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Resumo

Com o intuito de mitigar as limitacdes inerentes aos 6leos essenciais (OE) e expandir suas
possibilidades de aplicagdo, propde-se a encapsulacdo como estratégia. Essa técnica permite a
incorporagdo e protecdo dos principios ativos, aumentando sua estabilidade, reduzindo a taxa de
migracdo para o meio externo e prolongando o tempo de acdo. O presente trabalho visou extrair,
caracterizar, encapsular o 6leo essencial de cravo-da-india (OECI) em quitosana, avaliar a eficiéncia
de encapsulamento e suas atividades funcionais. O OECI foi extraido por hidrodestilacdo e apresentou
rendimento (3,31%), densidade (1,0072 g/cm?), indice de refracéo (1,4863), cor amarelo claro, aspecto
limpido e aroma caracteristico, com predominancia de eugenol (81,82%). A quitosana utilizada teve
grau de desacetilacdo de 83,3%. A eficiéncia de encapsulamento foi de 94,5+0,1%, obtida na
concentracdo de 0,43 g L+ de OECI, que corresponde a relacdo 1:4 (OECI:Quitosana) e a cinética de
liberacdo do OECI foram avaliadas, mostrando liberacao progressiva de 0,3% a cada 15 dias e eficicia
na inibicdo de Staphylococcus aureus e Fusarium guttiliforme.

Palavras-chave: Nanocapsula. Atividade biolégica. Encapsulagdo. Cinética de liberagao.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas/Bioquimica
Introducéo

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) € uma planta arbérea, de odor fortemente aromatico, sabor
ardente e caracteristico muito utilizado na medicina popular e na culinaria, especialmente na producdo
de doces. O 6éleo essencial (OE) do cravo-da-india é amplamente reconhecido por suas distintas
propriedades bioldgicas, sendo extraido dos botdes florais secos da planta. Diversos estudos destacam
suas atividades biolégicas, como anestésico, antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana
(antibacteriano e antifingico) que o tornam valioso para aplicagfes terapéuticas e industriais (El-Saber
Batiha et al., 2020; Idowu et al., 2021).

Apesar de suas diversas aplicagdes o OE de cravo da india, bem como os demais OEs, apresentam
limitagBes na sua aplicacdo, o que pode restringir seu uso. Suas limitagdes estéo relacionadas a alta
volatilidade dos seus compostos, o que pode comprometer a eficacia dos principios ativos ao longo do
tempo; a sua baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua formulagdo em produtos aquosos e a
variabilidade de sua composicdo quimica, que pode mudar devido a fatores ambientais, genéticos e
sazonais, impactando na homogeneidade entre diferentes lotes de producgéo (Sousa et al., 2022).

Com intuito de mitigar os efeitos das limitacBes e ampliar a gama de possibilidade de aplicacédo para
os OEs podem ser utilizadas diferentes técnicas, dentre elas a encapsulacdo. Esta permite a
incorporagdo e protecdo dos principios ativos, aumentando a sua estabilidade, reduzindo a taxa de
migracgdo para o meio externo e prolongando o tempo de agdo (Aguiar, 2022). As técnicas mais comuns
de encapsulamento incluem: Spray Drying, Coacervacdo Complexa, Encapsulacao Lipidica e a
Encapsulagdo em Nanoparticulas, esta Gltima, utiliza de materiais poliméricos biodegradaveis para criar
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nanoparticulas que encapsulam o OE, oferecendo uma liberagdo controlada e prolongada (Mehta et
al., 2022).

No processo de encapsulacdo em nanoparticulas diferentes agentes encapsulantes utilizados,
dentre estes encontra-se a quitosana, copolimero biodegradavel formado de unidades $-(1,4)-2-amino-
2-desoxi-D-glucopiranose e B-(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-glicopiranose. Obtida pelo processo da
desacetilacdo da quitina (Vieira et al., 2018). A quitosana destaca-se por apresentar propriedades
benéficas aos processos bioldgicos, biodegradabilidade e biocompatibilidade. E amplamente utilizada
na formulagdo de sistemas de liberagédo controlada de farmacos, sua estrutura pode ser modificada
para formar nanoparticulas que encapsulam os compostos ativos presentes no OE, além disto, com as
modificagdes estruturais € possivel direciona-las para alvos especificos no organismo, melhorando a
biodisponibilidade e reduzindo os possiveis efeitos colaterais (Mohammed et al., 2017; Torres et al.,
2023).

Para verificar a eficacia do encapsulamento e a liberacdo dos principios ativos dos OEs sé&o
realizados: Ensaios de liberacao in vitro (difusdo em membrana e sistema de dissolucdo em meios e
solventes diferentes); Analises cromatograficas (CG e HPLC) para qualificar e quantificar os compostos
volateis dos OEs; Espectroscopia de UV-Vis, FTIR e RMN para monitorar a concentragao do OE no
meio de liberacéo; Testes de estabilidade (estabilidade acelerada e ciclagem térmica) para verificar a
eficicia da encapsulacédo na protecdo dos OEs; Modelagem matemética da cinética de liberagcéo dos
principios ativos; e a Microscopia (MEV e microscopia confocal). Além destes, séo realizados testes
bioldgicos in vitro e in vivo para avaliar a eficacia da liberacdo controlada em um ambiente real (Sarfraz
et al., 2020).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi extrair e caracterizar o 6leo essencial de Cravo-da-india,
promover sua encapsulacdo em quitosana e avaliar a eficiéncia de encapsulagdo e as atividades
funcionais do biofilme.

Metodologia

O OECI foi extraido dos bot&es florais desidratados do cravo-da-india (adquirido no comércio local
Rive-Alegre/ES) por hidrodestilagdo como preconiza a Farmacopeia brasileira (Brasil, 2022). A
identificacdo dos compostos quimicos presentes no OECI foi realizada por cromatografia gasosa com
detecc¢do de ionizac¢do de chama (CG-DIC) (Shimadzu GC-2010 Plus) e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (CG-EM) (Shimadzu GC-MS-2010) de acordo com metodologia proposta
por De Souza et al. (2017). Também foram mensurados as caracteristicas fisico-quimicas densidade
(De Jesus e Palma, 2008) e indice de refracdo (IAL, 2008) e sensoriais cor, aroma e aspecto (ISSO,
1997). O estudo do comportamento espectral do OECI foi realizado por espectrometria de UV-Vis
(AGILENT CARY 60 UV-VIS) (Veloz et al. 2024).

A Quitosana foi caracterizada quanto o seu grau de desacetilacido (GD), que indica a proporcéo de
grupos acetil (-COCH3) removidos da quitina para formar quitosana. Esse parametro influencia
diretamente a solubilidade, viscosidade, carga catibnica, capacidade de formar filmes e géis, e a
reatividade do polimero (Vieira et al., 2018). A avaliacdo do GD da quitosana foi realizada por titulagéo
potenciométrica (pHmetro - MS TECNOPON, mPA-210) conforme descrito por Abreu et al. (2013).

As nanocapsulas de quitosana com diferentes concentracdes de OECI (0 a 4 g L1) foram preparadas
conforme metodologia proposta por Ahmadii et al. (2018), com modifica¢des. A quitosana (GD: 75,0 -
85%) foi dissolvida em &acido acético 1% (v v'') na concentragdo de 2 g L* sob agitagdo a 550 rpm,
seguido da adi¢do de Tween 80 (0,24% m v1) como estabilizante/surfactante, OECI e tripolifosfato de
sédio (TPP) 4 g L't como agente complexante. A eficiéncia do encapsulamento foi determinada por
meio de analise de espectroscopia na regido do UV-Vis a 280 nm, conforme a metodologia utilizada
por Ahmadi et al. (2018). As nanocépsulas foram congeladas e liofilizadas para obtencdo do produto
final.

Para avaliacdo da cinética de liberacdo do OECI, o material encapsulado foi ressuspendido em agua
na proporcédo de 1%, a 30°C, sob agitacao a 200 rpm por 30 dias. O teor de OECI liberado foi analisado
no 1°, 15° e 30° dias utilizando espectroscopia UV-Vis a 280 nm.

Foram realizados testes de atividade bactericida e fungicida nas nanocéapsulas de quitosana com
as concentracdes de OECI (0 e 0,43 g L) utilizando Staphylococcus aureus (cepa ATCC 25923) e
Fusarium guttiforme (estirpe F449), respectivamente. Para o0 ensaio bactericida utilizou-se método por
difusdo em disco (Broth de Soy Tryptic - TSB) (Nandhini, 2022) e suspensdo de 0,6 g L* das
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nanocapsulas em etanol aplicada sob os discos, com a leitura dos halos de inibicdo apds 24 h de
incubac&o. J& o ensaio fungicida foi realizado em meio solido (Kohanmoo; Jamali, 2013) utilizando Agar
Batata Dextrose — PDA, amoxicilina e 6 g L1 das nanocapsulas, com a leitura dos halos de crescimento
micelial apds 7 dias de incubacao.

Os resultados foram obtidos com base em trés repeticfes experimentais e submetidos a analise
descritiva, de variancia (ANOVA). As diferencas significativas entre as médias indicadas pelo teste de
t-Student para amostras independentes com varidncias iguais, sendo consideradas diferencas
significativas para p<0.05 e os resultados foram expressos pela média + desvio padréo, calculados em
ambiente R (R, 2023).

Resultados

O OECI obtido dos botdes florais do cravo-da-india comercializados localmente apresentou
rendimento de extracdo R = 3,31+0,80 % (m m-1), densidade d = 1,0722 +0,0098 g cm-3, indice de
refracdo IR = 1,4863+0,0321, coloracdo amarelo claro, aspecto limpido e aroma intenso e ardente
caracteristicos do cravo-da-india.

Figura 1. Cromatograma do OE dos botbes florais do Cravo-da-india (Syzygium aromaticum).
Composicdo (CG-FID/MS) e Estruturas quimicas dos compostos presentes.
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(v

RT: Tempo de retengéo em minuto; IRcal: indice de retencéo calculado; IRTab: indice de retencdo tabulado. RRF%: area relativa
ajustada; A%: Area relativa; MS: Espectrometria de massa. Fonte: o autor (2024)

Figura 2. Espectros padrao de UV-Visivel presente no OECI
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Figura 3. Comportamento da quitosana submetidas a titulacdo potenciométrica para obtencédo de
informacdes para calculo do grau de desacetilacao (GD).
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Figura 4. Cinética de liberagdo do OECI em meio aquoso.
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Figura 5. Atividade antimicrobiana das nanoparticulas de OECI/quitosana.

A:Staphylococcus aureus B: Fusarium guttiliforme
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Discusséo

O rendimento da extracéo foi semelhante ao reportado por Barro Gomes et al., 2018) R = 3,63% (m
m-1), e densidade obtida estd em conformidade com a ISO (1997) para OE de botdes florais de cravo-
da-india (1,042-1,063 g cm), ja o valor do IR foi inferior aos preconizados pela ISSO (1997) (1,528-
1,538) fato este que pode estar relacionado grau de pureza da matéria prima. Os aspectos sensoriais
observados sé@o adequados para inddstrias cosméticas, farmacéuticas e alimenticias, que prezam pela
gualidade visual e aroméatica dos produtos preparados a partir dos 6leos essenciais (Do et al., 2010).
Os principais compostos quimicos presentes no OECI sdo mostrados na Figura 1. Com predominancia
do Eugenol (81,82%), Cariofileno (10,12%), Humuleno (0,91%), Acetato de eugenila (7,15%). Dentre
0s compostos identificados tem-se uma predominancia de terpenos hidrocarbonetos (88,95%).

O comportamento espectral do OECI na regiao UV-VIS (Figura 2) revelou um padréo definido para
diferentes concentracdes, especialmente a 280 nm, caracteristica do eugenol, usado na curva de
calibracao para quantificagdo em sistemas aquosos. Este comportamento também foi observado por
Martins et al. (2022) para quantificacdo de OECI em tecidos funcionalizados.
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A quitosana foi caracterizada quanto ao grau de desacetilagao (GD), que foi de 83,3+0,5%, conforme
registrado na Figura 3. Quitosanas que apresentam GD = 70% apresentam-se soluveis em solucdes

aquosas acidas e se comportam como um polieletrélito catidnico (Penha et al., 2020).

A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi de 94,5+0,1%, obtida na concentracdo de 0,43 g L 1 de
OECI, que corresponde a relacdo 1:4 (OECI:Quitosana). Resultado semelhante aos obtidos por
Mohammadi et al. (2015) e Ma et al. (2022), usando diferentes OEs, estes apontaram que existe um
limite maximo de eficiéncia de encapsulagdo que estéa relacionado a propor¢gdo OE/Encapsulante. Este
limite pode estar relacionado a saturacdo dos sitios de ligagdo no meio. No estudo da cinética de
liberagdo do OECI (Figura 4) foi observado um aumento gradual na libera¢cdo do OECI, regido pela
equagdo Y = 0,357In(x) + 5,0534 R2 = 0,99, com acréscimo de 0,3 % de OECI a cada 15 dias na
solucao.

A Figura 5 apresenta o comparativo entre o efeito bactericida (Staphylococcus aureus) e antifingico
(Fusarium guttiliforme) das nanocépsulas de quitosana com e sem a presenca do OECI. Pode-se
observar em ambos os casos que o maior efeito inibitdério sobre o desenvolvimento dos microrganismos
na presenca do OECI encapsulado em quitosana, indicando o principio ativo esta sendo esta sendo
liberado no meio de crescimento.

Conclusao

O OECI obtido dos botBes florais do cravo-da-india comercializados localmente apresentou
rendimento de extra¢do R = 3,31+0,80 % (m m+), densidade = 1,0072 + 0,0098 g cm=, indice de refragédo
= 1,4863+0,0321, coloracdo amarelo claro, aspecto limpido e aroma intenso e ardente caracteristicos
do cravo-da-india. Apresentou em sua composi¢ao quimica predominancia de Eugenol (81,82%). A

quitosana utilizada no encapsulamento apresentou grau de desacetilacdo (GD = 83,3+0,5 %) com

comportamento de um polieletrélito catidnico. A eficiéncia de encapsulamento foi de 94,5+0,1%, obtida
na concentragcdo de 0,43 g L+ de OECI, que corresponde a relacdo 1:4 (OECI:Quitosana). O estudo da
cinética de liberagdo do OECI pela nanocépsula indicou sistema progressivo, com liberacdo média de
0,3 % do OECI a cada 15 dias, fato este que pode ser confirmado nos ensaios comparativos de
atividade antimicrobiana, as capsulas contendo OECI mostraram-se mais eficazes na inibicdo do
desenvolvimento da bactéria Staphylococcus aureus e do fungo Fusarium guttiliforme.
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