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Resumo

0 uso de antibidticos como melhoradores de desempenho nas ragdes animais foi banido da Unido Europeia
em 2006, possivelmente devido ao desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos
e a possibilidade de resisténcia cruzada no homem. A pressdo para a remocdo desses antibidticos das ra-
¢oes de suinos tem aumentado a busca por produtos alternativos que garantam maximo crescimento dos
animais. Dentre os produtos alternativos destacam-se os 6leos essenciais, os quais adicionados a dieta de
leitdes podem apresentar atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria, mediante o efeito dos
componentes quimicos de cada 6leo essencial. Diante disso, objetivou-se avaliar a composi¢do quimica do
oleo essencial da aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), além de investigar seu efeito antimi-
crobiano contra Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Enterococcus faecalis, visando a possivel utilizacdo do dleo essencial testado como aditivo na dieta de
leitdes recém-desmamados. Utilizou-se um cromatégrafo a gds com detector de massas para determinar a
composicdo quimica do fruto da aroeira vermelha e o método de difusdo em disco para investigar o efeito
antimicrobiano do 6leo essencial. Os compostos encontrados em maiores concentragdes no fruto da aroeira
vermelha foram o §-careno (41,01%), a-felandreno (14,40%), limoneno (12,36%) e a-pineno (10,36%). O
6leo essencial ndo demonstrou efeito antimicrobiano para as cepas testadas, possivelmente devido as bai-
xas concentragdes do a-pineno encontradas. Entretanto, estudos in vivo e ex vivo devem ser desenvolvidos
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Abstract

para avaliar a possivel atuagdo do 6leo essencial sobre a modulagdo do sistema imune e promogdo da satide
intestinal em leitoes recém-desmamados.

Palavras-chave: Cepas bacterianas. Cromatografia gasosa. Desmame. Difusdo em disco. Leitdes.

The use of antibiotics as performance enhancers was banned in the EU due to the possible development of
resistance of microorganisms to antibiotics and the possibility of cross-resistance to human. The pressure for
removal of antibiotic growth promoters in pig diets has increased the search for alternative products to ensure
maximum animal growth performance. Among the alternative products, the essential oils, added to the diet
of pigs, may have antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activity due the effect of the chemical
components of each essential oil. Therefore, this study aimed to evaluate the chemical composition of the es-
sential oil of red pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) fruit and to investigate its antimicrobial effect against
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Enterococcus
faecalis. Trials were conducted aiming the future use of red pepper as an additive growth promoter in piglet’s
diet. Chemical composition of the essential oil of red pepper fruit was performed using gas chromatography
coupled to a mass detection. Antimicrobial effect was determined by the disk diffusion method. The major
compounds found in the red pepper essential oil were §-carene (41.01%), a-phellandrene (14.40%), limonene
(12.36%), and a-pinene (10.36%). The essential oil showed no antimicrobial effect against the strains tested by
disk diffusion. However, studies should be developed to evaluate the performance of the red pepper essential oil

on modulation of the immune system and promotion of intestinal health in weaning piglets.

Keywords: Bacterial strains. Disk diffusion. Gas chromatography. Piglets. Weaning.

Introducao

O periodo de desmame dos leitdes é considerado
a fase mais critica dentro do sistema de produgio de
suinos. Em muitos casos, o desmame esta associado
a proliferacao e ao crescimento de micro-organis-
mos patogénicos no trato gastrintestinal, a atrofia
das vilosidades intestinais, ao aumento na incidén-
cia de diarreia, ao baixo consumo de racio, a redu-
zida taxa de crescimento e ao aumento da mortali-
dade dos animais (HEO et al., 2013). Esses efeitos
estdo associados a imaturidade fisiolégica do siste-
ma digestorio com limitada capacidade de secrecao
de acido cloridrico no estémago e insuficiente pro-
ducdo e atividade das enzimas pancreaticas e intes-
tinais, resultando em reduzida digestdo da dieta sé-
lida e absor¢ao de nutrientes (COSTA et al., 2007;
LALLES et al,, 2007). Estes disttirbios podem ser
acentuados pelo estresse social (perda do contato
entre leitdo e a matriz, formacgao de novos lotes e es-
tabelecimento de uma nova hierarquia), ambiental

(instalagdes diferentes daquelas nas quais perma-
neciam) e imunolégico (a imunidade ativa estd em
desenvolvimento e a imunidade passiva é limitada),
comprometendo o desempenho dos leitdes (DONG;
PLUSKE, 2007).

Na tentativa de minimizar os desafios impos-
tos aos leitdes no pds-desmame, faz-se uso de an-
tibioticos como melhoradores de desempenho. No
entanto, diante do desenvolvimento de resistén-
cia dos microrganismos aos antibidticos utilizados
como melhoradores de desempenho, e da possibili-
dade de resisténcia cruzada no homem, alguns pai-
ses, principalmente os da Unido Europeia, passaram
a exigir a sua completa retirada da nutri¢do animal.
Para que o Brasil continue exportando carne suina
e amplie ainda mais seu mercado externo, princi-
palmente o europeu, pesquisas tém sido conduzi-
das visando a utilizacdo de outros aditivos ou in-
gredientes que possam estimular o crescimento dos
leitdes na fase p6s-desmame, sem que haja redugao
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no desempenho. Diante disso, a utilizacdo de plan-
tas nativas na forma de extratos ou 6leos essenciais
deve ser explorada, uma vez que apresentam pro-
priedades in vitro que podem exercer um potencial
efeito benéfico em testes in vivo. Dentre as plan-
tas nativas, tem sido estudada a aroeira vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae), com
resultados satisfatérios in vitro. E uma arvore pere-
ne, nativa da costa do Brasil, que foi introduzida em
paises da América do Sul e Central, podendo ser en-
contrada também em regides tropicais e subtropi-
cais da América do Norte, do continente Africano
e em parte da Europa Mediterranea e do Sul da
Asia. Apresenta muitos nomes populares incluindo
aroeira, aroeira da praia, aroeira pimenteira, pimen-
ta brasileira, aroeira mansa, pimenta rosa, Florida
holly, christmas-berry, poivre rose, dentre outros
(AFFONSO etal., 2012; BARBOSA et al,, 2007).
Algumas propriedades terapéuticas tém sido
atribuidas a aroeira vermelha, como o efeito antio-
xidante (BENDAOUD et al,, 2010; BERNARDES, et
al,, 2011), cicatrizante (LUCENA et al,, 2006), antitu-
moral (MATSUO etal,, 2011), antimicrobiano (LIMA
et al,, 2006), antifingico (JOHANN et al,, 2010), an-
ti-inflamatério (RIBAS et al.,, 2006; SOARES et al.,
2010) e inseticida (KWEKA et al., 2011). Diante dis-
so, objetivou-se identificar a composicdo quimica
do 6leo essencial da aroeira vermelha (Schinus te-
rebinthifolius Raddi), além de investigar seu efeito
antimicrobiano contra cepas bacterianas de impor-
tancia econdmica para a cadeia produtiva de suinos,
visando a possivel utilizacio do éleo essencial como
aditivo na dieta de leitdes recém-desmamados.

Material e métodos

Composicao do oleo essencial da aroeira
vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi)

0 6leo essencial da aroeira vermelha foi adqui-
rido da empresa AgroRosa Ltda. (Sao Mateus, ES,
Brasil). Os frutos maduros foram desidratados e se-
lecionados pela empresa, seguindo sua menor den-
sidade e coloracdo vermelha. A composicdo do 6leo
essencial do fruto da aroeira vermelha foi determi-
nada utilizando um Cromatégrafo gasoso (6890N,
Agilent Technologies, USA) com detector de massas
(5973, Agilent Technologies, USA), equipado com

biano para leitdes desmamados

uma coluna de silica DB-5MS (60mm x 0,32mm x
1,0um) nas seguintes condi¢des cromatograficas:
temperatura inicial de 40 °C mantida por 5 minutos,
aumentando em 4 °C por minuto até atingir 300 °C,
em que permaneceu por 10 minutos. As temperatu-
ras do injetor e detector foram programadas para
250 °C e 280 °C, respectivamente. As vazdes dos ga-
ses foram de 40 mL/min para o hidrogénio, 45 mL/
min para o hélio e 450 mL/min para o ar sintético. O
Split foi de 1:20, o fluxo de 3,0 mL/min e o modo foi
SCAN. Calculou-se a composicdo a partir das areas
dos picos dos componentes. A identificacao foi con-
firmada pelo uso de compostos padrao disponiveis
na biblioteca utilizada (Givaudan Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil).

Atividade antimicrobiana do dleo essencial da
aroeira vermelha (Schinus terebinthfolius Raddi)

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial dos
frutos da aroeira vermelha foi investigada contra
Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC
25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). As cepas bac-
terianas foram adquiridas da American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). O método utilizado
para determinar a atividade antimicrobiana para
cada cepa bacteriana foi o teste de difusdao em disco
em meio agar Muller-Hinton (MHA, BDC, Franklin
Lakes, New Jersey, USA). Com o auxilio de um swab
estéril, cada cepa bacteriana, em concentragdo de 1
x 107 UFC/mL, foi inoculada sobre o agar em placas
de Petri, formando um “tapete” bacteriano. Os dis-
cos de papel de 6 mm foram alocados sobre o “ta-
pete” bacteriano com o auxilio de uma pinga estéril
e, sobre cada disco de papel, foi adicionado 20 pl do
6leo essencial da aroeira vermelha a 100% de con-
centracdo. Sobre um dos discos de papel adicionou-
se agua ultra pura como controle negativo, procedi-
mento realizado com trés repeticdes para cara cepa
bacteriana. Em seguida, as placas foram incubadas
por 24 horas a 37 °C. Apds o periodo de incubacio,
mediu-se o didmetro do halo de inibicdo formado ao
redor do disco de papel. A atividade antimicrobiana
do 06leo essencial da aroeira vermelha foi determi-
nada pelo tamanho dos halos de inibi¢do formados
sob o disco, usando como referéncia a classifica-
¢do de sensibilidade das cepas bacterianas segundo
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Moreira et al. (2005): ndo sensiveis para diametros
menores que 8 mm; sensiveis para diametros entre
9 e 14 mm; muito sensiveis para diametros entre 15
e 19 mm e extremamente sensiveis para diametros
acima de 20 mm.

Resultados e discussoes

As concentragdes percentuais dos principais
constituintes obtidos do 6leo essencial dos fru-
tos da aroeira vermelha encontram-se na Tabela
1. No presente trabalho, os maiores componentes
encontrados no 6leo da aroeira vermelha foram o
6-careno (41,01%), a-felandreno (14,40%), limo-
neno (12,36%) e a-pineno (10,36%). Silva et al.
(2010) encontraram como constituintes majorita-
rios do 6leo da aroeira o a-pineno (29,39%), 6-ca-
reno (19,69%) e limoneno (18,15%). Em outro es-
tudo, o a-pineno (41,17%), 8-cadineno (10,21%)
e D-germacreno (8,56%) foram os maiores cons-
tituintes encontrados nos frutos verdes da aroei-
ra vermelha, enquanto que o mirceno (48,15%), o
D-germacreno (7,86%), o §-cadineno (6,43%) e o
a-pineno (5,14%) foram os compostos encontrados
nos frutos maduros (DOURADO, 2012). Bendaoud
etal. (2010) encontraram em frutos maduros, origi-
narios do Sul da Tunisia, o a-felandreno (34,38%),
y-cadineno (18,04%), B-felandreno (10,61%), p-
cimeno (7,34%), o-pineno (6,49%), a-terpineol
(5,60%) e B-pineno (3,09%) como os maiores com-
ponentes. Embora exista similaridade entre os com-
ponentes presentes no 6leo da aroeira vermelha
nos trabalhos acima citados, ha grande varia¢do nas
suas proporg¢des. As diferentes proporc¢des entre os
componentes observados podem ser, possivelmen-
te, devido a sazonalidade, ao ritmo circadiano, ao
estado de maturacao e desenvolvimento da planta,
além da disponibilidade hidrica, temperatura, nu-
trientes disponiveis, altitude, poluicdo atmosférica
e inducio por estimulos mecanicos ou ataque de pa-
tégenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As cepas bacterianas testadas no presente ex-
perimento nao foram sensiveis ao 6leo dos frutos
da aroeira vermelha (didmetros dos halos de ini-
bicdo menores que 8 mm) e, dessa forma, o dleo
ndo apresentou atividade antimicrobiana avalia-
da pelo método de difusdo em disco. Entretanto,
o 0leo da aroeira vermelha utilizado por Dourado

Tabela 1 - Concentracoes percentuais dos principais cons-
tituintes presentes no éleo essencial dos frutos da aroei-
ra vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), determinada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa

Composto Concentracao (%)
delta-3-careno 41,01
alpha-felandreno 14,40
Limoneno 12,36
alpha-pineno 10,36
beta-pineno 3,89
p-cimeno 2,88
Mirceno 2,77
beta-felandreno 2,42
Sabineno 1,97
Terpinolene 1,14
beta-cariofileno 0,79
D-germacreno 0,62
alpha-elemol 0,44
alpha-tujeno 0,43
delta-cadineno 0,43
gamma-terpineno 0,42
Outros compostos 3,67
Total 100,00

Fonte: Dados da pesquisa.

(2012) mostrou atividade antimicrobiana fren-
te a um amplo espectro de cepas patogénicas
como Salmonella Typhimurium, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.
Além disso, Costa et al. (2010) observaram efeito
antimicrobiano do 6leo essencial de aroeira con-
tra Enterococcus faecalis. Uma das razdes para o
resultado obtido no presente estudo poderia estar
relacionada a natureza quimica (hidrofébica ou li-
pofilica) dos compostos, que pode nao permitir a
difusdo uniforme do 6leo essencial através do agar,
reduzindo seu efeito antimicrobiano. Além disso,
o teste de difusdo em disco sobre o agar permite
que haja volatilizacdo dos compostos presentes no
6leo essencial reduzindo seu efeito antimicrobiano
(ROSS et al,, 2001).

Outros fatores importantes, como a concen-
tracdo dos componentes principais (AO et al,
2011) e os mecanismos e protocolos de extracao,
(BARBOSA etal., 2007) podem ser primordiais para
a discrepancia entre os resultados encontrados na
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literatura para atividade antimicrobiana. As pro-
priedades antimicrobianas dos Oleos essenciais
estdo associadas a composicdo quimica, a pro-
porcdo dos compostos, além do efeito sinérgico
entre os componentes. Altos teores de hidrocar-
bonetos, em especial o a-pineno estao relaciona-
dos com a atividade antimicrobiana do 6leo da
aroeira vermelha (CEZAROTTO, 2009). O 6dleo tes-
tado no presente experimento apresentou 10,36%
de a-pineno, enquanto 29,39% de a-pineno foi en-
contrado por Silva et al. (2010). No entanto, a pro-
porcdo dos compostos presentes nos 6leos pode
variar de acordo com o estado de maturacdo do
fruto. Essas variacoes podem ser observadas nas
diferentes concentracdes do a-pineno nos 6leos
da aroeira vermelha encontrados na literatura, em
que frutos verdes apresentaram 41,17% de a-pi-
neno (DOURADO, 2012), enquanto que propor-
cdes de apenas 5,14% (DOURADO, 2012) e 6,49%
(BENDAOUD et al., 2010) de a-pineno foram apre-
sentadas em frutos maduros. Considerando a re-
lacdo entre a atividade antimicrobiana do 6leo es-
sencial e os teores de a-pineno, maiores halos de
inibicdo foram observados por Dourado (2012)
para o 6leo essencial de frutos verdes da aroei-
ra vermelha (a-pineno 41,17%) comparados aos
frutos maduros (a-pineno 5,14%). Dessa forma,
possivelmente a diferen¢a na concentragdo desse
composto pode ter influenciado na auséncia de ati-
vidade antimicrobiana do 6leo essencial observa-
do no presente estudo.

Efeitos benéficos do uso do 6leo essencial da
aroeira vermelha, além da atividade antimicrobia-
na, tém sido relatados, tais como efeito antioxi-
dante (BENDAOUD et al,, 2010; BERNARDES, et al,,
2011), cicatrizante (LUCENA et al., 2006) e anti-in-
flamatoério (RIBAS etal., 2006; SOARES et al., 2010).
Mediante tais efeitos benéficos encontrados na lite-
ratura, experimentos ex vivo e in vivo deverao ser
conduzidos visando a investigacdo do uso do éleo
essencial da aroeira vermelha sobre a modulacao
do sistema imune, a redu¢do de processos inflama-
torios intestinais e, consequentemente, sobre a sau-
de intestinal. Além disso, o melhor conhecimento
sobre os seus modos de acdo, quantidade a ser in-
cluida nas ragdes, compostos ativos e forma de iso-
lamento sdo fundamentais para sua utilizacdo em
experimentos in vivo.

biano para leitdes desmamados

Conclusao

0 6leo essencial de aroeira vermelha ndo apre-
senta atividade antimicrobiana para as cepas testa-
das pelo método de difusdo em disco. Entretanto, os
relatos de literatura de outros efeitos benéficos do
0leo de aroeira, como os efeitos antioxidante, anti
-inflamatdrio e cicatrizante, podem estimular a rea-
lizacdo de pesquisas sobre a sua atuagdo na mo-
dulacdo do sistema imune, a redu¢do de processos
inflamatorios e a promog¢do de sadde intestinal em
suinos.
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