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RESUMO

A utilizag&o de antibioticos promotores de crescimento no controle de
patdogenos e como melhoradores das func¢des do trato gastrointestinal € uma pratica
comum na avicultura. Entretanto, buscam-se alternativas para substituicdo desses
compostos mantendo a qualidade e ganhos produtivos. Nesse contexto, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante de 6leos
essenciais associados a &cidos organicos ja disponiveis no mercado. Foram
avaliados 0leos essenciais de orégano (Thymus capitatus), cravo-da-india (Eugenia
caryophyllata), alecrim (Rosmarinus officinalis) e os &cidos organicos: propibnico,
lactico e formico frente a 30 isolados ATCC e isolados de campo de Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Pasteurella multocida. O potencial antimicrobiano dos compostos foi
testado através da avaliacdo de sensibilidade pelo método de difusdo de gota, onde
cinco compostos obtiveram atividade antibacteriana, sendo acido formico com maior
média de halos de inibicdo (32,09+1,01 mm) e dentre os Oleos essenciais, cravo-da-
india apresentou média de 14,36+0,54 mm. Dos compostos com atividade
antimicrobiana, determinou-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM), onde acido formico obteve a menor CIM e
CBM, seguida por acido propidnico, acido lactico, 6leo essencial de cravo-da-india e
Oleo essencial de alecrim. Através da CBM foi possivel verificar a necessidade de
maior concentracdo dos compostos para efetividade antibacteriana. Tais testes
auxiliaram na selecdo da avaliacdo de sinergia entre acido férmico e cravo-da-india
pelo método de Checkerboard frente a quatro isolados de campo, verificando que 0s
compostos associados foram sinérgico frente a Salmonella Typhimurium (3FIC
0,37), Salmonella Enteritidis (3> FIC 0,07) e Escherichia coli APEC (> FIC 0,265) e um
efeito aditivo frente Salmonella Gallinarum (3FIC 0,515). Além disso, foram
avaliados por método in silico (docking molecular) o potencial dos 6leos essenciais e
acidos organicos em ligar-se a proteinas essenciais aos microrganismos, D-
glutamato ligase (PDB ID: 1EOD) e DNA girase B (PDB ID: 4PRV) e confirmou-se
que as moléculas com maior afinidade de ligacdo a essas estruturas foram acido
férmico e cravo-da-india. O poder antioxidante foi avaliado pelo método de captura
do radical livre DPPH, sendo Oleo essencial de cravo-da-india possuiu maior
atividade (IC50: 3,029 ug/mL), podendo ser comparado a atividade de antioxidantes
sintéticos, como BHA (IC50: 3,31 ug/mL). Os resultados demonstram que o0s
produtos testados possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes, sugerindo
aplicabilidade em formulagbes sinérgicas, que possam vir a ser efetivas para uma
ampla diversidade patégenos na avicultura.
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ABSTRACT

The use of growth-promoting antibiotics to control pathogens and improve
the functions of the gastrointestinal tract is a common practice in poultry. However,
alternatives are sought to replace these compounds while maintaining quality and
productive gains. In this context, this study aimed to evaluate the antimicrobial and
antioxidant potential of essential oils associated with organic acids already available
on the market. Essential oil of oregano (Thymus capitatus), clove (Eugenia
caryophyllata), rosemary (Rosmarinus officinalis) and organic acids: propionic, lactic
and formic were evaluated against 30 ATCC isolates and field isolates of Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis and Pasteurella multocida. The antimicrobial potential of the
compounds was tested through the sensitivity evaluation by the drop diffusion
method, where five compounds obtained antibacterial activity, being formic acid with
the big mean inhibition halos (32.09+1.01 mm) and among the oils essential, cloves
had a mean of 14.36£0.54 mm. Of the compounds with antimicrobial activity, the
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(CBM) were determined, where formic acid had the lowest MIC, followed by propionic
acid, lactic acid, clove essential oil and oil Rosemary essential. Through CBM, it was
possible to verify the need for a higher concentration of compounds for antibacterial
effectiveness. These tests determined the evaluation of synergy between formic acid
and cloves by the Checkerboard method against four field isolates, verifying that the
associated compounds were synergistic against Salmonella Typhimurium (> FIC
0.37), Salmonella Enteritidis (3 FIC 0.07) and Escherichia coli APEC (3 FIC 0.265)
and an additive effect against Salmonella Gallinarum (> FIC 0.515). The potential of
essential oils and organic acids to bind essential proteins to microorganisms, D-
glutamate ligase (PDB ID: 1EOD) and DNA gyrase B (PDB ID: 4PRV) were evaluated
by in silico method (molecular docking) and confirmed It is believed that the
molecules with the highest binding affinity to these structures were formic acid and
cloves. The antioxidant power was evaluated by the DPPH free radical capture
method, and clove essential oil had higher activity (IC50: 3.029 ug/mL), which can be
compared to the activity of synthetic antioxidants, such as BHA (IC50: 3 .31 pg/ml).
The results demonstrate that the products tested have antimicrobial and antioxidant
properties, suggesting applicability in synergistic formulations, which may be effective
for a wide variety of pathogens in poultry.
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1. INTRODUGCAO

A avicultura € um dos setores de maior crescimento e desenvolvimento
econdmico no Brasil. Segundo o relatério anual de 2021 da Associacéo Brasileira
de Proteina Animal (ABPA), em 2020 a producédo de carne de frango foi a mais
expressiva comparada nos ultimos 10 anos, com 13.845 milhdes de toneladas de
carne produzidas. O destino da producao brasileira de carne de frango em 2020
foi de 69% para mercado interno e 31% para exportacdo, sendo que China,
Arabia Saudita e Japdo foram os paises que mais importaram do Brasil (ABPA -
ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2021).

No primeiro trimestre de 2021, segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, ja foi abatido 1,55 bilhdo de cabecas de frango, um
aumento de 2,4% em relacdo ao trimestre equivalente do ano anterior (IBGE,
2021). Esses dados demonstram o consumo crescente de carne de frango e a
indUstria precisa estar preparada para aumentar seu porte produtor, atender os
padrées de qualidade e controlar problemas sanitarios sem perder o custo-
beneficio em manter o mercado ativo e competitivo.

Medidas rigorosas de biosseguridade, boas préaticas de producdo em
granjas e boas praticas de fabricacdo na industria constituem os principios
basicos de prevencédo contra contaminacdes e infeccbes das aves. No entanto, é
fundamental associar estratégias de controle sanitario. A utilizacao de antibiéticos
promotores de crescimento (APC) para controle de patdbgenos e como
melhoradores das funcgdes do trato gastrointestinal é uma préatica que ainda é
adotada. No entanto, a mesma vem sendo banida por diversos paises, inclusive
importadores de carne de frango brasileira, devido as suas consequéncias
indesejadas, como aumento da resisténcia de bactérias patogénicas (VIECO-
SAIZ et al., 2019).

Em consequéncia, buscam-se alternativas para substituicdo dos APC,
mantendo a qualidade e ganhos na producédo. Para atender esta necessidade do
mercado, 6leos essenciais e acidos organicos aplicados na dieta de frangos vém
demonstrando capacidade em realizar o controle microbiologico, melhorando o
desempenho zootécnico e aumentando os ganhos produtivos (RADUNZ et al.,
2019; BOCHIO, 2019).

Sendo assim, € importante desenvolver e avaliar associagfes entre

acidos organicos e Oleos essenciais que potencializem os seus efeitos
1



antimicrobianos contra microrganismos de importancia para cadeia avicola. Além
de, explorar as propriedades antioxidantes de 6leos essenciais que podem ser

aplicados na racéo animal, realizando o controle de oxidacéo lipidica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante de O6leos essenciais

associados a acidos orgéanicos ja disponiveis no mercado.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Obijetivo especifico 1
Verificar o potencial antimicrobiano dos Oleos essenciais de alecrim,
orégano e cravo-da-india e &cidos formico, propibnico e latico aplicados de forma
isolada e conjunta frente a cepas ATCC (American Type Culture Collection),
isolados ambientais e isolados clinicos de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Enterobacter cloacae e Pasteurella multocida.

2.2.2 Obijetivo especifico 2
Avaliar associacdes entre 6leos essenciais e acidos organicos, a fim de
verificar possivel sinergia entre 0s compostos e maior agdo antimicrobiana frente

aos microrganismos de interesse para cadeia avicola.

2.2.3 Obijetivo especifico 3
Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais e acidos organicos
em comparacdo com antioxidantes sintéticos, a fim de verificar o potencial de

aplicacdo em racdo como aditivo antioxidante.

2.2.4 Obijetivo especifico 3
Avaliar a afinidade dos compostos estudados frente a proteinas
essenciais aos microrganismos estudados a fim de predizer possiveis interacdes

entre as moléculas.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Panorama da avicultura

A avicultura no mundo esta em constante desenvolvimento e em 1968 as
proteinas de origem bovina e suina lideravam em produgcdo e comercializagéo,
enquanto o setor de aves recebia poucos investimentos. No entanto, atualmente a
carne suina é lider de producéo e a carne de aves ocupa o segundo lugar, com
producdo ampliada em 16 vezes nos ultimos 50 anos, tendo grandes chances de
tornar-se nos proximos anos o setor de carneos mais importante (TALAMINI;
MARTINS; SANTOS FILHO, 2018).

Segundo o relatorio anual da ABPA de 2021, a producéo total de carne de
frango no mundo em 2020 foi de 100.413 mil toneladas, e os principais produtores
foram os Estados Unidos, seguido por China e Brasil. No cenario de exportacao, o
Brasil lidera com 4.231 mil toneladas de frango exportadas, sendo que 0s paises
gue mais importam sdo China, Arabia Saudita e Japdo. Mesmo com reducédo nas
exportacdes, principalmente para Ardbia Saudita e Unido Europeia, devido a
desvalorizacdo da moeda brasileira e 0 aumento dos custos para producao, o
Brasil mantém-se entre os paises com destaque na producédo avicola (TALAMINI;
MARTINS; SANTOS FILHO, 2018).

No Brasil, o ramo da avicultura vem desenvolvendo-se principalmente
pelas formas de integracdo da cadeia, em que a industria fornece os pintos e o
produtor é responsavel por devolvé-los saudaveis e no peso adequado para que
os frigorificos realizem o abate e comercializagdo (FREITAS, BERTOGLIO, 2001).
Além disso, o melhoramento genético, os avan¢os na area de nutricdo animal e
sanidade tornam o mercado brasileiro competitivo (SARCINELLI et al., 2007).

O sul do pais ganha destaque no setor, sendo a regido que mais evoluiu
nos ultimos 20 anos, comparada as regides sudestes e centro-oeste, com grande
qguantidade de cooperativas e industrias na regido (ZEN et al.,, 2014). O Rio
Grande do Sul tem papel fundamental no cenério da avicultura, sendo o terceiro
estado com maiores porcentagens de abate (13,82%) e exportacdo no pais
(17,58%).



3.2 Microrganismos patogénicos

Na avicultura, os microrganismos patogénicos representam problemas em
toda cadeia, pois geram perdas econdmicas significativas quando n&o
controlados. O desenvolvimento acelerado do mercado necessita de agilidade e
maior produtividade na fabricacéo de carne de frango, podendo tornar medidas de
biosseguridade e boas praticas de fabricacdo negligenciadas. O manejo sanitario
nos aviarios, como vazio sanitario entre alojamentos e higienizacdo completa do
aviario sdo medidas basicas, mas nem sempre seguidas (VALANDRO, 2009).
Além disso, a microbiota presente em 6rgdos como intestino pode contaminar
carcagas, se a evisceragdo nao ocorrer conforme determinado durante o abate
das aves (ROUGER; TRESSE; ZAGOREC, 2017).

Os principais microrganismos envolvidos em contamina¢des que possuem
potencial em causar danos ao consumidor sdo: Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis (PARRA et al., 2018; MULDER, SCHLUNDT, 1999; AUTHORITY,
2016).

Listeria monocytogenes €é um bastonete Gram-positivo, anaerébio
facultativo, ndo esporulado, catalase positiva e ndo formador de cédpsula. Possui
motilidade a 25°C e capacidade de se replicar em temperaturas que variam de
1°C a 45°C. A faixa de pH que permite o desenvolvimento do microrganismo varia
de 4,1 a 9,6 (JAY, 2005; ROBERTS et al., 2020).

Surtos alimentares envolvendo L. monocytogenes podem ocasionar
diversos danos a saude do consumidor, como aborto, meningite e septicemia,
principalmente em grupos de imunocomprometidos (COSSART, LEBRETON,
2014). Isso porque o patégeno possui propriedades de viruléncia como: producao
de toxinas e invasao intracelular, podendo deslocar-se para corrente sanguinea e
invadir outras células (JAY, 2005). Sua ampla distribuicdo na natureza como em
carne, leite, solo e fezes de animais em conjunto com sua capacidade de persistir
nos alimentos em diversas temperaturas e pH torna o microrganismo responsavel
por diversos surtos alimentares registrados (CRUZ et al., 2008; BUCHANAN et
al., 2017; EUROPEAN FOOD SAFETY, 2015).

Staphylococcus aureus séo caracterizados como cocos Gram-positivo,
imoéveis, ndo esporulados, apresentam capacidade de crescimento em aerobiose

e catalase positiva (TRABULSI, ALTERTHUM, 2008). E encontrado naturalmente
5



em humanos na nasofaringe, maos, ouvidos e pele, além de animais também
serem portadores assintomaticos do microrganismo (JAY, 2005). Sua distribuicéo
no ambiente permite que contamine facilmente os alimentos, associado a sua
capacidade de replicar-se em temperaturas entre 7°C a 47,8°C, sobreviver em
meios com até 20% de cloreto de sodio e pH de 4 a 9,8 torna-se um dos
patbgenos mais envolvidos em surtos transmitido por alimentos (TONG et al.,
2015; TONDO, 2019). Quando presente nos alimentos, algumas cepas de S.
aureus em condi¢Bes ideais produzem enterotoxinas estafilococicas, sendo as
mais comuns staphylococcal enterotoxins A (SEA), staphylococcal enterotoxins B
(SEB), staphylococcal enterotoxins C (SEC), staphylococcal enterotoxins D
(SED), staphylococcal enterotoxins E (SEE) e staphylococcal enterotoxins H
(SEH). Estas séo resistentes a calor e enzimas proteoliticas, e uma quantidade de
20 ng ja é suficiente para desencadear intoxicacdo alimentar no ser humano
(KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014). Ap6s a ingestdo do alimento
contaminado, os sintomas iniciam dentro de 4 horas, geralmente com nauseas,
dores abdominais, sudorese e dor de cabeca (JAY, 2005).

Escherichia coli sdo bastonetes Gram-negativos, moveis, nao
esporuladas, anaerdbicas facultativas e com temperatura 6tima de crescimento de
37°. Fazem parte da microbiota intestinal de mamiferos e aves, sendo que a
maior parte dos sorotipos nao apresenta fatores de viruléncia e néo
desencadeiam doencas (FERREIRA & KNOBL, 2009; TOUCHON et al., 2020).
Entretanto, alguns sorotipos desencadeiam patologias entéricas e extra intestinais
devido a diferentes antigenos O (lipopolissacarideo) e H (flagelar) presentes em
sua estrutura (BERCHIERI et al., 2009; TONDO, 2019). A classificacdo se da nos
seguintes grupos virulentos: E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli
enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli meningite neonatal (NMEC) e E. coli patogénica
para aves (APEC) (JAY, 2005; FERREIRA & KNOBL, 2009; SAVIOLLI, 2010).
Cada grupo possui mecanismos especificos para desencadear doencas, podendo
produzir uma gama de toxinas, colonizacdo do trato gastrointestinal e invasao
celular. Para a industria avicola, o patotipo APEC é causador de maior morbidade
e mortalidade de frangos, pois sdo capazes de expressar adesinas, sideroforos e

sequestrar ions de ferro da corrente sanguinea e tecido das aves (REIS, 2011),
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gerando pericardites, hepatites, endocardites, doengas respiratorias e doencas
reprodutivas (LYNNE et al., 2012).

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae, sé&o
bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerobios facultativos,
catalase positiva e oxidase negativa. A maioria das espécies apresenta
motilidade, exceto S. Pullorum e S. Gallinarum (LEVINSON, 2005). Os
microrganismos pertencentes ao género foram divididos em trés espécies
conforme suas caracteristicas genéticas e bioquimicas: S. enterica, S. bongori e
S. subterranea (BRENNER et al., 2002). Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis pertencem ao primeiro grupo e Sao microrganismos recorrentes em
surto alimentares (COSBY et al., 2015; COLOMBE et al., 2019; BRASIL, 2019).

Infeccbes causadas por Salmonella ocorrem pela veiculagdo do
microrganismo pela via fecal-oral, pois 0 mesmo habita naturalmente o trato
gastrointestinal de animais. A dose infectante varia de 10° a 10® UFC/g,
ocasionando dores abdominais, dor de cabeca, febre e sonoléncia. Em casos
mais graves, pode desencadear septicemia e meningite (BRASIL, 2011,
GABARON et al.,, 2015;). Os principais alimentos envolvidos em surtos de
salmonelose sao carne de frango e ovos (CANGEN, 2011; CDC, 2016). A
contaminacdo de frangos pode ocorrer tanto durante o desenvolvimento dos
animais, ao consumirem racao ou agua contaminada, quanto durante o abate, por
falhas na evisceracdo ou falta de boas praticas de fabricacdo (BPF) (HAMIDI et
al., 2014; DIAS et al., 2016; BERGAMO et al., 2015).

Também pertencente a familia Enterobacteriaceae, encontra-se o género
Enterobacter spp., bacilos gram-negativos que sdo encontrados em diferentes
locais, como a microbiota intestinal da maioria dos animais e no homem. Dentre
as 13 espécies classificadas como membro do género, Enterobacter cloacae é
frequentemente associada a doencas clinicas no homem, causado infeccées no
trato urinario, trato respiratério, pele e sistema nervoso central (LEE et al., 2010).
Enterococcus spp., da mesma forma, compde a microbiota intestinal de seres
humanos e animais, estando amplamente distribuidos no meio ambiente, sendo
que, E. faecalis é frequentemente associado a doengas como bacteremias,
septicemia, infec¢cbes do trato urindrio e feridas (ZOU et al., 2011). As
transmissdes desses patdgenos podem ocorrer pelo contato direto com animais

contaminados ou pela ingestdo de alimentos contaminados (VIGNAROLI et al.,
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2011).

Pasteurella multocida pertencente a familia Pasteurellaceae, € um bacilo
gram-negativo, imovel, ndo formador de esporos, anaerobio facultativo e que
apresenta crescimento o6timo a 37 °C (NASCIMENTO et al., 2009). O
microrganismo é causador de diversas doencas em animais, em aves destaca-se
a Colera Aviaria, que ocasiona anorexia, cianose e diarreia, levando a morbidade
e alta mortalidade no setor avicola (GLISSON, 2008).

3.3 Promotores de crescimento na dieta de frangos

A nutricho animal dentro da cadeia avicola é um dos fatores
determinantes para produtividade e rendimento de carcacas (SOUZA et al., 2008).
As formulacbes oferecidas aos animais sdo a base de aminoacidos, minerais,
vitaminas, &cidos graxos e agua (BELLAVER, 2003) e visam atender as
necessidades nutricionais, aproveitamento dos ingredientes, melhorar a
digestibilidade e proporcionar a expressdo do potencial genético das aves
(ARAUJO et al., 2007).

Para atingir os melhores padrdes de qualidade na nutricdo animal,
buscam-se vérias alternativas, como a nutricao de precisdo, que visa desenvolver
dietas balanceadas alcangcando o maximo de desempenho animal com menor
custo. Associadamente é realizada a inclusdo de doses subterapéuticas de
antibioticos, para controle de microrganismos patogénicos e melhorador das
funcdes do trato gastrointestinal (TRAESELI et al., 2011; UTIMI, 2016).

O trato gastrointestinal (TGI) das aves é formado por intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, colon e cloaca) e possui funcéo
principal de absorcao de nutrientes e barreira contra patdbgenos (GERBER, 2015).
Os processos de absorcdo acontecem principalmente no intestino delgado, e é
fundamental manter o tecido epitelial integro, para que a eficiéncia de absorgao
de alimentos seja significativa, resultando em ganhos no desempenho e
conversdo alimentar (CASTRO, 2005). A microbiota das aves é composta por
mais de 30 géneros bacterianos, com concentracdo populacional que varia de 10°
a 10 UFC/grama de conteGdo intestinal e é responsavel por contribuir nos
processos digestivos, maturacao intestinal, producdo de energia e inibicdo do
desenvolvimento de bactérias patogénicas (SAKOMURA et al., 2014). Em funcgéo

da influéncia da microbiota no desenvolvimento das aves, os compostos aplicados
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na alimentacdo animal precisam apresentar mecanismos que modulem respostas
favoraveis sobre o metabolismo do hospedeiro (MACARI et al., 2014).

Devido a importancia em manter a saude intestinal, os APC séo utilizados
desde 1950 na alimentacdo animal para prevenir distlrbios digestivos, diminuir a
concentracdo de microrganismos competidores pelos nutrientes, reduzir a
producdo de metabdlitos que deprimem o crescimento dos animais e reduzir o
tamanho e peso do TGI, aumentando a eficiéncia de absorcdo dos nutrientes
(GONZALES; MELLO; CAFE, 2012). Além disso, os APC alteram o metabolismo
da microbiota intestinal, diminuindo e controlando a populagdo bacteriana,
resultando em maior disponibilidade de nutrientes para absor¢cdo no TGI das aves
e melhorias nas condicGes de saude e integridade intestinal (SAKOMURA et al.,
2014).

Para um antibiético ser considerado APC, deve apresentar as seguintes
caracteristicas: melhorar o desempenho zootécnico das aves, ser efetivo em
pequenas doses, ndo ser utilizado em terapéuticas de humanos e veterinario, ndo
possuir resisténcia cruzada com outros antibiéticos, manter a flora gastrointestinal
normal, ndo ser absorvido no TGI, ser atéxico, ndo ser mutagénico ou
carcinogénico, ser estavel no processo de fabricacdo da ragéo, baixo custo e nao
deixar residuos na carcaca (JUNQUEIRA & DUARTE, 2005).

No entanto, os APC vém sendo banidos da nutricdo animal devido ao
desenvolvimento de bactérias resistentes e aumento de reacBes de
hipersensibilidade em humanos, impactando negativamente na saude publica
mundial. Estima-se que até 2050, microrganismos resistentes causem a morte
prematura de 300 milh6es de pessoas, com perda de até US$ 100 trilhdes de
dolares para economia global (GONZALES; MELLO; CAFE, 2012; LONDRES,
2014; SOUCY et al., 2015; VIECO-SAIZ et al., 2019)

As bactérias possuem diversos mecanismos que Ihes permitem responder
a diferentes ameacas ambientais, como antibidticos. Dentre esses mecanismos,
pode-se citar a adaptacdo por estratégias genéticas, como mutacdes em genes
associados ao mecanismo de acdo do antibidtico e aquisicdo de genes
resistentes atraves de transferéncia horizontal. Além disso, a resisténcia pode ser
alcancada por diferentes vias bioquimicas, como producdo de enzimas pelas
bactérias, que reduzem a permeabilidade ou inativam a droga, desenvolvimento

de rotas metabdlicas alternativas para substituir as que eram alvos, alteracdes
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dos sitios de acdo dos antimicrobianos e superexpressdo de bombas de efluxo
que expelem a droga da célula (QUINN et al., 2005; MUNITA, ARIAS, 2016).

A selecdo de bactérias resistentes a antibidticos € atribuida a utilizacao
abusiva dos mesmos. Ainda, estes microrganismos resistentes podem ser
transferidos para o homem através do contato direto com os animais durante o
manejo no campo e na industria, além de consumo do produto final contendo
bactérias com genes de resisténcia. Outra problematica verificada nos ultimos
anos é a presenca de residuos de antibidticos no ambiente, incluindo aguas
superficiais, subterraneas e solo, ligadas a falta manejo em granjas e incorreto
tratamento das excretas (NEWELL et al., 2010; CHANTZIARAS et al., 2014,
BEZERRA et al, 2017; GRANADOS-CHINCHILLA; RODRIGUEZ, 2017
ALEXANDRINO et al., 2020).

Considerando os efeitos negativos que os APC desencadeiam e as
mudancas de exigéncia do mercado consumidor, a Suécia foi o primeiro pais a
proibir o uso de antibidticos para este fim em 1993, acdo seguida pela Dinamarca
em 1998 (CASTANON, 2007). Em 2006, a Unido Europeia publicou o
regulamento N° 1831/2003 que proibia a utilizacdo de antibiéticos na alimentacao
animal como promotores de crescimento (UNIAO EUROPEIA, 2003). A
regulamentacdo gerou impactos internacionais. Em 2018, o Brasil publicou por
meio da Portaria N° 171 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) intencéo de proibicdo dos antibioticos tilosina, lincomicina, virginiamicina,
bacitracina e tiamulina como APC referenciando as recomendacbes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) pela restricdo de antibidticos importantes
para medicina humana (BRASIL, 2018). Destes, encontram-se na lista de
substéancias proibidas como aditivos melhoradores de desempenho os antibiéticos
tilosina, lincomicina e tiamulina (BRASIL, 2020).

Com as restricbes ocorrendo nos principais paises produtores e
importadores, é necessaria a busca de aditivos alternativos que substituam de
forma eficiente os promotores de crescimento a base de antibiéticos, gerando os

beneficios e ganhos para desenvolvimento do setor.

3.4 Oleos essenciais
Em decorréncia das proibicdes e diminuicdo do uso de antibiéticos na

alimentacdo animal, buscam-se alternativas para controle microbiolégico e
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melhoradores de desempenho zootécnico, e o0s 6leos essenciais Vvém
demonstrando capacidade de suprir esta necessidade (BASTOS-LEITE et al.,
2016; RADUNZ et al., 2019).

Oleos essenciais sdo compostos derivados de plantas e as mesmas
produzem dois tipos de metabolitos: primario e secundario. Os metabdlitos
primarios sdo encontrados em todas as plantas e sdo excretados na forma de
acucar e lipidios, ja os secundarios sdo componentes encontrados em alguns
géneros especificos de plantas, dentre eles os 6leos essenciais, estes que séo
definidos como extratos hidrodestilados de compostos volateis de plantas
(HASHEMI; DAVOODI, 2011). Nas plantas, 6leos essenciais desempenham
funcdo de defesa contra patdégenos e pragas, atraem organismos benéficos e
protegem contra estresses abidticos, como mudancas de temperatura e
luminosidade (PERES, 2007). Esses compostos séao classificados conforme
propriedades fisica, quimica e biologica, divididos em grupos: alcaléides (alcoois,
aldeidos, cetonas, éteres, ésteres e lactonas), glicosideos, compostos fendlicos,
saponinas, mucilagens, flavondides, terpenodides (mono e sesquiterpénicos e
esterdides), taninos e Oleos essenciais (BAKKALI et al., 2008). Podem ser
isolados por meios fisicos, prensagem ou destilacdo, ou por métodos de
fermentacdo e atividade enzimética. Possuem odor caracteristico, sao soluveis
em solventes organicos e insoluveis em agua (FRANZ; NOVAK, 2009; KRISHAN;
NARANG, 2014).

Os 6leos essenciais geralmente possuem varios compostos bioativos,
entre 20 a 60, no entanto dois ou trés sao majoritarios, como no caso dos fenais,
gque possuem timol e carvacrol presentes no Oleo essencial de orégano. A
presenca de varios principios ativos promove um efeito sinérgico benéfico,
fornecendo suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e melhoradores do
desempenho animal (BAKKALI et al., 2008; ZHAI et al., 2018).

A utilizacdo dos 6leos essenciais como substitutos aos APC vem
ocorrendo devido a capacidade em melhorar a microbiota intestinal, aumentar o
desempenho produtivo, estimular produgcéo de enzimas, aumentar a absorcao de
nitrogénio e melhorar a conservacdo de racbes devido as propriedades
antioxidantes (CHILANTE; KUSSAKAWA; FLEMMING, 2012; FERNANDES et al.,
2015; FASCINA et al., 2017). Teixeira e colaboradores (2013) avaliaram maior

aceitabilidade e aumento do consumo de ragfes ou agua tratadas com oOleos
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essenciais, aumentando o ganho de peso em menor tempo.

Os mecanismos de propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais
diferem de acordo com os ativos majoritarios e os diferentes géneros de
microrganismos. Avaliou-se a inativacdo bacteriana através do efeito na estrutura
na parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas, alterando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica e consequentemente ocasionando
interrupcdes dos processos essenciais da célula. Além disso, alguns compostos
possuem capacidade de atravessar a membrana e interagir com sitios especificos
no meio intracelular. Verificou-se também, propriedades antimicrobianas de
alguns 6leos na inativacdo de enzimas microbianas, como ATPase, histidina
descarboxilase, amilase e protease (DORMAN; DEANS, 2000; TROMBETTA et
al., 2005; SWAMY et al., 2016; RAO et al., 2019).

E importante destacar o poder antioxidante que os Oleos essenciais
apresentam, isso porque racdes oferecidas a aves possuem fontes lipidicas
significativas para aumentar o percentual de energia das dietas. Oleos e gorduras
sdo suscetiveis a processos de deterioracdo devido a oxidacdo e rancidez,
acarretando em perdas energéticas, alteracdo de caracteristicas organolépticas e
diminuicdo da palatabilidade (DUARTE, 2007). Além disso, 0os processos de
oxidagdo resultam em moléculas toxicas as aves, como o0s perdxidos, aldeidos,
acetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos e polimeros, que impactam
negativamente no desempenho e saude animal (BARON; PAZINATTO; BARON,
2020).

Oleos essenciais, por apresentarem compostos fenolicos em sua
composicdo, como flavonoides e terpendides, possuem capacidade em se ligar a
radicais livres, interceptando e neutralizando o0s processos oxidativos,
consequentemente, auxiliando na conservacdo e manutencdo das propriedades
nutricionais das ragdes ofertadas as aves (SAKOMURA et al., 2014).

Nos processos digestivos, atuam como estimulantes de produgéo de suco
gastrico e pancreatico, favorecendo a secrecdo enzimatica e melhorando a
digestibilidade de ingredientes. Ao melhorar os processos de digestibilidade, sédo
capazes de aumentar o aproveitamento da energia de dietas e reduzir a energia
para manutencéo do TGl (MELLOR, 2000).
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3.4.1 Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare)

O género Origanum é composto por 39 espécies, das quais a maior parte
€ encontrada no Mediterraneo e é pertencente a familia Lamiaceae (SOZMEN et
al., 2012). E uma planta caracterizada pela forma de arbusto, desenvolvendo-se
em areas montanhosas rochosas (SNOGERUP, 1971). Suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes estdo relacionadas a dois compostos ativos
principais: timol e carvacrol, que podem estar presentes em até 98% da sua
composicao total. Ha presenca de outros compostos em menor quantidade, como
monoterpenos, y-terpineno ou p-cimeno, nos quais também ja foram verificadas
atividades bioldgicas significativas (ANTUONO; GALLETI; BOCCHINI, 2000;
GARCIA; SANZ, 2001; KHAN et al., 2018).

Os efeitos benéficos da aplicacdo de Oleo essencial de orégano na
conservacdao de alimentos vém sendo reportado por varios autores. O potencial
antimicrobiano foi testado por Bozin (2006), que verificou que 6leo essencial de
orégano foi mais efetivo comparado a outros 6leos, além de demonstrar efeito
antimicrobiano sobre cepas multirresistentes de Pseudomonas aerugionosa e
Escherichia coli. Em estudo realizado por Pombo et al., (2018), o efeito inibitorio
contra bactérias foi mais significativo para 6leo de orégano comparado ao de
cravo, no qual bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus) foram mais susceptiveis que Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella sp.).

A aplicacdo do Oleo essencial de orégano em dietas de frango com
objetivo de melhoramento zootécnico foi realizada por Dias et al. (2015) que
verificaram a diminuicdo de contagens de bactérias patogénicas, aumento de
microrganismos benéficos e aumento do coeficiente de metabolizacdo, podendo
ser empregado como aditivo zootécnico equilibrador de microbiota intestinal. Em
acordo com achados por Mountzouris et al., (2011) que, ao adicionar Oleos
essenciais de orégano, anis e laranja, verificou aumento das taxas de

metabolizacdo dos nutrientes, auxiliando no ganho de energia dos frangos.

3.4.2 Oleo essencial de cravo-da-india (Caryophillus aromaticus L)
O cravo-da-india é obtido a partir do craveiro-da-india, uma arvore que
cresce até 12 metros de altura, possui folhas ovais e flores vermelhas. Os cravos

sdo encontrados nos botdes de flores maduras, sendo comercializados na forma
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de botéo floral seco (ALMA et al., 2007).

A obtencdo do 6leo essencial de cravo pode ser realizada a partir da
extracdo das flores, caules e folhas da arvore. Seu composto ativo predominante
€ 0 eugenol, encontrado em quantidades entre 80 a 95% (GUENETTE et al.,
2007). As propriedades antimicrobianas do eugenol séo ligadas a capacidade de
causar danos & membrana citoplasmética dos microrganismos, desestabilizando
0s compostos intracelulares (DEVI et al., 2010).

Kamatou, Vermaak e Viljoen (2012) verificaram propriedades
antimicrobianas do eugenol sobre uma vasta gama de microrganismos, como
Escherichia coli, Bacillus cereus, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus
pyogenes. Este estudo que obteve resultados semelhantes ao de Raduinz et al.
(2018), que demonstrou forte acdo inibitéria e bactericida do eugenol frente
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium.

O composto eugenol apresenta propriedades antioxidantes importantes
para conservacao de racdes, através da acdo na fase inicial da cascata de reagéo
de oxidacdo, impedindo a peroxidacdo lipidica. Radinz et al. (2018), também
verificara forte atividade antioxidante do Oleo essencial de cravo-da-india,
determinada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), sugerindo o uso do
composto para controle dos radicais livres. Estes resultados foram concordantes
com o0s encontrados por Leem et al., (2011), que através do mesmo método
demonstraram a capacidade do composto em evitar a formacdo dos radicais

livres.

3.4.3 Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis)

Rosmarinus officinalis € uma erva aromatica usada ha muitos anos para
preservacao de alimentos. A planta € pertencente a familia Lamiaceae, nativa da
regido da Europa, desenvolvendo-se em varios paises de clima temperado, como
Australia, Portugal e Brasil (VALGIMIGLI, 2012; CRISPIM, FOGGIATO, 2013).
Advéem de um arbusto pequeno, ramificado e de cor verde acinzentado (MAY et
al., 2010).

Os principais constituintes quimicos da planta sdo alcanfor, 1-8 cineol, a-

pineno, borneol e canfeno A concentracdo dos compostos depende da origem e
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estado vegetativo (FERNANDES et al., 2014). Os compostos ativos principais sao
acido carndsico, acido rosmarinico, acido ursdlico, &cido cafeico e carnosol
(WANG et al., 2012).

Os compostos fendlicos encontrados nesta planta apresentam forte
atividade antioxidante e antibacteriana, principalmente o &cido carnésico e o
carnosol, que representam 90% da atividade antioxidante (MOHAMED, ABD-
ELHAKIM, FAROUK 2016). Bajalan et al. (2017), demonstraram a efetividade do
Oleo essencial de alecrim no controle de cepas, como Escherichia coli e
verificaram propriedade antioxidante moderada. Dados em concordéancia com
Goncalves (2017), que em sua pesquisa avaliou a efetividade do 6leo essencial
de alecrim, e demonstrou efeito antimicrobiano satisfatorio frente a Enterococcus

faecalis.

3.5 Acidos organicos

A utilizacdo de acidos organicos como aditivos melhoradores de
desempenho esta se tornando uma alternativa para substituicdo aos APC na
nutricdo animal (ZANELATO, 2009). Os é&cidos organicos sdo derivados de
tecidos vegetais ou animal e de fermentacdo microbiana. Sua estrutura quimica
geral é composta por R-COOH, derivados dos &cidos carboxilicos (SOLOMONS,
FHYHLE, 2005). Na alimentacdo animal sdo empregados acidos fracos de cadeia
curta (C1 — C7), que produzem menores quantidades de prétons ao se
dissociarem, sendo mais efetivos no controle microbiolégico (BELLAVER,
SCHEUERMANN, 2004).

O controle microbiolégico realizado por acidos organicos ocorre pela acao
do acido em conformacdo nao dissociada. Isso porque tornam-se solUveis em
lipidios, possibilitando sua passagem pela membrana celular bacteriana. No
interior da célula, o acido acidifica o citoplasma, alterando a homeostase celular,
bloqueando sistemas enzimaticos, transporte de nutrientes, sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) e aumentando a pressdo osmotica (PICKLER et al.,
2012; GAUTHIER, 2005; LANGHOUT, 2005).

O controle de patdgenos na microbiota intestinal realizado pelos acidos
organicos reduz metabdlitos produzidos por esses microrganismos no intestino,
auxiliando em menores alteracées das funcgbes epiteliais, consequentemente

gerando menos desordens digestivas ou diarreias (SAKOMURA et al., 2014).
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Acidos organicos também atuam positivamente no segmento intestinal
dos frangos auxiliando na melhor digestéo, absorcéo e retencéo de nutrientes. No
trato digestorio auxiliam no tamponamento acido do meio, especialmente no
estbmago, potencializando a ativacdo do pepsinogénio e reduzindo a taxa de
esvaziamento gastrico. Consequentemente, aumenta-se o tempo de retencédo do
alimento no estdmago, favorecendo maior absorcdo de nutrientes (MACHADO,
2007). Do mesmo modo que a acidificacdo do TGl aumenta as secrecdes do
duodeno e pancreas, melhorando a retencdo de nitrogénio e aumentando a
digestibilidade dos nutrientes da alimentacédo (SAKOMURA et al., 2014).

A racdo fornecida as aves, mesmo sendo preparada com boas préticas e
em locais adequados, pode ser contaminada por microrganismos patogénicos e
deteriorantes. A aplicacdo de acidos organicos favorece a conservacao, age como
flavorizante e retarda a degradacdo enzimatica (ADAMS, 1999). A utilizacdo dos
acidos organicos na nutricdo animal ja € permitida através da Instrucdo Normativa
N° 44 de 15/12/2015, do MAPA, na qual acidos organicos sao classificados como
aditivos acidificantes com funcéo de reduzir o pH do trato digestivo superior para
facilitar a digestdo e contribuir para o equilibrio da microbiota do trato digestério,
tornando o meio menos favoravel a bactérias patogénicas e mais susceptivel ao
desenvolvimento de bactérias benéficas.

Acido propiénico, acido latico e acido formico sdo os principais acidos
organicos empregados na alimentacdo de frangos (DIBNER & BUTTIN, 2002,
FRESCHI, 2014; CALACA et al., 2019). Funari e colaboradores (2011)
compararam o desempenho de frangos de corte alimentados com racgao tratada
com formulacdo composta por acido latico, propidnico e formico e antibidticos
promotores de crescimento. Os autores observaram que frangos tratados com
acidos organicos obtiveram maior ganho de peso e ganho médio diario. Gonzales
et al. (2013) também compararam o desempenho de frangos tratados com acidos
organicos e antibiéticos promotores de crescimento, 0s quais obtiveram ganhos
de peso semelhantes entre os tratamentos, indicando que acidos organicos sao
bons substitutos de APC.

O controle de bactérias patogénicas pelos acidos organicos foi verificado
por Sim@es (2015) que, ao aplicar acido latico, butirico e acético via agua de
bebida observou reducdo de aves contaminadas com Salmonella Heidelberg e

Salmonella Enteritidis. Pickler (2011) também aplicou acidos organicos na dieta
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de frangos e observou reducao significativa de Salmonella Enteritidis no papo e

ceco dos animais.

3.6 Docking molecular

As proteinas presentes nas estruturas dos microrganismos exercem
importantes func¢des bioldgicas, pois interagem entre si e com outras moléculas
ligantes, como farmacos e compostos quimicos (LIU et al., 2016). Por essa razao,
0 estudo das interacfes que ocorrem entre proteina e ligante sdo fundamentais
para escolha de moléculas que possuam potencial ao uso pretendido.

A avaliacdo da afinidade de ligacdo de moléculas com receptores pode
ser realizada pelo método de docking molecular, um método in silico realizado por
programa computacional, o qual identifica o comportamento de uma molécula
dentro do sitio ativo de uma proteina, caracterizando a conformacao e orientacao
do ligante no sitio e estimando a afinidade da ligacdo (MENG et al., 2011).

O método identifica as melhores formas de ligacBes entre o ligante e
receptor, que € caracterizado em funcdo de pontuacdo de energia, através das
interacdes estéricas, eletrostaticas, ligagcbes de hidrogénio e hidrofébicas. Em
razdo disso, o programa € uma combinacdo de dois componentes: algoritmo de
busca e funcéo de pontuacdo (LORENZO, 2016). O algoritmo de busca verifica os
possiveis modos de ligacdes entre o ligante e a proteina, enquanto a funcdo de
pontuacdo elege os modos de ligacdo teoricamente mais préximos ao modo de
ligacdo real, classificando-os com os niveis de energia de interacdo (VERDONK
et al., 2003). Planejar a utilizacdo de moléculas baseada na estrutura e
mecanismo de acdo contribui para otimizacado do estudo (afinidade, especificidade
e eficacia), possiveis efeitos sinérgicos com outras moléculas e reducdo de custos

e tempo em experimentos in vitro (SILVA, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Compostos estudados: 6leos essenciais e acidos organicos

No presente estudo foram utilizados os seguintes Oleos essenciais:
orégano (Thymus capitatus), cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), alecrim
(Rosmarinus officinalis), bem como os acidos organicos: acido propiénico, acido
latico e &cido fdérmico. Estes que foram adquiridos comercialmente em
embalagem de 1 litro. Junto a estes foram disponibilizadas as fichas técnicas e
fichas de emergéncia. A documentacdo foi avaliada quanto as propriedades
fisico-quimicas, forma de extracdo (para 6leos essenciais), fabricacao e validade
do produto.

Para cada OE, a forma de extracdo e parte da planta utilizada foi
diferente. Para o Oleo essencial de orégano, a extracdo ocorreu através da
destilacdo gasosa das folhas de Thymus capitatus, ja no Cravo-da-india foi
realizada a partir da destilacgdo a vapor das folhas de cravo de Eugenia
caryophyllata e o 6leo essencial de alecrim foi obtido por destilacdo da parte
aérea seca de Rosmarinus officinalis. Tabela 1 com as propriedades fisico-

quimicas dos compostos testados.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos dos compostos testados

ATIVO MASSA ESPECIFICA o
COMPOSTO MAJORITARIO (g/mL) TEOR (%)
Acido Propiénico Acido Propiénico 0,995 99,5
Acido Latico Acido Latico 1,250 84,5
Acido Formico Acido Férmico 1,200 85,0
Oleo de orégano Fenol 0,900 60a 75
B-pineno 5a 10
Oleo de alecrim bornan-2-ona 0,900 10a20
a-Pineno 10a 20
Eucaliptol >50
) Eugenol 80 a 92
Oleo de cravo 1,040
Beta-carofileno 6al6
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Os Oleos essenciais e acidos organicos foram aliquotados em
embalagens estéreis para manter suas propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas durante o experimento. Além disso, os compostos foram mantidos

sob refrigeracdo para conservacao.

4.2 Manutengéo das bactérias testadas

Para avaliacdo dos ensaios microbiolégicos foram testados no total 30
isolados provenientes de: cepas ATCC (7/30), suabe cloacal de frangos vivos
antes do abate (13/30), isolados clinicos fornecidos pelo Centro de Diagndstico e
Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) — UFRGS (5/30) e isolados clinicos
provenientes da bacterioteca do laboratério de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (DEMIP/ICBS UFRGS) (5/30). A origem dos microrganismos
usados, esta descrita na Tabela 2.

Com a finalidade de manter as caracteristicas morfoldégicas e genéticas,
0s microrganismos foram preservados por congelamento através do preparo de

solucéo composta por leite e glicerol a 10%, mantidos a -20 °C.

Tabela 2. Microrganismos testados frente ao potencial antimicrobiano de 6leos
essenciais e acidos organicos

MICRORGANISMO ORIGEM DO ISOLADO
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Listeria monocytogenes ATCC 35152
Staphylococcus aureus ATCC 29213

Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Enterococcus faecalis ATCC 51299
Salmonella Enteritidis ATCC 13076

Escherichia coli ATCC 10536
Enterobacter cloacae Amostra clinica
Escherichia coli CMY2 AMPC+ Amostra clinica
Escherichia coli Polivalente B Amostra clinica
Escherichia coli EPC01 111 Amostra clinica
Escherichia coli Polivalente A Amostra clinica
Escherichia coli (SL7 - Lote 2) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL26 - Lote 1) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 80 - Lote 5) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 132 - Lote 8) Suabe cloacal
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Escherichia coli (SL 154 - Lote 9) Suabe cloacal

Escherichia coli (SL 236 - Lote 12) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 239 - Lote 13) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 240 - Lote 13) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 241 - Lote 13) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 318 - Lote 17) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 334 - Lote 18) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 175 - Lote 10) Suabe cloacal
Escherichia coli (SL 247 - Lote 14) Suabe cloacal
Escherichia coli APEC 6 Les&o com celulite
Escherichia coli APEC 7 Les&o com celulite
Pasteurella multocida Coélera aviaria
Salmonella Gallinarum- SG26 Tifo aviario
Salmonella Gallinarum- SG101 Tifo aviario

4.2.1 Padronizagao dos microrganismos testados

Os microrganismos testados foram descongelados em temperatura
ambiente e repassados para tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI),
marca Kasvi. Os mesmos foram incubados a 37° por 24 horas. Apés a incubacao,
foi avaliada a presenca ou auséncia de turvacdo do meio, sendo que os tubos
contendo meio turvo foram inoculados em &gar BHI (Kasvi) com objetivo de
avaliar a pureza e viabilidade das colbnias.

Para padronizagdo dos inéculos foram adicionadas coldnias puras obtidas
no agar BHI em solucéo salina 0,85% estéril até turbidez comparavel a solucéo
padrdo 0.5 de McFarland, que corresponde & 1,5 x 10° UFC/mL.

4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais e acidos
organicos testados isoladamente frente as bactérias

A avaliacdo da sensibilidade dos microrganismos frente aos Oleos

essenciais e acidos organicos foi conduzida com 0s compostos puros, nas

concentragcbes apresentadas na Tabela 1. O teste foi realizado conforme as

normas do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003) com
modificagcdes por Karaman et al. (2003).

Apés a preparacdo do indculo, conforme item 4.2.1, com auxilio de um

suabe estéril a suspensao foi inoculada em toda a superficie da placa de petri
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contendo meio de cultura Agar Muller Hinton (AMH). Posteriormente foi
adicionado sobre a superficie do meio de cultura, 10 pL de cada 6leo essencial e
acido organico individualmente, na forma de gota e aguardou-se a total difusdo do
composto para levar a incubacdo. Conduziu-se o teste de atividade
antimicrobiana também para o composto puro Tween 80, em virtude da
necessidade de utiliza-lo como emulsificante nas formulacdes propostas.

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas,
posteriormente foi realizada a leitura dos halos de inibicdo, e os resultados foram

expressos em milimetros (mm). O teste foi conduzido em triplicata.

4.4 Avaliacao da concentracao inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais e
acidos organicos testados isoladamente frente as bactérias indicadoras

A partir dos resultados encontrados no item 4.3, o0s testes de

concentracéo inibitéria minima foram conduzidos apenas para 0S compostos que

obtiveram efeito antimicrobiano. As concentracdes testadas de cada composto

estao descritas na tabela 3.

Tabela 3. Concentracdo dos compostos selecionados para determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) apods triagem pelo teste de atividade
antimicrobiana

COMPOSTO CONCENTRACAO (mg/mL)
Acido propiénico 29,85 a 0,39
Acido latico 31,68 40,42
Acido formico 30,6 40,40
Oleo essencial de cravo-da-india 104 41,62
Oleo essencial de alecrim 90 4 1,40

Doze isolados foram selecionados para serem testados a partir dos
seguintes critérios: um microrganismo de cada género, uma ATCC de cada
espécie que apresentou maior sensibilidade no experimento 4.3, um isolado de
suabe cloacal mais sensivel aos compostos, um isolado de lesdo com celulite
mais sensivel aos compostos e um isolado de tifo aviario mais sensivel aos

compostos (Tabela 4).
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Tabela 4. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos Oleos

essenciais e 4cidos organicos: microrganismos e respectiva origem dos isolados
selecionados

MICRORGANISMO ORIGEM DO ISOLADO
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Staphylococcus aureus ATCC 29213

Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Enterococcus faecalis ATCC 51299
Salmonella Enteritidis ATCC 13076

Escherichia coli ATCC 10536
Enterobacter cloacae Amostra clinica
Escherichia coli EPC01 111 Amostra clinica
Escherichia coli (SL 175 - Lote 10) Suabe cloacal

Escherichia coli APEC 6 Les&o com celulite
Pasteurella multocida Coélera aviéria

Salmonella Gallinarum- SG101 Tifo aviario

Para a determinacdo da CIM dos compostos, realizou-se o método de
microdiluicdo em caldo, conforme metodologia descrita pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (2003), esquematizado conforme a figura 1.

A concentracdo inicial dos Oleos essenciais e acidos organicos foi
preparada diluindo-se os compostos em caldo BHI e emulsionando-se em 1% de
Tween 80. Em cada placa de 96 pocgos, foi adicionado 200 yL da solugao inicial
dos compostos na fileira A e 100 pL de caldo BHI nas fileiras B a H.
Posteriormente foram realizadas as diluicbes seriadas nos pocos pipetando-se
100 uL em cada linha proveniente da coluna anterior. Em seguida foi adicionado
em cada poco 5 pL de solugdo de microrganismos preparados conforme item
4.2.1. Todos os testes foram realizados em triplicata. Foi adicionado o controle
positivo das bactérias na linha H, nas colunas 4 a 12, adicionando-se 200 yL de
caldo e 5 pL de inéculo bacteriano. O controle negativo do caldo BHI foi
adicionado nos pogos H1, H2 e H3, adicionando-se apenas 200 pL de caldo. Os
controles negativos dos 6leos essenciais e dos acidos organicos para todas as
diluicdes foram adicionados nos pocos das linhas A a G e das colunas 1, 2 e 3,
adicionando-se apenas as diluicbes. As microplacas foram incubadas a 37 °C por
24 horas.
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Figura 1. Representacdo placa de 96 pocos para determinacdo da CIM pelo
método de microdiluicao.
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4.5 Determinacéo da Concentracao bactericida minima (CBM)

A patrtir dos resultados encontrados na CIM, aliquotas de 10 uL dos pogos
gue néo apresentaram crescimento microbiano foram semeadas em placas de
Petri contendo agar BHI e incubados a 37 °C por 24 horas. A concentracao
bactericida minima foi considerada na diluicdo que n&o houve crescimento de

unidades formadoras de colonia no meio de cultura (SANTURIO et al., 2007).
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4.6 Teste de sinergismo pelo método de checkerboard
Com base nos resultados encontrados no experimento 4.4, 0S cOmpostos
gue obtiveram a menor CIM e CBM, OE de cravo-da-india e acido formico foram
associados a fim de verificar o efeito sinérgico através do meétodo de
checkerboard descrito por Freire (2018). O experimento foi realizado com os
microrganismos descritos na Tabela 5. Os mesmos foram escolhidos devido a

importancia que apresentam para cadeia avicola.

Tabela 5. Microrganismos empregados no teste de sinergismo pelo método de

checkerboard. A
MICRORGANISMO ORIGEM DO ISOLADO IMPORTANCIA
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Notificag&o obrigatéria a0 PNSA
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Notificacdo obrigat6ria a0 PNSA
Escherichia coli APEC 6 Lesdo com celulite Recorrente em doengas em aves
Salmonella Gallinarum- SG101 Tifo aviério Notificag&o obrigatéria a0 PNSA

PNSA: Programa Nacional de Sanidade Avicola (MAPA)

Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado 100 pyL de caldo BHI em
todos os pocos da coluna 1 a 6. Posteriormente, na coluna 6 adicionou-se 100 pL
do 6leo essencial de cravo-da-india, na concentracdo de 8x o valor da CBM e
realizou-se uma diluicdo seriada, transferindo sequencialmente 100 pL do volume
do poco no sentido horizontal até a coluna 1. Na linha A, adicionou-se 100 pL de
acido férmico, na concentracdo de 4x o valor da CBM e diluiu-se seriadamente,
transferindo sequencialmente 100 uL do volume do pogo, no sentido vertical até a
linha H. Adicionou-se em cada poc¢o 5 uL da suspensao bacteriana padronizada
conforme descrito no item 4.2.1 (Figura 2).

Em todos os pocos da linha 7 e linha 8 foi adicionada a suspensao
bacteriana, juntamente com o meio BHI, para controle positivo de viabilidade
bacteriana. Nos pocos da linha 9 e 10 foram adicionados os compostos estudados
para controle negativo. E na linha 11 e 12 apenas o meio BHI, como controle de

esterilidade. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.
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Figura 2. Representacdo placa de 96 pocos para determinagédo de sinergismo pelo
método de checkerboard.
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Posterior a incubacédo, o conteldo dos pocos que nao apresentaram
crescimento foi inoculado em placas contendo agar BHI e incubado novamente
por 24 horas a 37 °C. A interpretacdo do efeito sinérgico de cada antimicrobiano e
das combinacdes foi determinada pelo calculo do indice da Frac&o Inibitoria (IFI),

por meio da seguinte férmula:

IFI do 6leo essencial de cravo-da-india; CBM combinado

CBM do 6leo sozinho

IFI do &cido formico: CBM combinado

CBM do acido sozinho

YIFI: IFI 6leo + IFI acido
A somatdria dos IFls foi utilizada para a classificacdo dos efeitos: Acao

sinérgica (IFI < 0,5); Aditiva (0,5 < IFI < 1); Indiferente (1 < IFI < 2); Antagonica (IFI
= 2) (LEE; JANG; CHA, 2012).
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4.7 Cinética de inativacdo bacteriana

Foi determinado o tempo de contato minimo necessario para inativagao
bacteriana pelo método descrito por MOTTA et al., (2007), através de contagem
de células viadveis. Os microrganismos testados, Escherichia coli APEC e
Salmonella Gallinarum, foram escolhidos devido a sua importancia para cadeia
avicola e por serem isolados de surtos.

Os microrganismos foram cultivados individualmente em caldo BHI a 37°
por 24 horas. A concentracdo dos compostos testados foi estabelecida conforme
experimento de Checkerboard, onde a associagdo que possuia menor
concentracdo de ativos frente aos dois microrganismos a serem testados foi
escolhida (Oleo essencial de Cravo-da-india: 1,63 mg/mL e Acido férmico: 0,03
mg/mL).

Em um erlenmeyer, o in6culo inicial das bactérias foi padronizado na
diluicdo de 1,0 x 10’ UFC/mL, através da verificacdo por contagem em agar PCA,
apos incubacao a 37 °C por 24 horas. Aliquotas de 1 mL do inéculo padronizado
foram pipetadas em tubos estéreis para avaliacdo do grupo controle, sem adicéo
dos compostos. Nos tubos testes foram acrescentados, 1 mL de solucéo
padronizada na concentracao a ser testada e 50 uL de inéculo.

Os tubos foram incubados a 37° e aliquotas foram retiradas para
realizacdo de diluicdo seriada nos intervalos de 0, 20, 60 e 120 minutos. De cada
diluic&o foi realizado plaqueamento de 20 uL em agar Plate Count Agar (PCA) em
triplicata, incubando a 37°C por 48 horas. ApGs este periodo, realizou-se as
contagens de numero de UFC/mL. O experimento foi conduzido em duplicata, a
fim de confirmar os achados, e as contagens em cada experimento foram

conduzidas em triplicata, sendo os resultados expressos em log UFC/mL.

4.8 Analise da atividade antioxidante dos compostos testados
Para avaliagdo da atividade antioxidante foi empregada a técnica de
captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), conforme descrito por
Kondo et al. (2002), Souza et al. (2007) e Boroski et al. (2015). Nesta, o potencial
antioxidante da amostra é analisado através do descoloramento da solucdo de
DPPH, purpura para amarelo, monitorado por espectrofotometria. Os testes foram
conduzidos individualmente para cada Oleo essencial e &cido orgéanico.

Posteriormente, os compostos acido férmico e 6leo essencial de cravo-da-india
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foram associados nas concentragfes testadas na curva de morte, a fim de
verificar o potencial antioxidante dos compostos associados. Com finalidade
comparativa, foram testados os antioxidantes sintéticos Hidroxitolueno butilado
(BHT) e Hidroxianisol butilado (BHA), que sao amplamente utilizados pela
inddstria.

Foi preparado ao abrigo de luz uma solucédo de DPPH a 0,0621 mmolL-1
em metanol, utilizada apenas no dia de sua preparacdo. Os compostos foram
analisados em diversas concentracfes, a fim de estabelecer uma curva de
porcentagem de inibicdo do radical livre em fungéo da concentracéo dos 6leos.

Os produtos néo foram testados em concentracdes similares, devido sua
capacidade antioxidante ser diferente e consequentemente, necessitando de
concentracdes distintas para o objetivo proposto. Tabela 6 foram apresentadas as

concentracOes testadas para cada composto.

Tabela 6. Concentracdes testadas de cada composto para avaliagdo do poder
antioxidante.

OE OE OE Acido  Acido Acido _
i ) BHT BHA o o Associagao
cravo orégano alecrim latico férmico propidnico
0,5 500 250 10 0,25 1000 1000 50 50
0,75 750 500 20 0,5 2500 2500 75 75
1,00 1000 1000 30 0,75 5000 5000 100 100
Concentracfes
2,00 2500 2000 40 1,0 7500 7500 200 200
testadas (mg/L)
3,00 5000 3000 50 2,0 10000 10000 300 300
4,00 7500 4000 75 3,0 - - 400 400
5,00 10000 5000 100 4,0 - - 500 500

Os volumes de cada composto foram pipetados em tubos tipo falcon, em
triplicatas. Ao abrigo de luz foi adicionado 2 mL da solu¢cdo metandlica de DPPH e
aguardado 30 minutos para realizar as leituras em espectrofotbmetro UV/VIS a
517 nm contra o branco (metanol). Também foram realizadas analises da
absorbéancia da solucdo metandlica de DPPH.

Para determinagdo dos resultados foi estimado a concentragcdo de
antioxidante necesséario para inibir 50% do radical DPPH (ICsp) por meio da
equacao:

% Inibicdo DPPH = (AbS pppr.— AbSamostra) X 100
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Abs pppH
Onde:
Abs pppy: absorbancia da solugdo metandlica do radical DPPH;

Absamostra: @bsorbancia da amostra apos reacédo com a solucdo de DPPH;

Posteriormente, plotou-se uma curva para cada composto com valores da
porcentagem de inibicio do DPPH em funcdo da concentracdo do ativo. Desta
forma, através de regressao linear os valores de ICso foram obtidos.

ApoOs obtencdo do ICsy foram calculados os indices da atividade
antioxidante (AAIl) conforme proposto por Scherer e Godoy (2009), para avaliacdo
da eficiéncia do poder antioxidante:

AAI = [DPPHJjina (ug mL™)

ICs0 (ug mL ™)

Onde:
[DPPH] finar: concentracao final da solugcdo metandlica de DPPH

ICs0 a concentracdo do antioxidante necessario para inibir 50% do radical DPPH.

Os resultados encontrados foram avaliados conforme a Tabela 7, onde os
autores Scherer e Godoy (2009) propuseram a classificacdo do potencial

antioxidante para extratos vegetais.

Tabela 7. Descricdo do potencial antioxidante de acordo com o indice de atividade
antioxidante (AAI)

AAlI CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
<0,5 Fraco

0,5a1,0 Moderado

1,0a2,0 Forte
>2.0 Muito forte

Scherer e Godoy (2009)
4.9 Docking molecular
As moléculas das substancias acido formico, acido propidnico, acido latico
e moléculas majoritarias de OE de cravo-da-india, OE de alecrim e OE de
orégano foram desenhadas através da extensdo do MarvinSketch, parte do

pacote JChem da ChemAxon (https://www.chemaxon.com/). Foi avaliado como

controle o antibiotico Ciprofloxacina, utilizado na avicultura para controle de
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patégenos, conforme autorizado pela Instru¢do normativa n° 26 de 2009 (BRASIL,
2009).

Para realizacdo do docking molecular foram escolhidas as proteinas UDP-
Nacetilmuramoil-L-alanina: enzima D-glutamato ligase (PDB: 1E0D), responsavel
pela biossintese intracelular de peptideoglicano e GyrB (PDB: 4PRV), responsavel
pela hidrélise de ATP para que o superenrolamento do DNA aconteca. As
proteinas foram classificadas como alvos interessantes pois estédo localizadas no
citoplasma bacteriano. Estas proteinas sdo encontradas tanto nos géneros
Salmonella quanto Escherichia coli e ndo estdo presentes no genoma de aves.

As estruturas  foram obtidas no Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura das proteinas selecionadas para estudo proveniente do Protein
Data Bank.

UDP-Nacetilmuramoil-L-alanina: enzima D-

GyrB (PDB: 4PRV)
alutamato liogase (PDB: 1E0D)

A energia de ligacdo entre as moléculas e as proteinas foi calculada
conforme a configuracdo de padronizagcdo. O encaixe molecular foi realizado
utilizando o Molegro Virtual Docker (MolDock), v. 6.0.1 (MVD). Inicialmente, todas
as moléculas de agua foram excluidas das estruturas das proteinas e dos
compostos que foram preparadas usando as mesmas configuragdes padrédo dos

parametros no pacote de software (funcdo de pontuacdo: pontuacdo MolDock;
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avaliacdo de ligantes: ES interno, HBond interno, tor¢cbes Sp2-Sp2, todos
verificados; numero de execugfes: 10; algoritmo de busca: MolDock SE;
interacbes maximas: 1500; tamanho maximo da populacéo: 50; passos maximos:
300; fator de distancia do vizinho: 1,00; e nUmero maximo de poses retornadas:
5). O procedimento de acoplamento foi realizado utilizando uma GRID de 10A de
raio e 0,20 de resolucdo para cobrir 0 local de ligagdo ao ligante da estrutura em
questao (TAVARES et al., 2020).

4.10 Estatistica

Para todas as variaveis avaliadas, inicialmente, foi verificada a
normalidade e homogeneidade dos residuos. As variaveis de MIC, CMB e halos
de inibicdo foram analisados através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
com nivel de significancia de 5% e, quando verificada diferenca significativa, foi
realizado o teste de compara¢des multiplas Dwass, Steel, Critchlow-Fligner. Para
a variavel IC50 foi realizada analise de variancia e o teste de comparacao de
meédias de Tukey, com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Para isso, foram
utilizados os procedimentos UNIVARIATE, NPAR1IWAY e GLM do software
estatistico SAS (CODY, 2015).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais e acidos
organicos testados isoladamente frente as bactérias estudadas

Através da leitura dos halos de inibicdo, foi verificado que os &cidos
organicos apresentaram atividade antimicrobiana frente aos 30 isolados testados.
O &cido formico apresentou a maior média de halo, com 32,09 mm (Figura 4A),
seguido pelo acido propibnico, com média de 27,05 mm, e &cido latico com
didmetro médio de 21,19 mm.

Avaliou-se que houve atividade antimicrobiana do Oleo essencial de
cravo-da-india frente a 93,33% dos isolados testados (28 isolados), com média de
leitura de 14,36 mm (Figura 4B). Na&o foi observada efetividade do composto
frente a Listeria monocytogenes e Escherichia coli (isolado de suabe cloacal)
(Tabela 8).

Figura 4. Atividade antimicrobiana dos compostos testados pelo método de disco
difusdo. As imagens ilustram os halos de inibicdo gerados pelo acido férmico (A)
frente a Escherichia coli isolada de suabe cloacal e pelo 6leo essencial de Cravo-
da-india (B) frente a Escherichia coli APEC isolada de lesdo com celulite.

A atividade antimicrobiana do Oleo essencial de alecrim foi verificada
frente a 90% isolados testados (27/30). Trés isolados de Escherichia coli
provenientes da cloaca de frangos antes do abate apresentaram resisténcia ao
composto. A média de halos de inibicao foi de 9,42 mm.

O dleo essencial de orégano apresentou atividade antimicrobiana para
6,67% (2/30) dos isolados testados. Somente houve atividade antimicrobiana
frente ao S. aureus ATCC 29213 e E. faecalis ATCC 51299, com formacdo média
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de halo de inibicdo de 0,88 mm. Ja o emulsificante Tween 80, utilizado para

diluicdo dos 6leos nos meios de cultura e nas associa¢cdes dos compostos, nao

apresentou poder antimicrobiano, conforme demonstrado na figura 5.

Figura 5. llustracdo da verificagdo de potencial antimicrobiano do emulsificante
Tween 80 frente a Salmonella Gallinarum (1) e Escherichia coli APEC (2) isoladas de
surtos. Nao foi avaliado halos de inibic&do frente aos microrganismos testados.

Tabela 8. Resultados das médias de leituras de halos gerados por 6leos essenciais
e acidos organicos frente aos 30 isolados testados. Valores de média e mediana

expressos em mm.

: .- - 0 p-valor
Compostos isolados Média (tEP) Mediana* IC (95%) Kruskal-Wallis Test
Acido Férmico 32,09+1,01 31,00 22,0-52,0
Acido Propiénico 27,05+0,93  28,00° 15,0-40,0
Acido Latico 21,19+0,45 21,00 15,0-31,0
OE de Cravo-da-india 14,36+0,54 15,00° 21,0-0,0
<.0001
OE de Alecrim 9,42+0,44 9,00% 16,0-0,0
OE de Orégano 0,88+0,36 0,00" 0,0-9,0

EP: Erro padréo; IC: Intervalo de credibilidade de 95%.
*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).
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5.2 Avaliacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) dos 6leos essenciais e
acidos organicos testados isoladamente frente as bactérias indicadoras

Os resultados da CIM para os doze isolados selecionados (Tabela 4),
conforme critérios descritos no item 4.4, estdo expressos na Tabela 9. O oleo
essencial de orégano nao foi avaliado, visto que apresentou atividade
antimicrobiana apenas para dois microrganismos, Staphylococcus aureus ATCC
29213 e Enterococcus faecalis ATCC 51299.

Observou-se que o &cido formico obteve concentracdo média de 1,58
mg/mL capaz de inibir o crescimento bacteriano, seguido do acido propibnico
(2,48 mg/mL) e &cido latico (4,45 mg/mL).

Dentre os compostos naturais, a concentracdo de Oleo essencial de
cravo-da-india necessaria para efeito inibitorio foi de 7,99 mg/mL, estatisticamente
semelhante ao acido latico. Verificou-se que a CIM do 6leo essencial de alecrim
obteve concentracdo média de 35,86 mg/mL (p>0,05), significativamente a maior

(p<0,05) concentracdo necessaria dentre os compostos testados.

Tabela 9. Concentracdo Inibitéria Minima dos 0leos essenciais e acidos organicos
testados isoladamente frente as 12 bactérias selecionadas. Resultados de média e
mediana expressos em mg/mL.

Compostos isolados  Média (+EP) Mediana*  IC (95%) Krugll\;?-l\(/)\/rallis
Test
OE de Alecrim 35,86 (4.17)  45,00° 22,5-450
OE de Cravo-da-india 7,99 (1.93) 6,50° 3,24 -13,00
Acido Férmico 1,58 (0.14) 1,90  0,95-1,90 <.0001
Acido Latico 4,45 (0.50) 3,96° 3,96 3,96
Acido Propiénico 2,48 (0.27) 1,86° 1,86 —-3,73

EP: Erro padréo; IC: Intervalo de credibilidade de 95%.
*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

33



Os controles negativos dos compostos testados e do caldo BHI nao
apresentaram crescimento microbiano. Através dos controles positivos, verificou-

se a viabilidade dos microrganismos.

5.3 Determinacdo da Concentragdo bactericida minima (CBM) dos oOleos
essenciais e acidos organicos testados isoladamente frente as bactérias
indicadoras
A partir dos resultados encontrados na CIM, a CBM dos compostos foi
verificada frente aos 12 isolados selecionados (Tabela 4). Avaliou-se que dentre
0s &cidos organicos, o acido férmico obteve significativamente (p<0,05) a menor
concentracdo bactericida, com média de 2,38 mg/mL, seguido pelos acidos
propiénico (9,14 mg/mL) e latico (9,73 mg/mL), que nao diferiram
significativamente entre si (p>0,05).

Dentre os Oleos essenciais, o cravo-da-india obteve CBM de 12,32
mg/mL, divergente da atividade apresentada pelo alecrim, que significativamente

necessitou da maior concentracéo para efeito bactericida minimo (Tabela 10).

Tabela 10. Resultado da Concentracdo Bactericida Minima dos 6leos essenciais e
acidos organicos testados frente aos doze isolados bacterianos. Resultados de
média e mediana expressos em mg/mL.

Compostos isolados Média (tEP) Mediana* IC (95%) Krué)k\;?-l\(/)\/rallis
Test
OE de Alecrim 70,06 (8.95) 90,00" 45,00 - 90
OE de Cravo-da-india 12,32 (4.05) 6,50° 6,50 — 13,0
Acido Férmico 2,38 (0.25) 1,90°¢ 1,90 — 3,82 <.0001
Acido Latico 9,73 (1.41) 7,92  792-1584
Acido Propiénico 9,14 (1.38) 7,46° 7,46 — 14,92

EP: Erro padréo; IC: Intervalo de credibilidade de 95%
*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).
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5.4 Determinacdo de sinergismo entre &cido férmico e dleo essencial de
cravo-da-india pelo método de checkerboard

De acordo com o critério de interpretacdo da atividade sinérgica pelo
método de checkerboard, obtiveram-se resultados sinérgicos frente a 3
microrganismos testados e um efeito aditivo frente a 1 isolado, a partir da
associagao entre OE de cravo-da-india e &cido férmico (Tabela 11).

O efeito sinérgico foi observado para Salmonella Typhimurium (3 IFI 0,37),
Salmonella Enteritidis (3 IFI 0,07) e Escherichia coli APEC (3IFI 0,265),
demonstrando que o efeito dos compostos associados € superior ao efeito
individual. Para o isolado de Salmonella Gallinarum (3 IFI 0,515), o resultado da
associacdo foi aditivo. Neste caso, o efeito final € igual a soma dos efeitos
isolados, também sendo um resultado importante, visto que diminuiu-se a
concentracdo dos compostos necessarios para efeito bactericida.

A associacdo sinérgica com as menores concentracfes de ativos foi

avaliada frente a Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), em que houve uma
reducdo de 99,21% de acido formico e 93,76% de OE de Cravo-da-india para

obtencao do efeito bactericida, ao comparar ao efeito individual dos compostos.

Tabela 11. Resultados da associacéo de acido formico e 6leo essencial de cravo-da-
india frente a Salmonella Gallinarum, Salmonella Enteritidis, Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli APEC pelo método de Checkerboard.

CBM (mg/mL)

Isolado Composto Individual Associado YFIC Resultado
Salmonella Acido Formico 3,82 0,95
Typhimurium 0,375 Sinérgico
OE Cravo-da-india 6,5 0,81
ATCC 14028
Salmonella Enteritidis Acido Férmico 1,9 0,015 o
_ 0,07  Sinérgico
ATCC 13076 OE Cravo-da-india 13 0,81
Acido Férmico 1,9 0,03
Escherichia coli APEC _ 0,265  Sinérgico
OE Cravo-da-india 6,5 1,63
Acido Férmico 1,9 0,029
Salmonella Gallinarum 0,515 Aditivo
OE Cravo-da-india 3,24 1,62
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5.5 Determinacdo da cinética de inativacdo de Escherichia coli APEC e
Salmonella Gallinarum frente aos compostos acido férmico e Oleo
essencial de cravo-da-india
A partir das concentracbes sinérgicas encontradas no teste de

Chekerboard, a cinética de inativacdo foi avaliada frente aos dois isolados de
campo: Escherichia coli APEC e Salmonella Gallinarum. As curvas de inativacao
frente a cada microrganismo estdo ilustradas nas Figura 06 e Figura 07,
expressas em log;oQUFCmL™ em funcéo do tempo, na auséncia dos compostos e
exposicdo aos mesmos.

Os resultados demonstraram que houve um efeito bactericida para ambos
0S microrganismos a partir dos 60 minutos de contato com 0s compostos
testados. Em contra partida, os controles mantiveram-se viaveis durante as 2
horas de acompanhamento da cinética celular.

logyg CFUmML™

ko
L

0 20 60 120
Tempo (min)

Figura 06. Cinética de inativacdo celular de Salmonella Gallinarum frente a
associagdo entre OE de Cravo-da-india e acido formico. Controle positivo
representado em circulos e tratamento representado por triangulos. Cada ponto
representa a media de teste conduzido em triplicata.
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Figura 07. Cinética de inativacao celular de Escherichia coli APEC frente a
associacdo entre OE de Cravo-da-india e acido férmico. Controle positivo
representado em circulos e tratamento representado por tridngulos. Cada ponto
representa a média de teste conduzido em triplicata.
5.6 Estudo por meio de Docking molecular do potencial de 6leos essenciais e
acidos organicos na inibicdo de Salmonella e Escherichia coli
As moléculas dos acidos organicos e 6leos essenciais foram incorporadas
as estruturas UDP-Nacetiimuramoil-L-alanina: enzima D-glutamato ligase,
responsavel pela sintetizacao intracelular de peptideoglicano, e GyrB, envolvida
no processo de superenrolamento do DNA. Ambas as proteinas estdo presentes
em Salmonella e E. coli. Os resultados de energia de ligacdo necessaria para
interacdo entre 0s compostos e as proteinas estdo representados na Tabela 13.
Para a proteina UDP-Nacetiimuramoil-L-alanina: enzima D-glutamato
ligase, a afinidade do &cido férmico (-30.3322) foi maior ao comparar com o
controle Ciprofloxacina (12.0001), visto que a energia de ligacdo do acido féormico
foi menor para ocorrer a interagdo. A melhor interagdo com a proteina GyrB foi
avaliada para o composto majoritario Beta-carofileno, presente no OE de Cravo-
da-india, que apresentou energia de ligacdo de -94.4544, semelhante ao ligante
controle, que obteve energia de -98.6632.
A partir dos resultados encontrados € possivel predizer que a associagéo
entre OE de Cravo-da-india e acido formico pode aumentar a chance de ligacao
em diferentes estruturas essenciais para 0S microrganismos, aumentando o

espectro de acdo das moléculas e tornando-as mais efetivas.
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Tabela 13. Valores da energia de interacdo entre compostos majoritarios de oleos
essenciais, acidos organicos e antibiotico (controle) frente as proteinas estudadas.

Composto Proteina Energia de ligacéo
Acido propionico 1.19395
Acido latico -2.56762
Acido formico -30.3322
Bornnan-2-ona (Alecrim) _ _ 9.25939
) _ UDP-Nacetilmuramoil-L-
Beta-pineno (Alecrim) ) _ 11.8426
_ ) alanina: enzima D-
Alfa-pipneno (Alecrim) ) 13.9106
_ _ glutamato ligase (PDB:
Eucaliptol (Alecrim) 14.2059
] 1EOD)
Fenol (Orégano) 7.581
Eugenol (Cravo) 0.963485
Beta-carofileno (Cravo) -10.1697
Ciprofloxacina (Controle) 12.0001
Acido propiénico -38.1419
Acido latico -45.0533
Acido férmico -32.6453
Bornnan-2-ona (Alecrim) -54.8163
Beta-pineno (Alecrim) -51.4128
Alfa-pipneno (Alecrim) GyrB (PDB: 4PRV) -48.5824
Eucaliptol (Alecrim) -49.2769
Fenol (Orégano) -49.9926
Eugenol (Cravo) -82.4586
Beta-carofileno (Cravo) -94.4544
Ciprofloxacina (Controle) -98.6632

38



5.7 Determinacéo da atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante dos compostos testados pelo
método DPPH estdo apresentados na Tabela 12.

De acordo com os critérios de interpretacdo estabelecidos pelos autores
Scherer e Godoy (2009), verificou-se que o 6leo essencial de Cravo-da-india
apresentou atividade antioxidante muito forte (IC50 3,03 ug/mL), semelhante ao
composto sintético BHA (IC50 3,31 ug/mL). O composto sintético BHT apresentou
IC50 de 28,74 ug/mL, classificado com atividade forte. As demais moléculas
obtiveram atividade antioxidante considerada fraca, necessitando de altas
concentracdes para inibir 50% do radical livre (IC50).

Contudo, ao associar o composto 6leo essencial de Cravo-da-india ao
acido formico a atividade antioxidante foi fraca (IC50 4227,6 ug/mL),
demonstrando que a atividade isolada do Cravo-da-india ndo se mantém quando

associado ao acido.

Tabela 12. Classificacdo do poder antioxidante de Oleos essenciais, acidos

organicos e compostos sintéticos pelo método de captura do radical livre DPPH.

Composto Média IC 50 Atividade Antioxidante (AAl)
Oleo essencial de cravo-da-india 3,03 ug/mL 8,08 - Muito forte
Oleo essencial de orégano 10373 ug/mL 0,0023 - Fraco
Oleo essencial de alecrim 12367 ug/mL 0,0018 - Fraco
Acido latico 39211 ug/mL 0,0006 - Fraco
Acido formico 1729 ug/mL 0,01- Fraco
Acido propionico 1500 ug/mL 0,015 - Fraco
Associacdo Acido Férmico+ OE Cravo
da- india 4227,6 ug/mL 0,006 - Fraco
BHT 28,74 ug/mL 1,56 - Forte
BHA 3,31 ug/mL 6,79 - Muito forte

39



6. DISCUSSAO

A cada ano o setor da avicultura vem apresentando crescimento e
necessitando de recursos para que o Brasil continue ocupando o ranking entre os
paises que mais produzem e comercializam no mercado de proteina animal. Para
isso, deve-se acompanhar as mudancas de mercado, bem como, as legislacdes
gque sdo atualizadas a fim de garantir alimento seguro aos consumidores.
Portanto, esse trabalho visou buscar op¢fes de aditivos a serem empregadas na
alimentacdo animal com finalidade de controle microbiolégico e antioxidante. Os
resultados obtidos demonstraram que existem opc¢des que sao efetivas e de uso
permitido pelo MAPA (BRASIL, 2020).

Para determinar as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais e
acidos organicos, os mesmos foram testados individualmente frente a 30 isolados
de diferentes géneros que sado recorrentes em surtos na cadeia avicola
(GONCALVES-TENORIO et al., 2018; PARRA et al., 2018; YANG et al., 2020).
Verificou-se que o0s trés &cidos organicos obtiveram efeito antimicrobiano,
resultados semelhantes aos de Kovanda et al. (2019), que ao avaliar 8 &cidos
organicos frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas ATCC, os acidos
mais promissores foram sais de acidos graxos de cadeia curta e acido férmico.
Zabot (2016) também avaliou acidos organicos frente a isolados de Salmonella
spp. provenientes de carcaca de frangos, sendo o acido latico e o &cido
peracético os mais efetivos, com 97,89% e 100% de taxa de inibicao
respectivamente.

No presente estudo, o acido férmico obteve a maior média de halos de
inibicdo, resultado semelhante a de Gomez-Garcia et al. (2019), que na avaliacao
do poder antimicrobiano de seis acidos organicos os melhores resultados obtidos
frente a isolados de E. coli e Salmonella spp. foram de acido formico. A maior
eficacia do &cido formico comparada a outros acidos organicos pode ser atribuida
a seu tamanho molecular e comprimento de cadeia ser menor, facilitando sua
difuséo pela membrana do microrganismo (NIKAIDO, 2003).

Apenas 2 6leos essenciais testados obtiveram efeito antimicrobiano, OE
de cravo-da-india e alecrim, sendo o cravo-da-india com maior média de
diametros de halos inibicdo e efetivo frente a 28 dos 30 isolados testados. Estes
resultados sao corroborados por Fu et al. (2007), que ao testarem o poder
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antimicrobiano de OE de cravo-da-india e alecrim pela técnica de disco difuséo,
verificaram que os halos de inibicdo formados pelo cravo foram maiores quando
comparados ao alecrim. Entretanto, Saricaoglu e Turhan (2019) avaliaram os
Oleos essenciais de Tomilho (Thymus vulgaris), Alecrim (Rosmarinus officinalis) e
Cravo-da-india (Syzygium aromaticum) frente a patégenos isolados de alimentos
(Bacillus subtilis (NRRL-B209), E. coli 0157:H7, (ATCC 25922), L.
monocytogenes (ATCC 7644) e S. aureus (ATCC 33862), observaram que a
atividade antimicrobiana do Tomilho foi significativamente maior quando
comparada aos outros dois 6leos.

Em contra partida, OE de orégano obteve efeito bactericida para apenas 2
isolados, demonstrando a importancia de se verificar as propriedades
antimicrobianas de cada amostra de 6leo antes de serem empregadas em
formulagdes, visto que diversos autores verificaram resultados opostos ao deste
trabalho, em que OE orégano possuiu efeito bactericida (REIS et al., 2020; SILVA
et al., 2020; BRITO et al. 2020). Essa divergéncia pode ser explicada devido aos
fatores abidticos, que podem influenciar na composicdo quimica do 6leo, como
condicao climética, temperatura, luminosidade e horario de coleta da planta
(BORBA et al.,, 2016). Além disto, o OE de orégano pode ser extraido de
diferentes espécies de planta, como Origanum vulgare, Origanum onites,
Coridothymus capitatus L e Lippia graveolens, sendo que cada espécie pode
apresentar um perfil diferente de compostos fenélicos (RAVID et al., 1986).

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo das propriedades
antimicrobianas, a CIM e CBM dos compostos foram determinadas apenas para
as moléculas de acido férmico, acido propidnico, acido latico, OE de cravo-da-
india e OE de alecrim, frente aos doze isolados selecionados que apresentaram
maior relevancia para cadeia avicola.

Dentre os acidos orgéanicos, o acido férmico obteve a menor CIM com
1,58 mg/mL ou 1580 mg/L, resultados semelhantes ao encontrado por Gomez-
Garcia et al. (2019). Os autores avaliaram o acido formico frente a isolados de
campo de E. coli e Salmonella spp., e verificaram que a CIM variou de 600 a 2400
mg/L. Os mesmos autores também verificaram que, a concentracdo de acido
férmico para efeito bactericida de 99,9% dos isolados aumentou, necessitando-se
de 2400 mg/L para todas as espécies, em concordancia com este trabalho, em

que a CBM de acido formico foi de 2,38 mg/mL ou 2380 mg/L.
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Contudo, no estudo de Baaboua e colaboradores (2018), o acido latico
com CIM e CBM de 1560 mg/L demonstrou-se o mais efetivo acido organico
avaliado frente a Salmonella Typhimurium (ATCC 14028). O resultado distinto em
relacdo ao presente trabalho pode ser atribuido a variacdo da concentracdo do
indculo, j4 que Baaboua e colaboradores avaliaram o &cido frente a 10° UFC/mL
da bactéria. Tomalok (2021) também determinou a CIM de acidos organicos
frente a cepas de E. coli (ATCC 25922), S. enterica sorovar Choleraesuis (ATCC
10708) e L. monocytogenes (ATCC 7644) e verificou que os &cidos acético e
latico apresentaram as menores concentragdes necessarias para inibicao,
variando de 940 a 1250 mg/L. Os &cidos organicos possuem concentracdes
inibitérias minimas que diferem entre géneros e sorovares, como entre S.
Heidelberg e S. Typhimurium, reforcando a necessidade de definir as
concentracbes de uso baseando-se em testes com a maior numero de
microrganismos possiveis (SIMOES, 2015; ZABOT, 2016).

Dentre os 6leos essenciais, cravo-da-india obteve as menores CIM (7,99
mg/mL ou 7990 mg/L) e CBM (12,32 mg/mL ou 12320 mg/L), sendo 0 mais
promissor para utilizagdo em associagcdes quando comparado ao OE de alecrim,
que necessitou de 70,06 mg/ml ou 70060 mg/L. Estes resultados séo
semelhantes aos observados por Fu et al. (2007), que também verificaram que o
cravo apresentou a melhor atividade antimicrobiana, com CIM e CBM de até 5000
mg/L, enquanto alecrim para mesmo efeito necessitou de 20000 mg/L. Os
resultados concordantes entre os estudos podem ser atribuidos ao fato dos ativos
majoritarios dos Oleos serem semelhantes. Da mesma forma, Abdullah et al.
(2015) avaliaram OE de cravo-da-india e alecrim frente a bactérias
multirresistentes,  Acinetobacter = baumanni, = Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, e a atividade antibacteriana de
cravo foi maior (3120 mg/L) do que alecrim (50000 mg/L). Selim (2010) estudou
as propriedades antimicrobianas de onze 6leos essenciais frente a isolados de
Enterococcus resistentes a Vancomicina e E. coli O157:H7, dos quais eucalipto,
zimbro, alecrim, salvia, cravo e tomilho foram os mais promissores, com CBM de
até 20000 mg/L.

A partir dos resultados encontrados, a associacdo entre Oleo essencial de
cravo-da-india e acido férmico foi proposta através da metodologia de

Chekerboard, com objetivo de verificar quais concentragdes de cada composto
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potencializariam a resposta antimicrobiana. O teste foi realizado frente a quatro
microrganismos de relevancia para avicultura, inclusive com notificacado
obrigatéria ao Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do MAPA. O
PNSA tem objetivo de prevenir e controlar as enfermidades de interesse em
avicultura e saude publica, definir agbes que possibilitem a certificagdo sanitaria
da cadeia avicola e favorecer a elaboragéo de produtos avicolas saudaveis para o
mercado interno e externo (BRASIL, 2021).

No presente estudo foi encontrado efeito sinérgico frente a S.
Typhimurium (ATCC 14028), S. Enteritidis (ATCC 13076) e E.coli APEC, com
reducdo significativa da concentracdo dos compostos para efeito bactericida.
Resultados concordantes com El Atki et al. (2019) que observaram efeito
sinérgico ao associarem 0leo essencial de canela a Cloranfenicol (3 FIC 0,50)
frente a isolados de E.coli (ATCC 25922). Giovagnoni et al. (2019), ao testarem
associacfes de acidos organicos e 6leos essenciais com antibidticos frente a
isolados clinicos obtidos de frangos de Clostridium perfringens e Enterococcus
cecorum, observaram atividade antimicrobiana da Bacitracina a 0,5 mg/L
aumentar em 88 a 100% com baixas doses de eugenol (1,40-2,80 mM). O
mesmo antibiético a 0,5 mg/L em combinacdo com acido dodecandico 0,03 e 0,06
mM inibiu o crescimento bacteriano em 80% e 96%, respectivamente. A
associacao entre acidos organicos e 0leos essenciais possibilita maiores op¢des
de sitios de acdo na bactéria. Ja demonstrado por Grilli e Piva (2012), que acidos
organicos facilitam a entrada de Oleos essenciais nas células bacterianas pela
formacdo de poros na membrana celular, resultando no efeito antibacteriano
sinérgico. Por vezes, o uso de moléculas isoladamente ndo produz efeitos
inibitérios eficazes e a associagdo com outros produtos aumenta seu
desempenho individual, seu espectro de acéo, reducdo de toxicidade e reducédo
de bactérias resistentes (RIBEIRO et al., 2016).

Frente ao isolado de campo Salmonella Gallinarum, a associacao entre os
compostos foi aditiva (3 FIC 0,515). Fu et al. (2007) ao associarem OE de cravo-
da-india ao alecrim avaliaram efeitos aditivos frente Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Escherichia coli (ATCC 8739), Proteus vulgaris (ATCC 49132) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). O efeito aditivo € caracterizado pela

soma dos efeitos das substancias individuais, ndo observando uma interacéo
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significativa entre os antimicrobianos. Entretanto, com a associagéo observou-se
a diminuicdo das concentragbes de &cido formico e OE de cravo-da-india,
mantendo sua atividade antimicrobiana e tornando a formulacdo economicamente
mais viavel (FREIRE, 2018).

Quanto a cinética de morte, dois microrganismos foram escolhidos para
avaliacdo, Escherichia coli APEC e Salmonella Gallinarum, devido serem isolados
provenientes de surtos na cadeia avicola. Determinar o tempo minimo de contato
entre 0s compostos e microrganismos para efeito bactericida é de fundamental
importancia, visto que isso determinara sua aplicacdo no campo. A associacdo
entre acido férmico (0,03 mg/mL) e cravo-da-india (1,63 mg/mL) possuiu efeito
bactericida com 60 minutos de contato para ambos os microrganismos, resultado
semelhante aos encontrado por Fu et al. (2007), que ao associarem dois 6leos
essenciais, cravo e alecrim, na concentracdo determinada pela CBM o efeito
bactericida ocorreu com 12 horas de contato e na concentragdo de 2x da CBM,
dentro de 2 horas. Liu et al. (2018) ao avaliarem isolados de Enterobacter cloacae
provenientes de carne de frango em contato com acido latico, verificaram que em
60 minutos 6 log de UFC/mL foram inativadas.

A associacdo sinérgica entre diferentes moléculas, além de diminuir a
concentracdo dos compostos necesséria para efeito bactericida, potencializa seu
efeito com menor tempo de contato. Conforme descrito por Chaveerach et al.
(2002), que verificaram efeito bactericida do acido férmico, acético, propidnico e
cloridrico ocorreu em até 4 horas isoladamente e, em até 1 hora quando
associados. Os resultados encontrados no presente estudo sdo satisfatorios ao
comparar o tempo de transito ou passagem do alimento pelo TGI de aves, visto
gue pode durar até 221 minutos (Andreotti et al., 2004), tendo o tempo de contato
minimo necessario para realizar o controle microbiol6gico proposto.

De acordo com os resultados encontrados nesse estudo, o potencial
antimicrobiano e antioxidante foi verificado principalmente para as moléculas de
cravo-da-india e acido férmico. Dessa forma através da metodologia de docking
molecular, foi possivel avaliar dois possiveis alvos proteicos que essas moléculas
interagem e compreender como seu efeito antibacteriano ocorre. A escolha das
proteinas se baseou a partir dos seguintes critérios: ser um genoma central do
patdogeno, comum na maioria das cepas de Salmonella e E. coli, nAo homdlogo

em aves e gene essencial para o patégeno.
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A UDP-N-acetilmuramoil-L-alanina: enzima D-glutamato ligase é uma
enzima citoplasmética que catalisa a adicdo de D-glutamato ao percursor de
nucleotideo UDP-N-acetilmuramoil-L-alanina, sendo fundamental para biossintese
intracelular de peptideoglicanos e, consequentemente para sintese da parede
celular bacteriana (A BERTRAND et al., 2000). No presente estudo, a molécula
que obteve mais afinidade de ligacdo a esta enzima foi o &cido férmico, que
necessitou de uma energia de ligacdo menor (-30.3322). Qadir et al. (2018) ao
avaliarem o potencial de inibicdo de derivados de acido acético e acido latico
frente a enzima UDP-N-acetilmuramoil-L-alanina: enzima D-glutamato ligase,
verificaram que 0s compostos interagiram com precisdo a enzima, com energia de
ligacdo de no maximo -7.757989.

Frente a proteina GyrB, responséavel pela ligacédo e hidrélise de ATP que
fornece energia para o superenrolamento do DNA (Holdgate et al, 1997),
verificou-se nesse estudo que o composto majoritario Beta-carofileno possuiu a
menor energia de ligacdo (-94.4544). Fang et al. (2016), ao avaliarem o potencial
de inibicdo da proteina GyrB por diversos flavonoides, observaram que mais de
dois tercos dos compostos testados apresentaram viabilidade em se ligar a
proteina e inibi-la. Além disso, o0 presente estudo verificou que o composto
majoritario Eugenol também apresentou baixa energia de ligacdo a proteina (-
82.4586). Estes resultados sdo concordantes com Vimal et al. (2018), que ao
avaliarem OE de Cravo-da-india identificaram que as menores energias de
ligacdo a enzima L- asparaginase encontrada na Salmonella sp. foram de
Eugenol, com energia de —5,836.

Além do controle microbiolégico que os 6leos essenciais podem exercer,
ha diversos estudos na literatura verificando seu potencial como antioxidante
(OLIVEIRA, 2018; SARICAOGLU; TURHAN, 2018; MSSILLOU et al., 2020; ABD-
ELGAWAD et al., 2020). Este € um importante parametro a ser verificado, visto a
variedade de aplicagbes na nutricdo animal que esses compostos podem ter,
como inclusdo em racdes com funcdo de conservantes e propriedades
antioxidantes nos perfis bioquimicos sanguineos (ALAGAWANY et al, 2021; NING
et al., 2021).

O presente estudo avaliou trés 6leos essenciais, cravo-da-india, orégano
e alecrim, sendo que apenas o 6leo de cravo-da-india apresentou atividade

antioxidante comparavel aos antioxidantes sintéticos BHT e BHA. Resultados
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similares também foram encontrados por Saricaoglu e Turhan (2018), que ao
avaliarem as propriedades antioxidantes de OE Cravo-da-india, Alecrim e Tomilho
pelo método DPPH, a maior capacidade encontrada foi de cravo-da-india. A
atividade antioxidante desta molécula € ligada aos compostos majoritarios
fendlicos, como o eugenol e seus derivados, juntamente com niveis menores de
B-cariofileno e a-humuleno (ASBAHANI et al., 2015). Esses compostos dao
origem a moléculas de hidrogénio, a partir de grupos hidroxilas fendlicas
presentes na estrutura moleculares dos 0leos, doando atomos para radicais e
prevenindo a oxidacdo de acidos graxos livres (CIESLA et al., 2016). Os
resultados encontrados por Alfikri et al., 2020 reforcam a importancia desses
ativos majoritarios que, ao avaliarem amostras de OE de cravo-da-india extraidos
em diferentes estagios de arvores jovens e maduras verificaram que a fase de
floracdo produziu a maior quantidade de 6leo, sendo composto majoritario
Eugenol, apresentando a melhor atividade antioxidante.

Objetivando verificar se as propriedades antioxidantes seriam
influenciadas com a associacdo entre OE de cravo-da-india e acido férmico, a
andlise de potencial antioxidante foi testada frente a mesma formulagdo
empregada na curva de morte. Avaliou-se que a associa¢cdo com acido organico
tornou a atividade antioxidante fraca. Isso pode ocorrer devido a supressao do
mecanismo de doacédo de elétrons da molécula de cravo para o radical livre DPPH
(LITWINIENKO E INGOLD, 2003). Resultados também obtidos por Quiroga et al.
(2019), que ao associarem a-terpineno com &cido acético, obtiveram uma baixa
atividade antioxidante pelo método de DPPH. Ao contrario dos achados por Lo
Scalzo (2008) e Pereira et al. (2010) que, ao verificarem o potencial antioxidante
de &cido mélico e citrico associados observaram sinergia e aumento da atividade
antioxidante. Os diferentes resultados encontrados na literatura reforcam a
importancia de verificar a manutencao das propriedades antioxidantes ao associar
compostos fendlicos a acidos organicos, visto a tendéncia de mercado em
substituir antioxidantes sintéticos por naturais, pois sao considerados mais
seguros (Quiroga et al., 2019).

A associacdo proposta entre acido formico e OE de cravo-da-india
apresenta afinidade a diferentes proteinas presentes nas bactérias, aumentando o
espectro de agdo e sua eficicia, sendo uma importante op¢éo de substituicdo aos

antibioticos utilizados na avicultura.
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CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou verificar as propriedades antimicrobianas e
antioxidantes de compostos ja comercializados no mercado de nutricdo animal.
Verificou-se que dos compostos testados, acido latico, acido formico, &cido
propidnico, OE de cravo-da-india e OE de alecrim possuem atividade
antimicrobiana frente a grande parte dos isolados testados. As menores CIM e
CBM foram avaliadas para acido férmico (0,03 mg/mL) e OE de cravo-da-india
(1,63 mg/mL), resultados que determinaram a associagdo entre 0S compostos
para avaliacdo do sinergismo.

A combinacdo entre os compostos foi sinérgica para S. Typhimurium
(ATCC 14028), S. enteritidis (ATCC 13076) e E. coli APEC e aditiva para S.
Gallinarum, determinando que as concentracfes de acido férmico e OE de cravo,
gquando associados, podem ser diminuidas mantendo-se as propriedades
antimicrobianas dos compostos. Além disso, foi possivel determinar que a
associacdo proposta entre acido formico e OE de cravo-da-india possuiu efeito
bactericida em 60 minutos de contato com 0s microrganismos, tempo necessario
para efeito no TGI de aves.

Através da metodologia in silico de Docking molecular, foi possivel
confirmar que, entre todos os compostos testados nesse trabalho, acido formico e
OE de cravo-da-india obtiveram maior afinidade a estruturas proteicas essenciais
a E. coli e Salmonella.

Na avaliacdo do poder antioxidante, o OE de cravo-da-india obteve a
menor taxa de inibicdo de 50% do radical livre (3,03 ug/mL), entretanto, ao
associar o mesmo com acido férmico a taxa de inibigéo é elevada (4227,6 ug/mL),
sendo considerada uma atividade antioxidante fraca.

Determinou-se através desse trabalho que acido formico e OE de cravo-
da-india apresentam o melhor potencial antimicrobiano para aplicacdo na nutricdo
animal e o OE de cravo isoladamente é a melhor aplicagcdo para atividade

antioxidante.
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