, respectivamente,
ao utilizarem o dleo de cravo-da-india da produzido pela mesma empresa.

A linhagem de S. aureus 6C sofreu contaminacdo durante o experimento e ndo foi possivel recuperar e por isso ndo
foi avaliada nos testes de CIM, CBM e agdo anti-biofilme.

Quatro isolados bacterianos foram capazes de produzir biofilme pela técnica utilizada neste trabalho, que tiveram
valores médios de 7,917 log UFC.cm™ (Tabela 3). Para que seja considerado formador de biofilme, a bactéria precisa
apresentar no minimo 107 UFC aderidas cm de superficie (Andrade et al., 1998), abaixo do valor encontrado neste estudo.

S. aromaticum foi capaz de reduzir o nimero de células aderidas das quatro bactérias testadas que foram formadoras
de biofilme nos cupons de ago inoxidavel, sendo mais eficiente na reducéo das células quando microencapsulado comparando-
se com 0 Oleo sem a microencapsulacdo. Apesar dos isolados de S. aureus utilizados serem oriundos de vacas com mastite
subclinica de vérias fazendas situadas no norte de Minas Gerais, ndo houve diferenca significativa na relagdo formagéo de

biofilme/ acéo do 6leo/ origem do isolado (Tabela 4).

Tabela 3. Efeito inibitorio do 6leo essencial de cravo-da-india na producéo de biofilmes por S. aureus.

Tipos de incluséo do 6leo Crescimento
OLEO M* 5.854 2
OLEO NM™ 6.742°
SEM OLEO 7.917°¢
P VALOR p<0,01
Bactérias

I1ISO 34 6.676
S. aureus ATCC 25923 6.755
SM 37 6.779
SM 38 6.760
P VALOR 0,2
Incluséo 6leo NM x Bactérias 0,0004
CcVv 0,65

*M- Microencapsulado. **NM- N&o microencapsulado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (teste Tukey 5%). Fonte: Autores.

O desdobramento da interacdo mostra que o uso do 6leo de cravo-da-india microencapsulado resultou em menor

crescimento bacteriano quando comparado ao 6leo ndo microencapsulado e ao tratamento sem 6leo. Os resultados demonstram
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que a presenca do 6leo microencapsulado pode ter um efeito inibitério na formacdo de biofilmes, conforme mostrado na
Tabela 4.

Quando comparado as bactérias em cada uma das formas de inclusdo do 6leo, os resultados mostraram que as cepas
ISO 34 e ATCC tiveram menor crescimento comparado as outras cepas nos tratamentos com dleo microencapsulado. No
tratamento com 6leo ndo microencapsulado a cepa ATCC teve menor crescimento. No tratamento sem o 6leo o crescimento da

cepa I1SO 34 foi menor comparada as demais cepas (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito inibitorio do 6leo essencial de cravo-da-india sobre a producéo de biofilmes de Staphylococcus aureus
multirresistentes em relacdo a origem das linhagens bacterianas.

Bactérias Oleo M* Oleo NM** Sem 6leo
S. aureus ATCC 25922 5.7823A 6.7550A8 7.833¢A
S. aureus ISO 34 5.81438 6.676A 7.933¢B
S. aureus SM 37 5.906%¢ 6.779%8 7.961°®
S. aureus SM 38 5.915%¢ 6.7600AB 7.940°8

*M- Microencapsulado. **NM- N&o microencapsulado. Médias seguidas por letras diferentes, mindsculas na linha e maiusculas na coluna,
diferem significativamente entre si pelo teste Tukey no nivel de 5%. Fonte: Autores.

A presente pesquisa focou no potencial do 6leo essencial de cravo-da-india em agir sobre bactérias multirresistentes.
A escolha da espécie se baseou na sua patogenicidade e capacidade de formacdo de biofilmes. A bactéria S. aureus é descrita
na literatura como produtora de biofilmes, cuja produ¢do € mediada pelos genes operon icaABCD (gene de adesdo intercelular)
que atuam na expressao de polissacarideo capsular e por bap (biofilme associado a proteina) que promove a adesdo celular
(Percival et al., 2011; Szweda e tal., 2012, Budri et al., 2015).

Bactérias gram positivas como S. aureus sdo descritas na literatura como mais suscetiveis a acdo dos 6leos esséncias
que as bactérias gram negativas devido a auséncia de da membrana externa que serviria como barreira adicional na penetracéo
dos componentes dos dleos essenciais. No entanto, alguns estudos tém demonstrado maior resisténcia de S. aureus em relagao
a E. coli ou Salmonella, principalmente na formacéo de biofilmes (Walmiki & Rai, 2017; Millezi et al., 2019). Millezi e
colaboradores reforgam assim a importancia de conduzir os testes em diferentes situag6es ou diferentes estagios de formacao
do biofilme devido as varia¢fes de comportamento do microrganismo em contato com o sanitizante.

Budri e colaboradores (2015) observaram forte acéo anti-biofilme do OESA contra S. aureus oriundos de vacas com
mastite subclinica em cupons de ago inoxidéavel, porém ela ndo foi significativa ao se aplicar apenas o eugenol. J& Millezi et al.
(2019) tiveram reducdo de 2,2 log UFC.cm™ ao aplicar eugenol nos cupons. Segundo estes autores superficies hidrofilicas
como aco inoxidavel e vidro tendem a melhor adesdo quando comparados com superficies hifrofobicas.

Walmiki e Rai (2017), ao avaliar a acdo antibiofilme de S. aromaticum, C. cyminum e Piper nigrum, observou que o
6leo de cravo-da-india demonstrou ser o mais efetivo dos trés, e a bactéria S. aureus a mais resistente aos 6leos testados.

Os resultados obtidos por esse estudo e de outros autores podem ser considerados de elevada importancia visto que as
bactérias formadoras de biofilme geram diversas enzimas prejudiciais, induzindo a colonizagdo de outras &reas da indUstria,
consequentemente, apresentando maior risco de contaminagdo do espaco (Benincd, 2018).

Cada vez mais os 6leos essenciais vém sendo utilizados no desenvolvimento de produtos, como, sanitizantes naturais.
No entanto, esses compostos quando utilizados em alimentos podem apresentar odor e sabores acentuados ao interagirem com
outros compostos envolvidos na matriz. Desse modo, a fim de minimizar esses efeitos, o uso da microencapsulagdo vem sendo
recomendado, adotando menores concentragoes, protegendo os compostos ativos e diminuindo o nimero de cepas existentes
(Sousa, 2018).
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Radunz e colaboradores (2019) ao verificar a acdo antimicrobiana de antioxidante de dleo de cravo-da-india com o
sem microencapsulacdo concluiu que particulas do 6leo microencapsulado com alginato de sédio e emulsificantes
apresentaram baixa atividade antioxidante e forte inibicdo antimicrobiana contra S. aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonella Typhimurium. Apesar de utilizarmos goma arabica ao invés de alginato de sodio ou outros
emulsificantes (dados ndo publicados). Cui, Zhao e Lin (2015) também observacéo acao bactericida do 6leo de cravo-da-india
encapsulado com lipossomos sobre S. aureus. Os resultados obtidos por esses autores demonstram que independente do
método de encapsulamento, o 6leo apresenta efeito bacteriostatico e bactericida sobre diversas bactérias patogénicas. E como
ficou demonstrado no presente trabalho, a agéo se estende a bactérias produtoras de biofilme.

No presente estudo, levando em consideracdo o custo da utilizacdo do processo de microencapsulamento, foi testado o
uso do éleo livre, afim de investigar se o 6leo sem processamento seria capaz de promover efeito semelhante. Porém, foi
possivel observar melhor homogeneizacdo do 6leo microencapsulado no sistema avaliado, sendo este efeito, provavel
responsavel pela melhor a¢do do 6leo microencapsulado na inibicdo da formag&o de biofilmes (dados ndo publicados).

O resultado encontrado demonstra que o uso do 6leo microencapsulado é uma boa opcdo para as inddstrias de
alimentos, farmacéutica, téxtil, dentre outras. Esse resultado vai ao encontro dos achados de outros autores que avaliaram seu
uso em aplicagdes diferentes das aqui estudadas. Kopp (2020), ao realizar um estudo com dleo essencial de cravo, verificou a
eficiéncia do seu encapsulamento pelos métodos de extrusdo e sol-gel no controle das bactérias S. aures e E. coli e do fungo
Aspergillus niger. Favaro-Trindade e Pinho (2008), em seu estudo de revisdo sobre a técnica de microencapsulagdo, apontaram
a efetividade da utilizacdo da técnica de microencapsulacdo, diante da necessidade da relacdo entre bioacessibilidade,
alimentacdo, genética e saide, principalmente no desenvolvimento de novos produtos.

O processo de microencapsulacdo poderia ser utilizado como instrumento alternativo para a protecdo e estabilidade
dos compostos bioativos presentes, além de prolongar o tempo de vida atil dos alimentos adicionados de conservantes
microencapsulados, principalmente através dos 6leos essenciais (Gottardo, 2021). Além disso, essa técnica pode propiciar certa
estabilidade térmica ao éleo essencial, acarretando na possibilidade de utilizacdo desse procedimento em processamento de
alimentos, correspondendo a uma alternativa viavel de aditivo natural no controle antimicrobiano nas industrias de alimentos e
na reducéo das contagens de placas de microrganismos (Almeida et al., 2013; Beninc4, 2018).

A respeito da preservagdo das caracteristicas no uso como antimicrobiano, Aradjo (2019) explica que no processo de
microencapsulagdo, o ndcleo da substancia ativa é envolvido com o material da parede, 0 que acarreta em uma protecdo do
composto bioativo, impedindo a dispersdo do material no meio e, consequentemente, a perda da eficacia da utilizacdo do

material no controle de microrganismos.

4. Concluséo

Os resultados obtidos permitem concluir que o dleo essencial de cravo da india apresentou atividade antibacteriana in
vitro e antibiofilme em superficie de aco inoxidavel sobre linhagens de S. aureus mutirresistentes, mesmo em baixas
concentragdes do dleo, demonstrando o seu potencial.

O uso do dleo essencial de cravo da india em seu estado microencapsulado apresentou efeitos antibiofilme mais
eficazes quando comparado a utilizagcdo do 0leo essencial em estado livre, tornando-se uma alternativa na utilizagdo em
inddstrias de alimentos e de produtos sanitizantes, devido a conservacdo das suas caracteristicas antimicrobianas e
possibilidade de substituicdo de modo sustentavel dos agentes quimicos, ao diminuir a adesdo do desenvolvimento de

biofilmes nas superficies de aco inox presente em industrias.
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