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RESUMO

A busca por produtos naturais que apresentam atividade antimicrobiana tem se intensificado devido ao
surgimento de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos. Entre os produtos que podem ser usados
em substituicdo aos melhoradores de desempenho, encontram-se os produtos de origem vegetal,
como os 6leos essenciais 0s quais tém se destacado pela acdo antimicrobiana. Assim o presente
estudo foi desenvolvido para avaliar a influéncia dos 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon
flexuosus) e cha-de-pedestre (Lippia aff. rotundifolia) sobre a microbiota intestinal de frangos de corte,
alimentados com dietas contendo 6leos essenciais. As dietas consistiram de: racdo controle (sem
antimicrobiano ou melhorador de desempenho), racdo controle com antibiéticos (Enramicina e
Salinomicina), racdo controle com 120mg de 6leo essencial de capim-limdo e ragdo controle com
120mg de 6leo essencial de cha-de-pedestre. O experimento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e trés repeticbes. Foram avaliadas a contagem de
aerobios mesofilos, coliformes totais e coliformes termo tolerantes e a presenca de E.coli e Salmonella
sp, nos seguimentos duodeno, jejuno e ileo. Ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos
(P<0,05), portanto o uso dos 6leos essenciais como aditivos em ragBes para frangos de corte, ndo
afetou a microbiota intestinal.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Capim-lim&o. Cha-de-pestre. Avicultura. Oleos essenciais.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira ocupa lideranca na exportacdo de carnes de frangos e ocupa a
terceira posicdo na escala de producéo desse produto (UBABEF, 2013). A eficiéncia alcancada
pelo setor esta relacionada a fatores de melhoramento dos processos de gestdo, genético,
manejo e nutricdo, bem como o controle sanitario (MAPA, 2012; NAAS, 2012).

Sabe-se que manutencdo da salde do trato intestinal de frangos é responsavel pelos
bons indices de desempenho e qualidade final do produto apresentado ao consumidor. Porém, o
sistema de producdo integrado aumenta os riscos de problemas sanitarios, uma vez que o
confinamento contribui para que as aves apresentem salde fragil, dependente de
quimioterapicos (DEMATTE FILHO, 2014).

A microbiota do trato intestinal age em simbiose em prol dos processos metabdlicos
eficientes, regulando a absorcdo dos nutrientes da dieta, modulagdo da imunidade,
antagonismos contra patégenos (AMIT ROMACH et a., 2004; OVIEDO-RONDON, 2009). Porém,
0 uso de aditivos quimicos pode alterar o equilibrio natural da microbiota e deixar residuos na
carne de frango, assim, criando resisténcia cruzada a bactérias patogénicas nos humanos
(RUTZ; LIMA, 2001).

Diante da possibilidade de contaminagcdo, a Comissédo Europeia decidiu proibir a
inclusdo dos melhoradores de desempenho na racdo dos animais. (Regulamento CE N°
1831/2003) (HUYGHEBAERT, 2011). Com essa proibicdo, as empresas de producdo de carne
de frango tiveram que se adaptar, melhorando praticas de gestdo e biosseguranca, selecéo
genética, controle ambiental das instalagbes e mudan¢as na composicao da dieta e programa
alimentar das aves (COSTA et al., 2011).

Diante dessa perspectiva e objetivando reduzir problemas econémicos, sanitarios e
fornecer produtos seguros e de qualidade aos consumidores, torna-se obrigatério estudos
consistentes da introducédo de alternativas para substituir o uso dos antimicrobianos nas dietas
dos animais. Dentre os produtos alternativos de atividade antimicrobiana, os 6leos essenciais
tém apresentado eficiéncia sobre os tratamentos convencionais (SILVA et al., 2010).

Portanto € importante que as pesquisas tenham novos enfoques, buscando produtos
alternativos que apresentem ag&o antimicrobiana no trato intestinal, utilizem mecanismos que
favoregcam a multiplicacdo de microrganismos capazes de aderir a mucosa intestinal e impedir a
proliferacdo de bactérias patogénicas (AHMAD, 2006). Dentre as alternativas procuradas
atualmente para substituicdo ao uso de antimicrobianos nas racdes animais, especialmente
avicolas, os 0leos essenciais além da importancia para as industrias alimenticias, pesquisas tém
apresentado como boa alternativa em substituicdo aos antibiéticos convencional (SILVA et al.,
2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetivou-se avaliar a microbiota do intestino de frangos de corte alimentados com
dieta contendo 6leos essenciais de cha-de-pedestre (Lippia aff.rotundifolia Cham.) e capim-liméo
[Cymbopogon flexuosus (Neesex Steud.) Stapf], em alternativa ao uso dos melhoradores de
desempenho.

2.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar o efeito dos 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus e Lippia aff. rotundifolia sobre
a microbiota do trato intestinal de frangos de corte;

e Comparar o efeito dos 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus e Lippia aff. rotundifolia
com a enramicina e salinomicina sobre a microbiota do trato intestinal de frangos de corte nos

segmentos do duodeno, jejuno e ileo;

e Determinar o NUmero Mais Provavel de coliformes totais, sobre o trato intestinal de frangos de
corte nos segmentos do duodeno, jejuno e ileo;

e Realizar a contagem em placas de aerdbios mesofilos no trato intestinal de frangos de corte
nos segmentos do duodeno, jejuno e ileo;

e Realizar a pesquisa e a contagem do Numero Mais Provavel de Escherichia coli no trato

intestinal de frangos de corte nos segmentos do duodeno, jejuno e ileo;

e Realizar a pesquisa de Salmonella sp. no trato intestinal de frangos de corte nos segmentos
do duodeno, jejuno e ileo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microbiota intestinal de aves

A exposicdo bacteriana dos animais aos microrganismos acontece por meio de
diversas vias: ragcdo, cama, agua, insetos e pessoal no momento do manejo, propiciando o
amadurecimento e o desenvolvimento das comunidades microbianas. Inicialmente, a microbiota
presente no trato intestinal das aves € imatura, e apresenta baixa diversidade, ha uma grande
diferenca entre a composicao bacteriana das aves dos 03 para os 49 dias de idade, e poucas
alteracdes entre os 14, 21 e 28 dias (LU et al., 2003). Apds a ecloséo, a microbiota intestinal das
aves nao esta totalmente estabelecida, tornando-as mais susceptivel a invasdo de patégenos
(LAN et al., 2005). Microrganismos variados sédo encontrados no trato digestério, como fungos,
protozoarios e bactérias, sendo este Ultimo parasito predominante (GABRIEL et al., 2006).

O numero e a composi¢do da microbiota variam ao longo do trato intestinal. O ceco é o
segmento que apresenta maior colonizacdo de microrganismos, sendo que nele estdo presentes
bactérias gram positivas e negativas (MAIORKA, 2004). O duodeno possui condi¢cdes
desfavoraveis ao desenvolvimento da microbiota devido a presenca de inUmeras enzimas,
pressédo elevada de oxigénio, presenca de compostos antimicrobianos como, por exemplo, sais
biliares, e movimentos de refluxos para a moela (GABRIEL et al., 2006). O ileo, por apresentar
ambiente com menor pressédo de oxigénio e menor concentracdo de enzimas e sais biliares, é
colonizado principalmente por anaerdbios facultativos como os Lactobacillus, Enterococcus e
coliformes (ZANINI et al., 2012).

Os fatores que influenciam na variacdo da composi¢cdo da microbiota do trato intestinal
sdo determinados pelo tipo de substratos adquiridos na dieta, concentracdes de sais biliares,
alteracbes no pH e a disponibilidade de oxigénio. Esses fatores irdo favorecer o
desenvolvimento de determinada comunidade microbiana (APAJALAHTI et al., 2004).

O equilibrio da microbiota intestinal pode ser afetado pelas condi¢des higiénicas e
sanitdrias da criagdo, estresse, alimentacdo inadequada e enfermidades, que podem
desencadear o aumento da proliferacdo bacteriana competindo por nutrientes da propria ave.
Alguns processos inflamatérios favorecem o espessamento da parede intestinal e podem
interferir nos processos de absorcao e excrecao de metabdlitos e toxinas (ITO et al., 2007).

Os individuos de uma comunidade de bactérias ndo vivem independentes entre si, mas
necessitam da interacao que estabelecem com as demais bactérias e com o proprio ambiente do
trato gastrointestinal. Se uma espécie de bactéria ndo desempenha um Unico papel para a
sobrevivéncia da comunidade, essa é eliminada por pressao de selegdo. Assim como qualquer
espécie menos adaptada é eliminada ao aparecer outra mais eficiente (APAJALAHTI, 2005).

Vérias atividades da microbiota intestinal podem provocar prejuizos as aves. Segundo
Visek (1978), os micro-organismos produtores de amdnia, que colonizam a parede intestinal, sdo

responsaveis pela reducdo da absor¢cdo de nutrientes e pelo aumento da velocidade de
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passagem do material em digestdo ao aumentarem a espessura da mucosa intestinal (leve
inflamacéo da parede intestinal com presenca de células inflamatérias, na lamina prépria).

A maturacéo do epitélio intestinal ocorre de forma sincronizada e pode ser estimulada
pela presenca e composicao da microbiota intestinal (CHERBUY et al., 2010; EL AIDY et al.,
2012). Sendo esta a primeira linha de defesa do hospedeiro. Além de participar da regulacdo da
permeabilidade celular, da expresséo de genes de células caliciformes e promocéo da secrecao
de peptideos antimicrobianos (LAPARRA; SANZ, 2010).

As comunidades bacterianas sdo dependentes uma das outras e do ambiente no qual
estdo inseridas, para crescer as bactérias necessitam de recursos fornecidos pelo habitat natural
ou por outras espécies bacterianas sinérgicas que vivem na mesma comunidade (APAJALAHTI
et al., 2004).

Uma microbiota equilibrada estimula & producao de vitaminas, inibe o crescimento de
patégenos e modulacdo do sistema imunoldgico. E quando estd em desequilibrio, pode induzir o
surgimento de doengas imunoldgicas e metabdlicas (JEURISSEN et al., 2002).

No ingluvio existe a predominancia de Lactobacillus spp. e Streptococcus spp.. Estas
bactérias formam uma camada com duas ou trés fileiras de células aderidas a superficie epitelial
para a producao de acido latico e acido acético. Também reduz o pH para < 5.0, controlando a
populacdo de Escherichia coli no papo, podendo ainda afetar a sua populagdo no intestino
delgado. No intestino delgado, onde o pH acido é neutralizado, também encontra Escherichia
coli espécies de Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, dentre outras.
Enquanto que nos cecos o predominio € de Lactobacillus, Enterococcus e Clostridium
(ALBUQUERQUE, 2005; MAIORKA, 2004; SANTANA et al., 2011).

As espécies que compdem a microbiota do trato gastrointestinal podem ser de origem
patogénica ou benéfica e desempenham fun¢cBes especificas. A populacdo patogénica é
responsavel por infec¢do, putrefacdo intestinal, producdo de toxinas, reducdo da digestao e
absorgdo de nutrientes. A populagdo benéfica atua na producdo de vitaminas, estimulagédo do
sistema imune, inibicdo de bactérias patogénicas, reducdo da producéo de gases e melhora da
digestéo e absorcao de nutrientes (JEURISSEN et al., 2002).

As bactérias que habitam o trato gastrointestinal podem estabelecer de duas formas:
em profunda associa¢do com epitélios ou livres na luz intestinal (fixadas ou ndo ao substrato da
dieta), sendo sua multiplicacdo, mais rdpida do que a eliminacdo pelo peristaltismo intestinal
(JEURISSEN et al., 2002).

De acordo com Santos et al. (2012), entender e controlar as possiveis mudancas na
microbiota intestinal possibilita adequar praticas de manejo que incluam de maneira racional os
aditivos usados para controlar a ecologia microbiana, com o objetivo de melhorar o desempenho

e diminuir situacdes de estresse ou de doengas.

3.2 Intestino delgado das aves
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O duodeno é um local de alta concentragao salina (secre¢do de sais biliares).
No limen, apresenta variacdo do pH entre 5,7 a 6,4 e camada espessa de muco. Embora o
meio seja indspito para o crescimento bacteriano, no muco ocorre colonizacéo de bactérias em
baixa concentracdo. Esse fato é devido ao curto periodo de permanéncia da dieta nesta porcéo,
cujo tempo nao é suficiente para a formacéo de colénias. Dessa forma sua deteccao é feita por
meio de técnica de metagendmica (DENBOW, 2000), sendo esta muito eficiente para medir
distancias filogenéticas entre organismos (PEREIRA, 2003).

O jejuno é o local do intestino delgado onde ocorre a maior parte da digestdo com acao
de enzimas pancredticas (lumen) e de membrana (enterécitos). Além dessas atividades, ocorre
a maioria dos transportes transepiteliais de nutrientes.

O pH é mais alcalino do que o duodeno, variando ao longo de sua extensédo de 5,8 a
6,6, podendo ocorrer variagdes na composicdo microbiolégica do segmento. As comunidades
colonizadoras sdo semelhantes ao duodeno, dominadas por fermentadores de acido lactico
(Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus) e também Clostridiales e Bacteroidetes (GONG et
al., 2007).

O ileo é a porg¢éo final do intestino delgado, onde ocorre a absorgéo de sais biliares e a
atuacéo de transportadores de mucosa. O pH é préximo a neutralidade, a renovacdo da camada
de muco € mais constante, devido a maior quantidade de células caliciformes em relagdo ao
duodeno e jejuno (CAMPOS, 2006). Devido a esses fatores, ocorre nimero maior de cepas
bacterianas nesta por¢do, que sdo encontradas aderidas & mucosa ou colonizando o local. As
bactérias acido-lacticas dominam o ambiente, principalmente Lactobacillus, também podem
ocorrer enterobactérias e Clostridium com maior ou menor nimero dependendo das condi¢cbes
dietéticas do animal (GONG et al., 2007; WISE; SIRAGUSA, 2007; VIVEROS et al., 2011).

3.3 Microrganismos indicadores de contaminacgéo

3.3.1 Coliformes totais

O grupo coliforme inclui espécies de bactérias que podem ser encontradas no trato
intestinal de humanos e animais de sangue quente, assim como no solo, podendo ser
diferenciadas em coliformes totais e fecais, também chamados de termotolerantes (SILVA et al.,
2006). O indice de coliformes totais € utilizado para avaliar as condi¢cbes higiénicas,
considerando que altas contagens indicam contaminacdo pds-sanitizagdo ou pés-processo,
tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicagdo durante o processamento e estocagem.

De acordo com Franco e Landgraf (2005), microrganismos indicadores, quando
presentes em alimentos, revelam contaminacao de origem fecal, presenca de patégenos ou um
potencial de deterioracdo do produto, além de indicar que as condi¢Bes sanitarias durante o
processamento, armazenamento e producéo foram inadequadas.

Bactérias dos géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter pertencem a

familia das Enterobacteriaceae, fermentadoras de lactose, produzem gas quando incubados a
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35-37°C, por 48 h. Apenas a E.coli tem como habitat primério o trato intestinal de animais e do
homem. Os demais sdo encontrados em fezes, mas podem ser encontrados no solo, nos
vegetais, onde persistem por tempo superior ao de bactérias como Salmonella e Shigella de
origem intestinal. A presenca de coliformes totais nos alimentos ndo indica contaminacao fecal
ou ocorréncia de enteropatégenos (FRANCO; LANDGRA, 2005).

3.3.2 Escherichia coli

As contaminac®es por E.coli, estdo entre as zoonoses de grande interesse tanto para a
saude humana quanto para a sanidade animal devido a incidéncia de morbidade em seres
humanos e animais (SAVIOLLI, 2010). As lesGes ocasionadas nas aves assemelham
geneticamente aquelas que aparecem nos seres humanos, essa relacdo é motivo de
investigacdo sobre a doenga, pois pode colocar em risco a saude dos consumidores
(ANDRADE, 2005).

Alguns patétipos da E.coli podem ser agrupadas de acordo com sua patogenicidade e
estdo associados em doencas que provocam lesdes em animais (BARNES et al., 2003; KNOBL
et al., 2006; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Entre os alimentos associados a surtos por E.
coli estdo a carne cruas e frangos, embora outros alimentos expostos a contaminacédo fecal
possam ser suspeitos (SILVA; SILVA, 2005).

Os prejuizos provocados pela E. coli, envolve gastos na saude publica para combater
a proliferacdo da doenga e nos frigorificos ocorrem a condenacéo total das carcagas. Dentre as
principais doencas que atingem os frigorificos estéo a colibacilose, hepatite, sindrome ascitica,
desidratacdo e contaminacdo pelas fezes. A colibacilose alcan¢a o indice de 19%, podendo
variar de acordo com as préaticas de manejo, sistema de criacdo e sanidade da granja avicola
(BORGES, 2006; SESTERHENN et al., 2011).

A producéo intensiva contribui para elevada disseminacdo da doenca proporcionando
condi¢cdes para multiplicacéo e instalagdo dos agentes infecciosos (GAMA, 2004). Portanto é
fundamental considerar que alguns fatores ambientais sdo considerados como fatores de risco,
pois podem possibilitar a disseminagdo deste patdégeno e devem ser analisados para promocéo
de medidas de controle (ANDREATTI FILHO, 2006).

3.4 Salmonella

Dentre os patdégenos veiculados na avicultura, destacam-se a Salmonella pela
importancia da disseminac@o e pelas enfermidades provocadas por bactérias do género. Ja
foram identificados mais de 2.610 sorovares potencialmente patogénicos para as espécies
animais diferentes (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

As salmonelas se multiplicam em pH proximo de 7,0, sendo que valores inferiores a
4,0 e superiores a 9,0 sdo bactericidas. Estas bactérias ndo toleram concentracdo de sal

z

superior a 9%, o nitrito é inibitério e o efeito € acentuado pelo pH acido. A temperatura de
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multiplicagdo considerada ideal para Salmonella é entre 35 e 37°C, sendo a minima de 5°C e,
maxima, de 47°C (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O trato intestinal é o reservatério natural das bactérias de aves domésticas como
ganso, pato, galinha e peru (CARDOSO; CARVALHO, 2006). Animais de vida livre expostos a
contaminacdo tornam-se portadores e dispersantes da bactéria, sendo estas liberadas por
particulas aerolizadas (DOUST; PRESCOTT, 2007). Dessa forma, a contaminacdo por
salmonela pode ocorrer pela inalacdo e degluticdo dessas particulas em ambientes de grandes
aglomeracgdes e sedimentadas em alimentos. O contato com animais infectados, a auséncia de
saneamento, tratamento inadequado do esgoto ou esterco, também séao fontes de contaminacéo
(FRIEND, 1999; BROWN, 2000).

Regulamentos nacionais e internacionais determinam normas para controlar a
presenca de microrganismos causadores de zoonoses em produtos de origem animal (SILVA,
1998). O Ministério da Agricultura, da Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), estabeleceu um
plano no pais, por meio da Instrugdo Normativa n° 70, chamado Programa de reducdo de
Patégenos — Monitoramento microbiolégico de controle de Salmonella sp. em carcacas de
frangos e perus, objetivando realizagdo do monitoramento do nivel de contaminac¢do por este
patégeno em locais de abate de aves (BRASIL, 2003).

3.5 Importancia zootécnica dos melhoradores de desempenho na salde das aves

Os antimicrobianos comeg¢am a ser utilizados na producdo animal a partir da década
de 50, com o objetivo de melhorar de forma mais efetiva a industria animal. Seu uso tem sido
questionado por estar associado a selecdo de algumas cepas bacterianas que demonstraram
ser resistente aos antibiéticos que tratam infeccfes especificas provocadas por alguns géneros
como a Escherichia coli, Salmonella spp. Campylobacter e Enterococcus spp. (HASHEMI;
DAVOODI, 2011).

O desenvolvimento dos antibiéticos constitui um dos avang¢os mais significativos depois
da descoberta das vacinas. A descoberta dos antibiéticos possibilitou o combate as infecgbes
bacterianas e a vacina, o combate as infec¢des virais. Essas descobertas permitiram grande
avanco na producdo animal e mudaram a indUstria, proporcionando maior eficiéncia.

No comeco da década de 1960, ocorreu a importacdo das primeiras linhagens hibridas
para corte e postura. Juntamente, foram introduzidas técnicas relativas ao manejo, alimentacao,
nutricdo, vacinas e equipamentos, compativeis com estes animais e as elevadas densidades
adotadas (ROSSI, 2005). Isso acarretou no uso, em larga escala, dos antimicrobianos, com fins
terapéuticos e como melhoradores de desempenho, permitindo prevenir e reduzir a mortalidade
por infeccdes clinicas e subclinicas. Além de melhorar o desempenho produtivo das aves
(FUKAYAMA et al., 2005).

O Ministério da Agricultura e Pecuéaria (MAPA), por meio da Lei n° 6.198, de 26 de
dezembro de 1974, estabelece o uso dos aditivos utilizados nas dietas dos animais por meio da

Instrugdo Normativa n°13, de 30 de novembro de 2004. Essa Instrucdo Normativa classifica os
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aditivos utilizados na produgdo animal em cinco categorias: tecnolégicos, nutricionais,
zootécnicos, sensoriais e anticoccidianos. Aditivos zootécnicos sdo utilizados para afetar de
forma positiva o desempenho dos animais. S&o distribuidos em trés grupos funcionais:
equilibradores da microbiota, digestivos e melhoradores de desempenho (BRASIL, 2004).

A acao dos melhoradores provoca modificacfes na microbiota intestinal, equilibrando
as populagles, pela reducdo de microrganismos produtores de toxinas no limen intestinal
(ALMEIDA, 2012). Esta acéo esta relacionada diretamente a dieta dos animais. Sendo a melhor
eficacia obtida quando os animais estdo expostos a condi¢cdes sanitarias inadequadas,
biosseguranca, manejo sanitario, ambiente e fatores de estresse (SHIVA et al., 2012).

A resisténcia contra os antimicrobianos ocorreu devido ao seu uso indiscriminado na
producdo animal, o que possibilitou o aparecimento de bactérias resistentes a alguns
antimicrobianos. A teoria de evolugcdo adaptativa acredita que esse fendmeno resulta de
processo de adaptacdo ao meio e essa resisténcia € transmitida aos descendentes. Além
desses fenbmenos, a mutagdo e a selecdo de genes comprovada pela biologia molecular,
também apresenta grande contribuicdo para a resisténcia dos antimicrobianos. Estes agentes
mutagénicos podem se manifestar em qualquer célula do organismo, ficando os genes
suscetiveis a mutacdo a medida que intensifica o periodo de administracdo (APTA et al., 2012).
Por esse motivo, a comunidade cientifica e os consumidores estdo preocupados com a
bioacumulagdo dos antibidticos nas carnes, os quais séo prejudiciais & saide humana (GODOI
et al., 2008).

Alguns antibioticos ja tiveram seu uso suspenso. Os melhoradores de desempenho
que sao permitidos pela legislacdo brasileira para uso em aves sdo: Avilamicina, Bacitracina
Metileno Disalicilato, Bacitracina de Zinco, Colistina, Clorexidina, Enramicina, Flavomicina,
Halquinol, Lincomicina, Tilosina e Virginiamicina. Os aditivos anticoccidianos permitidos s&o:
Amprolio, Amprolio+Etopabato, Clopidol+Metilbonzoquato, Diclazuril, Lasalocida, Maduramicina
Amonio, Maduramicina+Nicarbazina, Monensina, Narasina, Narasina+Nicarbazina, Nicarbazina,
Robendina, Salinomicina, Semduramicina+Nicarbazina (MAPA, 2014).

Devido a suspenséo de uso de alguns antibiéticos sem a devida substituicdo por outro
menos agressivo, Ferket (2003) observou perdas econémicas na producéo avicola. Tal perda se
deve & incidéncia de colibacilose e de enterite necrética causada por Clostridium perfringens em
aves.

Neste contexto, a busca por produtos alternativos deve ser incentivada como solucéo
para o problema, todas as possibilidades disponiveis (enzimas, pro-biodticos, pré-bidticos, acidos
organicos e 6leos essenciais), que sdo de conhecimento ainda restrito, mas podem ser usados
como alternativa ao uso dos antibioticos (JONES; RICKIE, 2003; GODOI et al.,2008).

3.6 Oleos essenciais como antimicrobianos

Os 6leos essenciais sdo substancias volateis, insoliveis em agua, complexos e

viscosos e, em meio aquoso, podem apresentar turbidez. Em aplicagbes veterinarias, os
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produtos extraidos de plantas sé@o considerados aditivos, demonstrando efeitos benéficos sobre
a salde e desempenho dos animais (HOOD et al., 2003; HASHEMI; DAVOODI, 2011).

A acédo antimicrobiana dos éleos essenciais ocorre devido ao efeito que o 6leo exerce
na estrutura da parede da célula bacteriana, promovendo a desnaturacdo e coagulacdo das
proteinas (DORMAN; DEANS, 2000). De acordo com 0s autores, o carater lipofilico dos 6leos e
seu acumulo nas membranas celulares levam ao rompimento da parede celular.

A eficiéncia antimicrobiana depende da constituicdo quimica do Oleo essencial
utilizado. Dentro de uma escala decrescente de acéo antimicrobiana tém-se os compostos: timol,
carvacrol, terpineol, eugenol, linalol, tujona, delta-3-careno, geranil acetato, citral, nerol, geraniol,
mentona, beta-pineno, limoneno, alfa-pineno, borneol, sabineno, gama-terpineno, citronela,
terpinoleno, 1,8-cineol, bornil acetato, éter metil carvacrol, mirceno, cariofileno, alfa-bisabolol,
alfa-felandreno, alfa-humuleno, bocimeno, aromadendreno e para-cimeno (BUDKA; KHAN,
2010).

Knowles (2002) menciona que no grupo dos 0leos, carvacrol e timol podem substituir
0s antibiéticos. O carvacrol atua sobre leveduras, fungos e microrganismos gram positivos e
gram negativos, e o timol, apesar de apresentar estrutura bastante semelhante ao carvacrol,
difere apenas no grupo hidroxila, com localizagdo diferente no anel fenélico (ULTEE et al., 1999).
A acdo do carvacrol e do timol se deve & sua acéo lipofilica na membrana celular e sua
capacidade de dispersar as cadeias de polipeptideos formadoras da matriz e da membrana
celular (NOSTRO et al., 2004). Atuam provocando mudancgas na permeabilidade e atividade da
membrana.

Pesquisas in vivo devem ser realizadas objetivando identificar os mecanismos de acao
dos diversos principios ativos. Existem grandes variagdes nos efeitos biolégicos resultantes da
utiliza¢@o dos produtos naturais. Dessa forma, diferentes abordagens experimentais devem ser
utilizadas (WINDISCH et al., 2007).

3.6.1 Oleo de capim-lim&o (Cymbopogon flexuosus)

Pertence ao género Cymbopogon, da familia Poaceae, (CRONQUIST, 1988).
O género possui inUmeras espécies, entre elas a palma-rosa (C. martini), a citronela
(C.winterianus) e o capim-limdo, que designa duas espécies semelhantes: Cymbopogon citratus
e Cymbopogon flexuosus (CASTRO; RAMOS,2002).

As duas espécies sdo originarias da Iindia, introduzidas no Brasil no Periodo Colonial,
adaptadas ao clima e ao solo devido a sua resisténcia as variagbes ambientais. Seu
desenvolvimento ocorre melhor em regides de clima quente e Umido, com boa disponibilidade
luminosa (ORTIZ et al., 2002).

E uma planta perene, ereta, cespitosa, de 0,6 até 3 m de altura, com caule rizomatoso
muito ramificado, escuro, curto, semi-subterrdneo e palhoso. Dos rizomas partem colmos em

tufos eretos e folhosos. Suas folhas verde-grisaceas com veios bem visiveis na face inferior e de
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cor verde-brilhante e lisa na face superior sdo estreitas e longas (0,5 a 1m), asperas e margens
cortantes (CASTRO; RAMOS, 2002; LORENZI; MATOS, 2003).

As duas espécies sdo conhecidas por nomes populares como capim-cidreira, capim-
santo, capim-cidro, erva-cidreira, cha-de-estrada, capim-de-cheiro e lemongrass (CASTRO;
RAMOS, 2002).

O capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) apresenta maior producdo de massa e,
consequentemente, maior producdo de 6leo essencial, além de ser mais resistente a doencas
gue o C. citratus (MAY et al., 2008). Da planta séo obtidos os 6leos essenciais mirceno, geraniol
e citral, este Ultimo usado industrialmente como flavorizante, além de ser matéria-prima na
sintese de iononas e vitamina A (SIMOES et al., 1998). Os mesmos autores citam que o citral
isolado mostra atividade antiespasmédica e relaxante da musculatura lisa de cobaias de
camundongos, além de apresentar atividade antibacteriana e fungicida.

O citral (3,7-dimetil -2,6-octadienal) é o principal componente do capim-lim&o
(ADUKWU et al.,2012). Trata-se de aldeido alifatico, composto pela mistura dos isémeros neral
(citral b ou cis-citral) e geranial (citrala ou trans-citral) (CASTRO; RAMOS, 2002). Outros
componentes podem estar presentes em menores por¢des no 6leo essencial de capim-limao:
mirceno, linalol e geraniol (MILLEZI et al., 2012), limoneno e a-pineno (ADUKWU et al., 2012).

O capim-limao possuiu aroma semelhante ao do liméo, dai surgiu a origem do nome
popular. Esta planta é utilizada ha muitos anos na culinaria asiatica e utilizado como cosmético
na india, além de ser uma planta medicinal conhecida mundialmente (GANJEWALA, 2010).

Seu 6leo essencial apresenta cor e odor caracteristico, com diversas funcdes
biolégicas comprovadas como antimicrobiana (ADUKWU et al., 2012; MILLEZI et al., 2012),
anticancerigena (SHARMA et al., 2009), antifingica, antioxidante (GUIMARAES et al., 2011),
antisséptica, sedativa e antidepressiva (COSTA et al., 2005). Possui ainda aplicacdo no ramo
dos flavorizantes de alimentos, perfumes e fragrancias de cosméticos (COSTA et al., 2005),
sendo que o principio ativo é utilizado na fabricagdo de medicamentos para sintese de
precursores da vitamina A (PRINS et al., 2008).

De acordo com Azevedo et al. (2015), o 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon
flexuosus apresenta atividade antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli isoladas de aves,

inibindo o crescimento microbiano na concentragéo de 160 pL mL-1.

3.6.2 Oleo de cha-de-pedestre (Lippia aff. rotundifolia)

O cha-de-pedestre (Lippia aff. rotundifolia) é planta endémica do Cerrado brasileiro,
pouco estudada, embora promissora. Segundo Gomide et al. (2013), o componente majoritario
do dleo essencial € o B-mirceno e o farnesol. Recebe diversas denomina¢Bes conforme a
localidade: cambard, alecrim-do-campo, erva-cidreira-do-campo, falsa melissa, capitdo-do-mato,
chéa-de-frade. Apresenta caracteristicas semelhantes as da espécie L. lacunosa, o que dificulta a

separacéo das duas espécies (LEITAO et al., 2008).
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Souza et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cha-de-
pedestre na concentragdo de 160uL/mL sobre o micro-organismo S. aureus e E. coli frente a
enterobactéria isolada de aves, e concluiu que essa espécie vegetal possui efeito
antimicrobiano. Azevedo et al. (2015), encontraram efeitos satisfatério sobre o desempenho e
rendimento de carcaca de frangos de corte utilizando 6leo essencial de cha-de-pedestre como
aditivo na racdo. Portanto, o 6leo pode ser utilizado como aditivos em racdes de frangos em

substituicdo aos antimicrobianos, sem prejuizo para rendimento de carcaca e desempenho.

3.7 Fatores que influenciam a atividade antimicrobiana dos éleos essenciais

A composicdo quimica e teor dos Oleos essenciais variam de acordo a espécie, as
condi¢gdes ambientais, tratos culturais quanto ao cultivo e procedimentos pré e pds-colheita bem
como a temperatura de secagem também influenciam a atividade desse metabdlito (DI STASI,
2002; KAMEL, 2001). A espécie Rosmarinus officinalis pode ser citada como exemplo de
alteracdo do efeito antimicrobiano em relacdo a época de colheita, em que a maior atividade

desta espécie € obtida em amostras colhidas na primavera (CELIKTAS et al., 2007).

3.7.1 A acdo dos 6leos essenciais no trato intestinal de aves

Quanto ao uso dos Oleos essenciais nas ra¢des animais, a Europa autoriza 0 seu uso
pela Diretiva do Conselho 70/524/EEC, Cap. lll, que se refere ao uso de substancias aromaticas
e apetentes, enquanto os EUA reconheceram como substancia segura para ser usada na
alimentacdo dos animais e dos seres humanos (Code of Federal Regulations, Title 21, v.6; Part
582). Diversos tipos de 6leos sdo utilizados nas dietas de frango de corte. Dentre as plantas
mais utilizadas destacam-se: canela, tomilho, pimenta e orégano. Os principios ativos presentes
nos o6leos essenciais de plantas sdo responsaveis por estimular o desenvolvimento de enzimas
digestivas e apresentarem acédo bacteriana (SANTURIO et al., 2007; ZHOU et al., 2000).

Bona et al. (2012) avaliaram a inclusdo de composto vegetal & base de éleo essencial
de alecrim (cineol), canela (cinamaldeido) e extrato de pimenta vermelha (capsaicina) e orégano
(carvacrol) para controle de Eimeria, Clostridium perfringes e Salmonella em frangos de corte,
verificaram a redugéo de enterites especificas por Eimeria maxima e Eimeria tenella aos 29 dias
de idade, redugédo na colonizagao de Clostridium perfringens no contetido de ceco das aves. O
composto utilizado proporcionou ainda a reducdo na excrecdo de Samonella nas aves, 72 horas
apos inoculagéao.

Pesquisa realizada por Akabarian et al. (2013) incluiram 6leo essencial de Curcuma
xantrhorrhiza (ar-curcumeno, -curcumeno, xanthorhizol) extrato da casca de laranja e extrato da
casca de lim&o na dose de 400mg/kg de racéo, foi avaliada na dieta para frangos criados em
condicbes de estresse térmico. Os extratos da casca de limdo e laranja proporcionaram a
diminuicdo na contagem de coliformes no ileo. O 6leo de curcuma reduziu a contagem de

coliformes no ceco em relag@o ao grupo controle.
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Schelz et al. (2006), pesquisando a atividade do 6leo de hortela-pimenta e os seus
constituintes principais, como o mentol, demonstraram que possuem acédo e sdo capazes de
eliminar os plasmideos resistentes de bactérias.

Aves da linhagem Coobb, suplementadas com 300 mg kg! de 6leo essencial de
orégano, em dieta basal de trigo e farelo de soja, desafiadas com Eimeria tenella, obtiveram
resultados positivos para ganho de peso e melhor converséo alimentar, em comparagdo ao
grupo controle que ndo recebeu suplementagdo. No entanto, os resultados foram inferiores
guando comparados aos cocccidiostaticos (lasalocida) do grupo infectado e tratado
(GIANNENAS et al., 2003).

Pesquisa realizada por Mitsch et al. (2004), usando mistura de 6leos essenciais (timol,
carvacrol e eugenol), curcumina e piperina, observaram reducéo da concentragédo de Clostridium
perfringens no jejuno aos 14 e 30 dias de idade e na cloaca em 14 dias. Os resultados indicam
que a mistura dos componentes dos 6leos essenciais pode controlar a colonizacdo de
Clostridium perfringens e sua disseminacado no intestino de aves, podendo evitar problemas com
a enterite necrética.

Contudo, bactérias gram negativas tendem a ser menos sensiveis aos Oleos
essenciais e extratos de plantas que as gram positivas, isso porque elas possuem superficie
hidrofilica, que cria barreira a permeabilidade das substancias hidrofébicas como os 6leos
essenciais (CHAO; YOUNG, 2000). Entretanto, como a maioria das bactérias presentes no
intestino das aves s@o gram positivas, os 6leos essenciais agem sobre estas e podem ocasionar
a morte de bactérias gram negativas patogénicas (BONA et al., 2012).

O numero significativo de estudos sobre a utilizacdo de Oleos essenciais e seus
componentes contra bactérias multi resistentes, indicam o potencial excepcional destes produtos
naturais para limitar o desenvolvimento de resisténcia antibacteriana. Além disso, o uso de éleos
essenciais e seus componentes, em combina¢cdo com os antibidticos podem aumentar a
susceptibilidade bacteriana, limitando assim a resisténcia (FALEIRO; MIGUEL, 2013).

Quanto ao método adotado para administracdo dos 6leos essenciais, ndo ha padrao
especifico quando comparados com antibidticos padrdo. Como cada planta tem sua
especificidade, a dosagem adequada depende do principio ativo da planta.

A microdiluicdo em placa € um método bem utilizado em andlise microbiolégica de
extratos vegetais (MENDES et al., 2011). Com este método € possivel obter a Concentragédo
Minima Inibitéria (CMI) ou a Concentragdo Minima Bactericida (CMB), devido a sua sensibilidade
e uso de pequenas quantidades de reagentes, o que possibilita maiores nimeros de réplicas,
aumentando a confiabilidade dos resultados.

Aligiannis et al. (2001), propuseram que, com base nos resultados de concentracédo
inibitéria minima, os vegetais recebessem determinada classificacdo, considerando os valores:
até 500 ug-ml! - forte inibicdo; 600 a 1500 pg/mli- inibicdo moderada e, acima de 1600 ug-ml?* -
fraca.

Santurio et al. (2007), avaliando a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de

orégano, tomilho e canela, sobre 20 sorovares de Salmonella, observaram a atividade de alguns
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Oleos sobre determinadas sorovares. No método da Concentragdo Minima Bactericida (morte
bacteriana) o 6leo de orégano em concentracées abaixo de 500ug- mlit foi efetivo em 10 (50%)
dos sorovares estudados, mas o mesmo resultado ndo foi observado utilizando os 6Gleos de
tomilho e canela, que ndo apresentaram a mesma eficiéncia.

Nazer et al. (2005) avaliaram o potencial antimicrobiano dos principios ativos dos
compostos timol, eugenol, geraniol e citral, carvacrol, acidos pirofosforico, citrico, acético e
lactico, frente a S. typhimurium. Assim, os mais efetivos foram o timol e o carvacrol, sendo que
0s compostos apresentaram menores concentragdes inibitérias que os acidos organicos. As
combinacdes dos compostos aromaticos e dos acidos organicos se mostraram eficientes contra

a S. typhimurium.
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4 ARTIGO

4 .1 ARTIGO - Influéncia dos 6leos essenciais de capim-limédo e cha-de-pedestre na saude
intestinal de frangos de corte.
(Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria

e Zootecnia)
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RESUMO: A busca por produtos naturais que apresentam atividade antimicrobiana tem se intensificado
devido ao surgimento de cepas bacterianas resistentes a antibidticos. Entre os produtos que podem ser
usados em substituicdo ao uso dos melhoradores de desempenho, encontram-se os produtos de origem
vegetal como os bleos essenciais, que tém se destacado pela agdo antimicrobiana. Assim o presente estudo
foi desenvolvido para avaliar a influéncia dos 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) e
cha-de-pedestre (Lippia aff. rotundifolia) sobre a microbiota intestinal de frangos de corte, alimentados
com dietas contendo 6leos essenciais. As dietas consistiram de: ragdo controle (sem antimicrobiano ou
melhorador de desempenho), racéo controle com antibi6tico (Enramicina e Salinomicina), ragdo controle
com 120mg de 6leo essencial de capim-liméo e ragdo controle com 120mg de 6leo essencial de cha-de-
pedestre. Foram avaliadas a contagem de aerébios meséfilos, coliformes totais e coliformes termo
tolerantes e a presenga de E.coli e Salmonella sp, nos seguimentos do duodeno, jejuno e ileo. Os 6leos
essenciais de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) e cha-de-pedestre (Lippia aff. rotundifolia) ndo
promoveram alteragBes significativas na microbiota intestinal de frangos de corte em comparac¢do aos
grupos controle positivo e controle negativo.

PALAVRAS-CHAVE: plantas medicinais. Capim-limao. Cha-de-pestre. Avicultura. Oleos essenciais.

ABSTRACT: The search for natural products that presents antimicrobial activity has intensified due to
the appearance of bacterial strains resistant to several antibiotics. Among the products that can be used in
substitution for the use of performance improvement are products of plant origins such as essential oils,
which have been highlighted by the antimicrobial action. Thus the present study was developed to
evaluate the influence of essential oils of lemongrass (Cymbopogonflexuosus) and pedestrian tea
(Lippiaaff. Rotundifolia) on the intestinal microbiota in the content of the small intestine of the broilers in

the cut-off period to 1 to 42 days, diets foods containing: ration control diet (Without antimicrobial or
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performance improver), ration control diet with antibiotic (Enramycin and Salinomycin), control ration
with 120 mg of lemongrass essential oil, control ration with 120 mg of oil Essential of pedestrian tea. The
birds were distributed in a completely randomized design, with four treatments and three replicates. The
count of mesophiles and coliforms and the presence and absence of E.colie, Salmonella, were evaluated.
There were no significant differences between the treatments (P <0.05), so the use of essential oils in

ration to broiler feeds from the 120mg concentration, it did not affect the intestinal microbiota.

KEY WORDS: Essential oils. Lemongrass. Pedestrian tea. Gastrointestinal tract. Poultryfarming.

INTRODUCAO

O equilibrio dindmico existente entre a mucosa intestinal e o conteddo luminal proporciona
salde gastrointestinal das aves, permitindo que atinjam o desempenho zootécnico esperado, boa
conversdo alimentar e ganho de peso. Portanto é importante manter o trato gastrintestinal saudavel, com
caracteristicas anatdbmicas e estruturais preservadas e funcionando dentro do limite conhecido como
normal (SILVA, 2010).

As enteropatias que acometem as aves possuem causas infecciosas e ndo infecciosas e suas
interaces e combinagdes podem levar a quadros graves de diarreias ou enterites que comprometem 0s
processos digestivos. Alguns fatores desencadeadores podem estar relacionados ao hospedeiro como,
sexo, estado imune, linhagem e idade. A composi¢do e tipo de dieta, presenca de substancias
antinutritivas podem comprometer os processos digestivos. Falhas no processo de higiene, qualidade
fisico-quimica e microbioldgica da &gua, desinfec¢bes e o sistema de manejo, podem desencadear as
doencas imunossupressoras das aves (ITO et al., 2009).

Para prevenir as enfermidades entéricas € necessario que o sistema digestorio apresente
caracteristicas na sua estrutura que possibilite a ingestdo e passagem do alimento no trato. Além disso, as
barreiras existentes no limem intestinal sdo importantes na prevencao de doencas (BOLELI et al., 2002).

Para diminuir os prejuizos provocados pela ampla distribui¢do bacteriana no intestino de aves,
agentes antibacterianos tém sido incorporados na ragdo animal. S&o vérias as vantagens e beneficios
alcancados por seu uso na manutencdo da salde do trato intestinal das aves como, favorecimento dos
processos de absorcdo, conversdo alimentar e reducdo da mortalidade. Com a pratica do seu uso 0s
antimicrobianos passaram a ser chamados de promotores de crescimento (BUTAYE et al., 2003).

Devido a preocupacdo com o desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibidticos, a
Comissao Europeia proibiu a inclusdo dos melhoradores de desempenho na racdo dos animais, conforme
Regulamento CE N° 1831/2003 (HUYGHEBAERT, 2011). Com a exclusdo destes antimicrobianos, as
empresas de producdo de carne de frango tiveram que se adaptar, melhorando préaticas de gestdo e
biosseguranca, selecdo genética, controle ambiental das instalagdes, mudancas na composicdo da dieta e
programa alimentar das aves (COSTA et al., 2011). Para reduzir perdas na produtividade, aditivos
alternativos como as enzimas exdgenas, prebioticos, probidticos e compostos fitogénicos e 6éleos
essenciais estio sendo estudados (ARAUJO et al., 2007).
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Os dleos essenciais séo substancias volateis, insolGveis em agua, complexos e viscosos e, em
meio aquoso, podem apresentar turbidez. Em aplicacdes veterinarias, os produtos extraidos de plantas sdo
considerados aditivos, demonstrando efeitos benéficos sobre a salde e desempenho dos animais (HOOD
etal., 2003; HASHEMI; DAVOODI, 2011).

O capim-limdo (Cymbopogon flexuosus L.) é uma planta aromatica, produtora de 6leo
essencial, tendo como constituintes majoritarios o mirceno, geraniol e citral (SIMOES et al., 1998). Esta
planta ja possui seu espago consolidado no mercado devido a sua acgao terapéutica como antiespasmodica
e relaxante da musculatura lisa de cobaias de camundongos, além de apresentar atividade antibacteriana,
fungicida e antimicrobiana contra a S. aureus e E. coli isoladas de aves (CASTRO; RAMOS, 2002; MAY
et al., 2008; ADUKWU et al., 2012).

O Ché-de-pedestre (Lippia aff. rotundifolia) espécie também aromatica, apresenta o B-mirceno
e o farnesol como compostos majoritarios (LEITAO et al., 2008). Possui atividade antimicrobiana contra
S. aureus e E. coliisoladas de aves (SOUZA et al.,(2015). Também atua como nutracéutico quando
adicionado na ragdo, promovendo o desempenho e rendimento de carcaca em frangos de corte
(AZEVEDO et al., 2015).

De acordo Dorman e Deans (2000), o efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais ocorre devido
ao efeito que o dleo exerce na estrutura da parede da célula bacteriana, promovendo a desnaturagdo e
coagulagdo das proteinas. Embora essas espécies vegetais possuam agdes antimicrobianas, sdo poucos o0s
estudos com os 6leos essenciais como aditivos naturais na nutricdo animal. Por isso faz-se necessario
aprofundar o conhecimento acerca de suas a¢des na microbiota intestinal dos frangos de corte. Para tanto,
objetivou-se avaliar a influéncia dos 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) e cha-de-

pedestre (Lippia aff. rotundifolia) na microbiota intestinal de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Criacéo das aves e Coleta das amostras

O experimento foi conduzido no setor de avicultura do ICA/UFMG, entre 0s meses de janeiro a
fevereiro de 2015. O material experimental foi cedido do projeto n°. 277 / 2015 (Qualidade de carcaca,
perfil metabolico e hematoldgico de frangos de corte alimentados com ragdo contendo éleos essenciais).
Selecionou-se 150 pintos de um dia de idade da linhagem Coob500, mistos, alojados em 30 gaiolas (60 x
35 x 100 cm) com comedouros e bebedouros. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e trés repeticdes de 10 animais. Os tratamentos foram: 1) Controle
negativo - racdo formulada conforme niveis nutricionais recomendados por Rostagno et al.(2011), sem
antimicrobiano ou melhorador de desempenho; 2) controle positivo - racdo suplementada com 10 ppm de
enramicina e 42 ppm de salinomicina; 3) capim-limao - ragdo com 120mg de 6leo essencial de capim-
limdo para cada kg™ de peso vivo dos animais; 4) cha-de-pedestre -ragdo com 120mg de dleo essencial de

cha-de-pedestre para cada kg*de peso vivo dos animais. A dose utilizada no experimento foi definida a
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partir da atividade antimicrobiana apresentada pelos 6leos essenciais de cha-de-pedestre (SOUZA et al.,
2015) e capim-limao (AZEVEDO et al., 2015) em avalia¢Ges in vitro preliminares.

O planejamento nutricional foi dividido em quatro fases: pré-inicial (01 a 07 dias), inicial (08 a
21 dias), crescimento (22 a 33 dias) e final (34 a 42 dias), sendo as ra¢cdes fornecidas a vontade durante
todo o periodo experimental, na forma farelada, conforme apresentado na Tab. 1.

Tabela | - Composicao das dietas experimentais

Ingrediente Pré-inicial Inicial Crescimento Final
Milho (%) 51,7800 54,1000 57,1890 60,2600
Farelo de soja 46% (%) 40,6000 37,4900 33,7500 30,2000
Oleo de soja (%) 3,4840 4,4940 5,1530 5,6520
Fosfato bicalcico (%) 1,9230 1,5710 1,3380 1,1180
Calcério calcitico (%) 0,8750 0,9100 0,8650 0,7780
Sal comum (%) 0,5080 0,4830 0,4580 0,4460
DL-Metionina (%) 0,1720 0,1470 0,1420 0,1320
L-Lisina (%) 0,0970 0,0640 0,0750 0,1020
Cloreto de colina (%) 0,0625 0,0550 0,0500 0,0375
Premix min. (%) ® 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500
Premix vit. (%) @ 0,0500 0,0400 0,0300 0,0200
Inerte (%) 0,4000 0,6000 0,9000 1,2000
Total (%) 100,00 100,00 100,00 100,00
Aditivos
Coccidiostatico (%) © 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500
Antimicrobiano (%) @ 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125
OE capim-lim&o(%) ® 0,0220 0,2100 0,5000 0,6330
OE cha-de-pedestre(%) ® 0,0220 0,2100 0,5000 0,6330
OE capim-limao/cha-de-pedestre(%) © 0,011 0,105 0,251 0,317
Nutrientes
PB (%) 22,47 21,25 19,84 18,43
EM (Kcal/kg™) 2972,86 3069,92 3165,93 3215,51
Fosforo disponivel (%) 0,47 0,401 0,351 0,309
Célcio (%) 0,92 0,841 0,754 0,663
Sédio (%) 0,22 0,21 0,2 0,2
Lisina (%) 1,32 1,22 1,13 1,06
Metionina (%) 0,52 0,48 0,45 0,43

®Premix Mineral contendo por kg™ do produto: Cu (min) 15 g.kg?; Fe (min) 100 g.kg*; Mn (min) 140 g.kg*; Zn (min) 100
g.kg™; 1 (min) 2.400 mg.kg?; Se (min) 400 mg.kg™;inclusdo de 500g/t de rag&o.® Premix Vitaminico Inicial contendo por kg™
do produto: Vit. A (min) 14.000.000.00 Ul.kg*; Vit. D3 (min) 4.400.000.00 Ul.kg; Vit. E (min) 22.000.00 Ul.kg™; Vit. K3
(min) 3.200.00 mg.kg; Vit. B1 (min) 4.000.00 mg.kg™; Vit. B2 (min) 10.000.00 mg.kg™; Vit. B6 (min) 6.000.00 mg.kg?; Vit.
B12 (min) 24.000.00 mcg.kg™; Niacina (min) 70.00 g.kg™%; Acido Pantoténico (min) 26.00 g.kg™; Acido Félico (min) 1.600.00
g.kginclusdo de 500g/t de ragdo. Premix Vitaminico de Crescimento contendo por kg?! do produto: Vit. A (min)
12.000.000.00 UlLkg?; Vit. D3 (min) 4.000.000.00 ULkg™; Vit. E (min) 20.000.00 ULkg™; Vit. K3 (min) 3.200.00 mg.kg™;
Vit. B1 (min) 2.800.00 mg.kg?*; Vit. B2 (min) 8.000.00 mg.kg™; Vit. B6 (min) 4.000.00 mg.kg*; Vit. B12 (min) 20.000.00
mcg.kg?; Niacina (min) 60.00 gkg®; Acido Pantoténico (min) 22.00 gkg?; Acido Félico (min) 1.200.00 g.kg™.
®Coccidiostatico Salinimicina para todas as fases, na quantidade 500 g/t de racdo. ®Antimicrobiano Enramicina para todas as
fases, na quantidade 125 g/t de racdo. ®@Oleo essencial de C. Cymbopogon flexuosus/Lippia rotundifolia nos tratamentos

correspondentes. ®Quantidade de cada um dos 6leos essenciais no tratamento “associacio”.
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Fonte: AZEVEDO et al. (2017).

O oleo essencial de capim-limao foi adquirido junto a empresa Ferquima Inddstria e Comércio
LTDA (Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e 0 6leo de cha-de-pedestre, adquirido de produtores da
Fundacdo Universidade do Vale do Jequitinhonha Cooperativa (Serro, distrito de Sdo Gongalo do Rio das
Pedras, Minas Gerais, Brasil), ambos extraidos pelo método de arraste a vapor e acondicionados em
frascos de 500ml. Os 6leos passaram pela analise de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (CG-EM). Posteriormente, os 6leos foram convertidos em microcapsulas pela empresa Croma
Microencapsulados (Sédo Paulo, SP-Brasil), pelo método de coacervagcdo com polimeros comestiveis,
visando evitar perda dos dleos por volatilizagdo, bem como minimizar odor e sabor desagradaveis na
racdo (AZEVEDO et al., 2017). Apds a microencapsulagdo e inclusdo na racgdo, foi realizada nova anélise
na qual os compostos volateis dos dleos foram extraidos por headspace estatico e analisados por CG-EM.
Aos 43 dias foram selecionadas duas aves de cada parcela experimental macho e fémeas, com peso até
10% acima ou abaixo da média que foram abatidas, apds jejum de 8 horas, por sangria na veia jugular,
depenadas, escaldadas e evisceradas.

Ap0s o abate, foram coletados assepticamente material presente no conteddo intestinal de partes
do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte. De cada ave foram coletadas trés amostras, totalizando
vinte e quatro amostras por tratamento e setenta e duas no total. As amostras foram transferidas para

frascos de coleta devidamente identificados, acondicionados e mantidos sob refrigeracdo para analise.

Procedimentos microbiolégicos

As metodologias utilizadas nas analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com
métodos descritos por Silva e Junqueira (2010).

Para analise de coliformes, foram pesadas 5 gramas (g) da amostra e adicionados 4,5 ml de &4gua
peptonada, obtendo a diluigdo 10 . A seguir foram realizadas as diluigdes decimais seriadas até obter a
diluicdo 10

Para a contagem de bactérias aerébias mesodfilas foram retiradas assepticamente 1 mL das
amostras das diluicBes 10, 102, 103, 104, 10°, 10 e pipetadas em placas de Petri, em duplicata e
esterilizadas, contendo o meio PCA (Agar Padrdo para Contagem), utilizando swabs para fazer
estriamentos na superficie das placas. As placas foram incubadas em posi¢do invertida a 37°C por 24 h.
Transcorrido o tempo de incubacgdo, foram consideradas para contagem somente as placas da mesma
diluicdo que apresentaram de 25-250 coldnias. A contagem foi feita multiplicando a média aritmética das
mesmas pelo respectivo fator de diluicdo e expresso o resultado em Unidades Formadoras de colbnia de
amostra (UFC/g).

Para analise de coliformes totais e coliformes a 45 °C, dos tubos com dilui¢des 101, 102, 103
foram transferidos para trés séries de tubos contendo o caldo Verde Brilhante com tubos de fermentacao

(tubos de Durham) para pesquisa de coliformes e incubados a 35°C por 24 h. A positividade do teste é
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observada quando ocorre a produgdo de gas no interior dos tubos. Foi anotado o ndmero de tubos Verde
Brilhante com gas confirmativo de coliformes totais e determinado o NMP/g em tabela de NMP
apropriada as diluices inoculadas, sendo o resultado expresso em NMP de coliformes totais g*. Dos
tubos com gas confirmativo, foi passada uma algcada para o Caldo E.C., contendo tubos de Durham e
incubado a 45°C por 24 h. A positividade do teste foi observada pela formacdo de gas no interior dos
tubos de fermentagdo (tubos de Durham).

Toda subcultura positiva em caldo EC foi repicada para agar Eosina Azul de Metileno - EMB
com a al¢a de platina, fazendo estrias (por esgotamento). Para cada tubo positivo de EC corresponde uma
placa de 4gar EMB identificada. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Transcorrido este tempo,
verificou-se o crescimento de colbnias caracteristicas de E.coli, ou seja, colénias com 2 a 3 mm de
diametro, com brilho metalico esverdeado correspondente a cada tubo. Das placas positivas foram
retiradas de 2 a 3 colbnias e repicadas para tubos Rugai que foram incubadas a 37°C por 24 horas. A
identificacdo positiva foi feita utilizando provas bioquimicas do IMVIC (Indol, Vermelho de Metila,
\oges- Proskauer e Citrato).

Na pesquisa de Salmonella sp. foi utilizado o enriquecimento seletivo, onde aliquotas de 0,1 e
Iml dessa cultura pré-enriquecida foram transferidas, respectivamente, para tubos contendo 10ml do
meio liquido Rappaport-Vassiliadis e tubos contendo 10 ml de meio liquido selenitocistina. Esses tubos
foram incubados a 37°C por periodo de 24 h. Apés esse periodo, constatado o turvamento, foram retiradas
assepticamente uma algada da amostra, utilizando alga de niquel-cromo e semeadas em placas contendo
0s meios seletivos indicadores: Salmonella Shigella, Bismuth Sulphite Xilose Lisina Desoxicolato e
incubadas por 24 h sob a temperatura de 37°C. A leitura foi considerada positiva quando ocorreu

crescimento nas trés placas de Petri inoculadas.

Andlise estatistica

Os resultados das analises microbioldgicas de contagem de Mesofilos e Coliformes, presenga e
auséncia de E.coli e Salmonella sp. foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oleos essenciais apresentaram semelhangas quanto ao seu potencial frente as espécies
bacterianas estudadas. Quando comparados entre si, verificou-se que os 6leos de capim-liméo e cha-de-
pedestre, ndo demonstraram diferengas estatisticas quanto ao seu poder inibidor sobre a E. caoli,
Salmonella sp, mesdfilos e coliformes totais. Ndo houve aumento expressivo na taxa de crescimento dos
microrganismos em comparagao com 0s grupos controle, possivelmente devido a presenca de compostos
ativos nos 6leos estudados, que podem ter interferido na sintese de algumas enzimas nas bactérias e

provocado danos a estrutura das paredes bacterianas provocando sua morte ou inativagéo.
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Pela analise da Tab. 1, observou-se que os resultados obtidos das amostras dos contelidos
intestinais do duodeno, jejuno e ileos de frangos de corte, alimentados com racdo contendo OGleos
essenciais de capim-limdo e cha-de-pedestre, foi ausente para todos os tratamentos e em todos os
segmentos na pesquisa de E. coli e Salmonella sp., ndo apresentando contagem significativa de coliformes
totais e mesofilos.

A auséncia da E. coli, que é um parasito intestinal encontrado na microbiota de aves, pode ser
justificada pela agdo dos 6leos essenciais, que em associagdo com o grupo controle positivo, pode ter
interferido na composicéo da microbiota intestinal, o que justifica a auséncia nas amostras do conteido do
duodeno, jejuno e ileo dos frangos.

A presenca dos compostos ativos e o potencial antimicrobiano dos 6leos ja foram demonstrados
pelos autores Azevedo et al. (2015) que, avaliando a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Cymbopogon flexuosus frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli entéricas isoladas de Galllus
gallus domesticus, evidenciaram o efeito antimicrobiano, na concentragéo de 160 puL mL*e (SOUZA et
al., 2015). Os mesmos autores observaram atividade antimicrobiana da Lippia aff. rotundifolia frente a
entero-bactérias isoladas de aves, demostrando maior eficacia na concentragéo de 160 uL mL™.

O uso do antibiético também ndo afetou a microbiota, pois os animais foram criados em
excelentes condi¢des de manejo e ambientais e receberam alimentacdo conveniente. O efeito benéfico dos
antibidticos foi maior em condigdes de campo, onde apresentou melhor resposta em relagéo as estacdes
experimentais. Portanto o uso dos melhoradores de desempenho deve ser avaliado, pois dependendo do
sistema de producdo, ndo ha necessidade do seu uso.

Os 6leos essenciais ndo apresentaram efeitos positivos ou negativos sobre a microbiota dos
animais, ndo afetando nem mesmo em relacdo ao grupo controle, sugerindo avaliar as condigdes

sanitarias do ambiente criatorio antes de recomendar o uso dos melhoradores de desempenho.
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219 Tabela 2 - Contagem de microrganismos no trato gastrointestinal de frangos de corte alimentados com

racdo contendo 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus e Lippia aff rotundifolia

Variavel Controle Negativo® Controle Positivo® Rag+OCf®  Rag+OLr® P-Valor
Duodeno

Mesofilo (UFC/g) 5,73ns 5,65ns 7,03ns 6,65ns 0,385

Coliformes Totais

(UFC/g) 1,33ns 2,16ns 1,40ns 1,47ns 0,3134

Eschericia coli (UFC/g) Ausente Ausente Ausente Ausente -

Salmonella sp. Ausente Ausente Ausente Ausente -
Jejuno

Mesofilo (UFC/g) 5,73ns 6,76Ns 7,03ns 6,65ns 0,454

Coliformes Totais

(UFC/g) 1,40ns 1,89ns 1,42ns 1,47ns 0,752

Eschericia coli (UFC/g) Ausente Ausente Ausente Ausente -

Salmonella sp. Ausente Ausente Ausente Ausente -

ileo
Mesofilo (UFC/g) 4,01ns 5,51ns 6,34ns 5,87ns 0,788
Coliformes Totais 1,47ns 1,80ns 1,89ns 1,47ns 0,495
(UFCl/g)
Eschericia Coli (UFC/g) Ausente Ausente Ausente Ausente -
Salmonellasp. Ausente Ausente Ausente Ausente -

"s- N&o significante pelo teste de Tukey (p<0,05). MRacdo controle negativo, sem aditivos. @Racao

controle positivo, com

Cymbopogon flexuosus . Ragio controle + 6leo essencial de Lippia aff.rotundifolia.

Fonte: Do autor, 2017.

antimicrobiano e anticoccidiano. ® Rag&o controle + dleo essencial de

As condicdes experimentais ndo permitiram observar os efeitos dos 6leos de cha-de-pedestre e

capim-limao, pois o tratamento com antibi6tico se comparou aos demais e ao controle negativo (sem

antibidticos ou 6leo essencial). De acordo com Freitas et al. (2001), os melhoradores de desempenho

expressam melhores resultados e seus objetivos sdo percebidos quando os animais passam por condi¢des

de desafios sanitérios, riscos de contaminagdo, alta densidade populacional ou exposicdo a doengas. O

mesmo se aplica a utilizacdo dos dleos essenciais.

Cross et al. (2007) ndo identificaram aplicacdo na totalizacdo de bactérias da microbiota

intestinal entre o grupo controle e os demais tratamentos contendo extratos ou Oleos essenciais de

manjericdo, alecrim e tomilho. Resultado semelhante foi obtido por Kirkpinar et al. (2011), ndo

encontraram diferenca significativa para quantidade de coliformes intestinais em frangos que receberam

oleo essencial de alho, orégano e orégano mais alho, comparados aos frangos do tratamento controle.

Combinag@es entre produtos naturais e medicamentos sintéticos sdo poucos relatados. O efeito
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sinergético entre a gentamicina e a Croton zehntneri (Canela de Cunhd), sugerem que o 6leo essencial,
pode suprimir e impedir o desenvolvimento e crescimento de patégenos, podendo ser utilizado como
terapia contra microrganismos (RODRIGUES et al., 2009).

Trabalhos revisados por Menten (2001), utilizando antibidticos, revelaram que em 28% dos
experimentos ndo foram observadas respostas no desempenho dos animais, o que indica que a analise de
poucas pesquisas pode interferir no resultado do promotor testado, e para obter resultado efetivo, séo
necessarios que 0s animais passem por condi¢des experimentais com desafio sanitario préximo a
realidade do campo, onde é possivel observar baixa sanidade. Nas pesquisas realizadas no Brasil,
observou-se que as respostas ao uso dos antibidticos nos alimentos utilizados por frangos de corte foram
de baixa magnitude, a maioria ndo foi significativa e, em alguns casos, a resposta foi negativa,
confirmando assim os resultados encontrados neste experimento, onde ndo foram observadas diferengas
estatisticas em nenhum dos tratamentos.

Azevedo et al. (2017), na etapa inicial do mesmo estudo, analisando o efeito dos 6leos essenciais
de capim-limdo e cha-de-pedestre sobre desempenho e rendimento de carcaca de frangos de corte,
perceberam que o peso corporal, conversdo alimentar, eficiéncia produtiva, consumo de ragdo, néo
diferiram estatisticamente entre os tratamentos. Portanto, as boas condi¢des de manejo e higiene durante a
criacdo dos animais podem ter contribuido para que estes apresentassem baixa carga de microrganismos
patogénicos no intestino, ndo demonstrando agravamento do estado, mesmo no controle negativo. A
mortalidade (0,0%) e a viabilidade criatoria (100%) comprovam as boas condi¢des da criagdo durante o
experimento.

Outro aspecto que deve ser considerado € o fato de ter ocorrido competicdo patogénica
insignificante, pois os tratamentos ndo demonstraram agdo expressiva, e 0s 6leos ndo interferiram nos
resultados encontrados na pesquisa. A explicacdo é o fato que os animais utilizados no experimento foram
criados em condigBes profilaticas boas e com minimo de estresse, ndo ocorrendo aumento no nimero de
bactérias suficientes para provocar desequilibrio na microbiota das aves.

A microbiota presente no trato intestinal esta diretamente ligada a salide dos animais. Processos
nutricionais sdo afetados pelos microrganismos presentes no trato gastrointestinal. Microrganismos
benéficos melhoram os processos absortivos dos nutrientes, reduzem producdo de gases, e inibem o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos. Essas infecgdes acontecem quando ocorrem
desequilibrios da microbiota intestinal benéfica, favorecendo o desenvolvimento de bactérias nocivas,
provocando prejuizo da salde intestinal da ave (MAIORKA, 2004).

De acordo com Jamroz e Kamel (2002), a suplementacdo com o0leos essenciais favorecem o0s
processos digestivos dos alimentos e o equilibrio da microbiota, impedindo a adesdo de patdégenos no
epitélio intestinal. Bona et al. (2012), analisando o composto vegetal contendo 6leo essencial de orégano,
alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha, apresentou efeito no controle da colonizacdo por
Clostridium perfringens no ceco de aves e diminuiu a excre¢do de Salmonella em frangos de corte,
demonstraram ainda que o composto vegetal reduziu as lesdes de E. mé&xima e E. tenella e a excregdo de

Salmonella.
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Portanto, existe dificuldade em comparar os estudos cientificos utilizando os aditivos, uma vez
que os trabalhos utilizam promotores de crescimento em diferentes dosagens e formas de administracéo,
além das demais condicBes experimentais diversas. Freitas (2001), comparando resultados da
suplementacdo de alho na racdo e o uso dos melhoradores de desempenho em aves, concluiu que devido
as boas condicdes de criacdo, ndo foram observadas diferencas significativas entre os promotores usados
na ragdo das aves. De acordo com Menten (2001), o uso de antibidticos promotores de crescimento na
racdo sobre a microbiota de animais, ndo diminui a quantidade de microrganismos no trato intestinal dos
animais tratados. O nimero de bactérias ndo sofre alteracfes, mas podem ocorrer mudangas na proporgao
de vérias espécies.

Diversos fatores, tanto enddgenos, quanto exdgenos podem afetar o equilibrio da microbiota. O
tipo de manejo pode interferir nos resultados encontrados, a dieta de alta qualidade pode ter permitido que
as aves desenvolvessem todo seu potencial genético. Dietas altamente digestiveis impedem ou limitam o
desenvolvimento das bactérias no trato intestinal, devido & diminuicdo de substratos disponiveis ao
crescimento bacteriano. O mesmo pode acontecer com animais criados em instalages com boas
condicGes de higiene, manejo e desafio sanitario (LEE et al., 2003).

Outro aspecto a ser considerado é a caracteristica hidrofébica dos dleos estudados, que por sua
acdo, podem ter interagido com a membrana celular bacteriana, perturbado a estrutura celular e
provocado extravasamento do seu contetdo (Burt, 2004). Alguns dleos essenciais possuem a capacidade

de penetrar a camada lipidica, interferindo assim na agéo sobre o microrganismo (BERTINI et al., 2005).

CONCLUSAO

Os 06leos essenciais de capim-limao (Cymbopogon flexuosus) e cha-de-pedestre (Lippia aff.
rotundifolia) ndo promoveram alteracGes significativas na microbiota intestinal de frangos de corte em

comparacdo aos grupos controle positivo e controle negativo.
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