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RESUMO

SILVA, Ismael Nacarati da, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense “Darcy
Ribeiro”. Fevereiro de 2024, Utilizagdo de 0leos essenciais e suas misturas como aditivos
para silagem de milho. Orientador: Tadeu Silva de Oliveira.

A silagem de milho € suscetivel a perdas por deterioracdo aerébia. Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar o aumento dos teores de 6leo essencial de laranja doce, bem como a
utilizacdo de blends de 6leos essenciais de copaiba (Co) e Eucalyptus staigeriana (ES) sobre a
composi¢do quimica, degradabilidade in vitro, perdas e parametros fermentativos, contagem
microbiana e estabilidade aerdbia da silagem de milho. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e quatro repeticoes.
Experimento 1, niveis de 6leo de laranja doce: Controle (CON), silagem de milho sem 6leo
essencial de laranja doce; 200 mg kg-1; 400 mg kg-1; e 600 mg kg-1 de massa ensilada.
Experimento 2: silagem de milho controle (CON) sem dleo essencial; mistura 50:50 (50% ES
mais 50% Co); mistura 75:25 (75% ES mais 25% Co); mistura 25:75 (25% ES mais 75% Co).
O oleo essencial de laranja doce influenciou os teores de matéria seca (p=0,035) e a matéria
orgénica (p=0,021), apresentando comportamento quadratico. O 6leo essencial de laranja doce
implicou em efeito quadratico (p=0,022) sobre a concentracdo de acido acético na silagem de
milho. Houve tendéncia (p=0,097) do 6leo essencial de laranja doce reduzir linearmente o
nitrogénio amoniacal. Além disso, 0 aumento dos niveis de 6leo essencial de laranja doce
diminuiu a temperatura (p=0,02) ao longo dos dias, mas ndo influenciou o pH (p=0,404) da
silagem. O uso de blends aumentou (p=0,046) as concentracBes de &cido acético na silagem. O
acido propiénico foi reduzido em 88,13% com a mistura 25:75 em compara¢do com a mistura
50:50. Os blends nao influenciaram (p>0,05) as perdas fermentativas. A populacdo fungica foi
reduzida (p=0,048) pela mistura 25:75, em comparacdo com as demais. O 0Oleo essencial de
laranja doce ndo altera a degradabilidade in vitro, os parametros de fermentacéo e a contagem
microbiana na silagem de milho. Porém, a dose de 600 mg kg-1 aumenta a concentracdo de
acido aceético e a estabilidade aer6bica da silagem de milho. O uso de blends de 6leos essenciais
melhora a qualidade da silagem de milho. Os blends foram eficientes na reducdo das perdas
fermentativas. A mistura 50:50 aumentou as concentragdes dos acidos acético e propidnico,

melhorando a estabilidade aerdbica da silagem de milho.

Palavras-chave: Antifangico; conservacdo; qualidade fermentativa; metabdlitos secundarios

de planta.



ABSTRACT
SILVA, Ismael Nacarati da, D.Sc., State University of Northern Rio de Janeiro “Darcy

Ribeiro”. February 2024, Use of essential oils and their blends as additives for corn silage.
Supervisor: Tadeu Silva de Oliveira.

Corn silage is susceptible to losses due to aerobic deterioration. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the increase of sweet orange essential oil content, as well as the use of
blends of Copaiba (Co) and Eucalyptus staigeriana (ES) essential oils on the chemical
composition, in vitro degradability, fermentation losses and parameters, microbial count, and
aerobic stability of corn silage. The experiments were conducted in a completely randomized
design with four treatments and four replications. Experiment 1, levels of sweet orange oil:
Control (CON), corn silage without sweet orange essential oil; 200 mg kg-1; 400 mg kg-1; and
600 mg kg-1 of silage mass. Experiment 2: Control corn silage (CON) without essential oil;
50:50 mixture (50% ES plus 50% Co); 75:25 mixture (75% ES plus 25% Co); 25:75 mixture
(25% ES plus 75% Co). Sweet orange essential oil influenced the dry matter (p=0.035) and
organic matter (p=0.021) contents, showing a quadratic behavior. Sweet orange essential oil
had a quadratic effect (p=0.022) on the concentration of acetic acid in corn silage. There was a
tendency (p=0.097) for sweet orange essential oil to reduce ammoniacal nitrogen linearly. In
addition, increasing the concentration of sweet orange essential oil lowered the temperature
(p=0.02) over the days, but did not affect the pH (p=0.404) of the silage. The use of the mixtures
increased the concentration of acetic acid in the silage (p=0.046). Propionic acid was reduced
by 88.13% with the 25:75 blend compared to the 50:50 blend. The blends had no effect (p>0.05)
on fermentation losses. The fungal population was reduced by the 25:75 blend compared to the
others (p=0.048). Sweet orange essential oil did not alter in vitro degradability, fermentation
parameters or microbial counts in corn silage. However, the dose of 600 mg kg-1 increased the
concentration of acetic acid and the aerobic stability of corn silage. The use of essential oil
blends improves the quality of corn silage. The blends were effective in reducing fermentation
losses. The 50:50 blend increased the concentrations of acetic and propionic acids and improved

the aerobic stability of corn silage.

Keywords: Antifungal; conservation; fermentation quality; plant secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

As pastagens desempenham um papel fundamental na pecuéria, sendo um ponto
impactante na reducdo de custos na producéo de leite e carne. No Brasil, grande parte das
propriedades com atividades na pecuaria tem como base o pasto (Aradjo et al., 2017). No
entanto, devido a sazonalidade da producdo e qualidade da forragem ao longo do ano,
faz-se necessario realizar a implementacdo de estratégias de suplementacdo volumosa
para o periodo de escassez (Rolim, 1994). Dentre as estratégias de suplementacédo, a
ensilagem se destaca como uma das mais difundidas (Moran et al., 1988).

A silagem é o produto da ensilagem, na qual o material vegetal (milho, sorgo,
capim etc.) é colhido, picado e compactado em silos, nos quais sofrera fermentacao
anaerdbica (Macédo et al., 2019). Ap0s o periodo adequado para a completa fermentacéo,
o silo é aberto e o material é fornecido aos animais. No entanto, quando ocorre a abertura
do silo, o material entra em contato com o ambiente aerdbico, ocasionando deterioracao,
elevando o percentual de perdas e riscos de intoxicacdo (Vilela et al., 2003).
Normalmente, esses problemas sdo contornados com estratégias para minimizar as
possiveis perdas. A mais utilizada para retardar a deterioracéo da silagem € a utilizacao
de aditivos e inoculantes (Neumann et al., 2010). A inclusdo de aditivos é comumente
utilizada para promover alteragfes durante a fermentacdo, resultando em um melhor
processo e, consequentemente, em uma melhor estabilidade ap6s a abertura do silo, além
de melhorias na qualidade final da silagem (Yitbarek et al., 2014).

Os beneficios resultantes da utilizacdo de inoculantes na ensilagem incluem a
fermentacdo mais rapida e eficiente do material ensilado. Além disso, sua composic¢do
contém cepas de bactérias selecionadas, como Lactobacillus plantarum e Pediococcus,
gue melhoram o crescimento e a atividade das bactérias laticas no silo. Essas bactérias
favorecem o processo de fermentacdo e producdo de &cido latico, responsaveis pela
reducdo do pH. O ambiente mais acido se torna desfavoravel para a proliferacéo e
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis, como fungos e bactérias deteriorantes.
No entanto, silagens com elevada quantidade de acido latico podem se tornar mais
suscetiveis a deterioragdo apos a abertura do silo (Bernardes et al., 2012). Para contornar
esse possivel transtorno, tem-se utilizado aditivos de bactérias heterotalicas, pois, além

do acido latico, produzem o &cido acético (Ranjit et al., 2000).
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Baseando-se na estratégia do uso de aditivos, uma tendéncia crescente no mercado
é a inclusdo dos Gleos essenciais na ensilagem. Com o intuito de melhorar a estabilidade
apo6s a abertura do silo, a utilizacdo dos Oleos essenciais tem a fungdo de inibir a
multiplicacdo de microrganismos que promovem degradacdo da silagem. Seu mecanismo
de acdo atua em uma ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias gram-
negativas, bactérias gram-positivas e fungos (Lopez et al., 2007). Ao penetrarem nas
membranas externas das células bacterianas e nas membranas citoplasmaéticas para o
interior da célula, os principios ativos dos OEs promovem desintegracdo das estruturas
celulares, tornando-as mais permeaveis (Benchaar et al., 2008). Esse processo
compromete funcdes vitais para a sobrevivéncia dos microrganismos (Suzuki et al.,
2008).

Aliado a isso, existem as caracteristicas especificas e particularidades de cada
oleo, os quais podem afetar ndo somente a fermentacdo da silagem, mas também a
fermentacdo ruminal dos animais e outros beneficios especificos. Esses inumeros
beneficios tém levado a diversas pesquisas desenvolvidas visando aprofundar e
determinar as concentracdes eficientes, métodos de extracdo e aplicacdo em alimentos
tanto para humanos como para animais, bem como em relacdo a manipulacdo da
populagédo e ambiente ruminal (Calsamiglia et al., 2007; Benchaar et al., 2008; Baser et
al., 2010; Franz et al., 2010; Patra et al., 2015; Besharati et al., 2021; Sousa et al., 2023).

Hipdtese Cap. 1
O aumento dos niveis de 6leo essencial de laranja doce melhora os parametros de

fermentac&o e a estabilidade aerdbica da silagem de milho.

Hipodtese Cap. 2
A utilizacdo de blends dos OEs da copaiba e de Eucalyptus staigeriana reduz as
perdas fermentativas na silagem de milho, melhorando o valor nutricional e a estabilidade

aerébica.
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OBJETIVOS

Avaliar os efeitos dos niveis de 0leo essencial de laranja doce na composicao
quimica, degradabilidade in vitro, perdas e parametros de fermentacédo, contagem
microbiana e estabilidade aerdbica da silagem de milho.

Medir o efeito dos blends dos OEs da copaiba e do Eucalyptus staigeriana sobre
perfil fermentativo, perdas por gases e efluentes, composicao quimica, degradacéo
in vitro da matéria seca e fibra em detergente neutro, contagem de microrganismos

e na estabilidade aerdbica da silagem de milho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SILAGEM

Ao longo da historia da humanidade, a preservacgdo de culturas frescas em silos por
meio de fermentacdo anaerdbia tem sido empregada como alternativa de estocagem de
alimentos para humanos e animais. Antigos registros egipcios datados de
aproximadamente 1500-1000 a.C. indicam o uso de técnicas para a conservacdo de
plantas inteiras de cereais naqueles tempos (Kirstein, 1963), algo bem parecido com a
silagem, apesar de as plantas ndo serem picadas.

A silagem é um alimento volumoso obtido do processo conhecido como ensilagem,
no qual o material vegetal (milho, sorgo, capim etc.) é colhido, picado e compactado em
silos, seguido de fermentacdo anaerdbica, para posterior fornecimento aos animais
(Macédo et al., 2019). Segundo Rotz et al. (1994), o periodo de estocagem da silagem
pode ser dividido em quatro fases distintas, conhecidas como fase aerobia inicial, fase
da fermentacdo ativa, fase estavel e fase de abertura do silo, ou aerébia final,

ocorrendo diversos processos em cada uma dessas fases (Figura 1).

Nivel

Z

Fase de abertura e
uso da Silagem

Fase Fase anaerobica Fase estavel

aerdbica

FONTE: Adaptacdo de MCDONALD (1991).
Figura 1: Perfil do oxigénio, pH e das bactérias acido-laticas (BAL) nas fases da
silagem.

Apbs o silo ser fechado, até aproximadamente 2 a 7 dias, durante a fase aerobia

inicial, o oxigénio presente é utilizado na respiracdo vegetal da cultura ensilada,

Tempo (dias)
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ocorrendo a quebra dos aclcares dos vegetais em didxido de carbono (CO3) e agua,
liberando calor. Durante esse periodo, também ocorre atividade dos microrganismos
aerdbicos ou aerdbicos facultativos, como mofos, leveduras e algumas bactérias, o0s
quais consomem acucares soluveis, liberando dioxido de carbono (CO2) e calor
(McDonald 1991). Quando todo oxigénio é consumido, inicia-se a fase anaerobia, indo
aproximadamente até o 21° dia, dependendo dos teores de MS e da populacéo
microbiana (McDonald, 1991; Bolsen et al., 1996). Nesse periodo, as bactérias
anaerdbias (BALs) (bactérias laticas) se tornam predominantes no ambiente,
convertendo os acgucares sollveis, como a glicose, em uma maior proporc¢do de acido
latico e em uma menor de &cido acético (McDonald, 1991). Como consequéncia disso,
o pH (potencial hidrogenidnico) reduz, evitando a fermentacdo secundaria, conhecida
como clostridial. A fermentacdo secundaria é o resultado da utilizacdo dos produtos de
fermentacdo desejada (acido latico e de acucares, proteinas e aminoacidos), para formar
acidos graxos butiricos e superiores, além de aminas, amidas e amonia (Monteiro et al.,
2011; Jobim et al., 2013). Portanto, a qualidade do produto final é obtida conforme a
proporcéo de produtos da fermentacdo priméaria em relacdo a fermentacdo secundaria,
sendo gque quanto maior for a proporcéo, melhor sera a qualidade (Reis et al., 2014). A
estabilidade do pH e a inativagdo dos microrganismos, aproximadamente no 21° dia,
marcam o final da fase fermentativa. No entanto, quando ocorre a abertura do silo, o
material entra em contato com o ambiente aerdbico, ocasionando elevacdo do pH e
deterioracdo pelos microrganismos aerobios, elevando o percentual de perdas e riscos
de intoxicacgéo (Vilela et al., 2003).

Dentre os principais gargalos na producédo de silagem, as perdas de material podem
gerar grandes prejuizos econdmicos. Elas podem ocorrer em todo o processo, incluindo
desde a escolha do material, passando pela colheita, erros no processo de ensilagem,
compactacdo inadequada e vedacdo ineficiente, chegando a perdas provocadas pela
abertura, com entrada de ar e manejo deficiente. Todas essas etapas podem interferir na
fermentagdo desejada e na qualidade da silagem (Macédo et al., 2019). No entanto, as
perdas podem ser controladas estrategicamente em cada uma das fases, podendo ser
monitoradas por meio da regulagem de equipamentos para colheita, cuidados de boas
praticas na técnica de ensilagem, adicdo de aditivos para corrigir erros e deficiéncias do
material escolhido, ponto de corte, fermentacGes indesejadas de microrganismos como
clostridios, enterobactérias, fungos filamentosos e leveduras, provocando melhorias na

estabilidade ap6s a abertura dos silos (Danner et al., 2003).
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2.2. ADITIVOS

Por volta do século XI1X, ocorreram significativas inovacgdes tecnoldgicas na éarea de
manejo e preservacdo de alimentos ensilados (Wilkinson et al., 2003). A partir desse
ponto, a engenharia de equipamentos, estruturas de armazenagem (silos), filmes plasticos
para vedacao e aditivos tiveram importantes desenvolvimentos em muitas regides. Entre
essas mudancas, a introdugdo dos aditivos foi uma evolugdo no processo produtivo,
possibilitando um melhor controle no &mbito das fermentages aerdbica e anaerdbia.
Conforme a ANVISA (Brasil, 1997), os aditivos sdo definidos como ingredientes
adicionados intencionalmente aos alimentos com o intuito de melhorar o desempenho ou
reduzir qualquer tipo de perda, podendo ser classificados segundo as fungfes que
exercem.

Existe no mercado uma variedade de aditivos com distintas finalidades, sendo que eles
podem ser de origem quimica (acido propiénico, acido citrico), organica (mel, melago),
inorganica (cloreto de sodio, fosfato monocélcico) ou microbioldgica (Lactobacillus
plantarum, Pediococcus, enzimas), 0s quais podem desempenhar o papel de inibidores
ou estimulantes da fermentacdo (Schmidt et al., 2014). Aditivos estimulantes da
fermentacdo sdo subdivididos em duas categorias: nutritivos (ureia, biureto, cama ou
esterco puro de aves, melaco, carbonato de célcio, concentrados e cana-de-agucar) e nao
nutritivos (inoculantes bacterianos e enzimaticos, como as celulases e hemicelulases).
Segundo McDonald et al. (1991), ainda podem ser incluidos nessa classificacdo os
inibidores de deterioracdo aerobica e de nutrientes e 0s absorventes. Além disso, o aditivo
pode pertencer a mais de uma classe.

Para Nussio e Schmidt (2004), no Brasil, os aditivos séo classificados de forma mais
simplificada, podendo ser microbianos, quimicos e sequestrantes de umidade. Dentro
dessas inimeras classificagdes de aditivos, 0s inoculantes microbianos aparecem com
maior destaque, pois sdo mais utilizados em decorréncia de seu facil manuseio e boa
eficiéncia, com elevados niveis de producéo de acido latico e rapidez na reducéo do pH,
aumentando a qualidade e a preservacao da silagem.

Dentre os aditivos quimicos, podemos citar 0s acidos organicos, conservantes e, mais

especificamente, os 6leos essenciais (Schmidt et al., 2014). Os 06leos essenciais ainda ndo
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sdo muito estudados como aditivos em silagem, ao contrario do que ocorre com 0s
inoculantes microbianos, nos quais existe uma diversidade de trabalhos testando cepas de
bactérias acido-laticas, do tipo homofermentativas e heterofermentativas (Muck et al.,
2011; Kung Jr. et al., 2000; Schmidt et al., 2014).

No entanto, a preocupa¢do com a seguranca alimentar durante toda a cadeia produtiva
vem crescendo a cada ano, resultando em uma crescente demanda por produtos com
composigdo cada vez mais natural. Nesse contexto, os estudos e pesquisas com incluséo
de 6leos essenciais na busca por melhorias no sistema de producdo dos animais tém
ocorrido com frequéncia na tentativa de atender o mercado internacional, pois esses
aditivos sdo compostos sem conservantes e agregam valor ao produto final (Feniman,
2011).

2.3.  OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais (OEs) sdo produzidos a partir do metabolismo secundario dos
vegetais. No entanto, ndo tém contribuicdo direta em seu crescimento e
desenvolvimento. Inicialmente, foram pesquisados e empregados como aromatizantes/
saborizantes, ou como conservantes naturais em pées, queijos, carnes, chucrute, doces e
molhos (Souza et al., 2007; Feniman, 2011). O proprio nome “essencial” deriva de
“esséncia”, relacionando-se a capacidade dessa substancia de fornecer sabores e odores
especificos a diversas plantas (Calsamiglia et al., 2007).

Segundo registros historicos, sua origem se deu héa cerca de 7.000 a.C. a 4.000 a.C.,
quando os seres humanos comegaram a extrair substancias das plantas com o auxilio de
utensilios de pedra. Acredita-se que essas substancias sejam os primeiros registros dos
Oleos essenciais, que eram combinados com unguentos e utilizados para diversas
funcionalidades por todo o Oriente (Marques, 2007). No entanto, considera-se que sua
utilizacdo se iniciou a partir das civilizagdes chinesa e egipcia para 0 emprego em
produtos de banho, cosmeéticos, rituais religiosos e praticas medicinais (Alves, 2011).
Tempos depois, durante as Cruzadas, a pratica e 0os conhecimentos se espalharam para a
regido da Arabia, onde a técnica de destilacdo com serpentina refrigerada para extrair

Oleo essencial de rosas foi desenvolvida pelo filésofo Avicena. Dessa forma, foi
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atribuida ao filésofo a “invengdo” da moderna destilagdo, apesar de ele ter apenas
aprimorado o método (Grace, 1999). A introducdo dos OEs no Brasil se deu em 1927
com o extrativismo de esséncias nativas, como o pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke),
utilizado como esséncia para perfumes (Barbosa et al., 2013; Trancoso, 2013). Ja no
periodo da Segunda Guerra Mundial, o pais iniciou seu processo de extracdo de 6leos
essenciais com a menta (Mentha sp.), a laranja (Citrus sp.), o eucalipto (Eucalyptus
spp.), o patchouli (Pogostemon beyneanum Benth), entre outras espécies. Esse evento
ocorreu pela dificuldade dos paises do Ocidente conseguirem produtos de fornecedores
do Oriente devido a Segunda Guerra Mundial (Amorim, 2007). Na década de 1950,
houve a instalacdo de importantes empresas internacionais de cosméticos, produtos
alimenticios, farmacéuticos e de higiene no territorio brasileiro (Trancoso, 2013). Com
0 passar dos anos, os 6leos essenciais foram ganhando mais visibilidade e, mediante
pesquisas, foram sendo conhecidos seus inimeros beneficios.

Os 6leos essenciais sdo considerados substancias lipofilicas, volateis em temperatura
ambiente, sendo obtidos por meio de hidrodestilacdo, prensagem a frio, extragao por
solventes organicos, extracdo por fluido supercritico, entre outras técnicas (Guan et al.,
2007; Silveira et al., 2012). Sua extracdo pode variar de acordo com sua localizacéo na
planta, com incidéncia nas flores, cascas, folhas e sementes das plantas (Losa, 2001;
Simdes et al., 2002). Além da volatilidade, os 6leos tém como caracteristica marcante a
variacdo de sua composicao entre as diferentes partes da mesma planta (Dorman et al.,
2000). Alguns autores relatam que os OEs sdo armazenados na planta em células
secretoras, cavidades, canais, células da epiderme ou tricomas glandulares (Burt, 2004;
Bakkali et al., 2008). Sdo normalmente de consisténcia liquida, raramente coloridos,
lipossoluveis e solGveis em solventes organicos, com densidade geralmente menor do
que a da &gua.

Do ponto de vista quimico, os OEs sdo constituidos de uma mistura de 20 a 60
componentes diferentes, com alta complexidade e em diferentes concentragcdes. Em
geral, sdo caracterizados por apresentarem dois ou trés elementos em concentragdes
mais elevadas, com concentracdo em torno de 20% a 70% do total do 6leo, que sdo
denominados compostos majoritarios (Bakkali et al., 2008; Delamare et al., 2007; Russo
et al., 1998; Senatore, 1996). A concentracdo e composicdo quimica variam
principalmente pelo gendtipo da planta, embora fatores climaticos, geograficos, estacdo
do ano, periodo de colheita da planta e técnica de destilacdo também possam interferir
(Knaak; Fiuza, 2010). (Kerrola et al., 1994; Borsato et al., 2008).
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Assim como 0s metabolitos taninos e saponinas, 0s OEs desempenham um papel
importante e ecoldgico, servindo de mensageiros quimicos entre as intercalacdes das
plantas e do ambiente. Na natureza, os 0leos essenciais exercem um papel crucial na
defesa das plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e
contra o ataque de herbivoros. Outra forma de sua atuagdo € na inducdo da propagacéo
da planta por atrairem certos insetos que vdo proporcionar a dispersdao do pdlen e
sementes, garantindo a continuidade e perpetuacdo da espécie (Lee et al., 2003; Burt,
2004).

Os beneficios proporcionados pelos OEs e a crescente preocupagdo com a seguranca
alimentar, especialmente do mercado internacional, abrangendo toda a cadeia de
producdo, desde a obtencdo das matérias-primas até os produtos finais, implicaram o
aumento no interesse do uso de Oleos essenciais na nutricdo animal. Na legislacdo
brasileira, os OEs e extratos vegetais estdo compreendidos dentro da classe de aditivos
como aromatizantes (ANVISA, 2007) e s&o reconhecidos e autorizados na Europa pela
Diretiva do Conselho 70/524/EEC Cap. Ill. Os Oleos apresentam caracteristicas
vantajosas na utilizacdo como aditivos por atuarem contra uma ampla variedade de
microrganismos, incluindo bactérias gram-negativas, bactérias gram-positivas e fungos
(Lopez et al., 2007). Além disso, suas caracteristicas antioxidativas, antimicoticas,
antiviroticas, antibacterianas, antissépticas e anti-inflamatdrias, proporcionadas por
compostos como o carvacrol e o cinamaldeido, sdo cruciais (Batista, 2018).

Devido a capacidade de atuar no controle de microrganismos, inUmeras pesquisas
estdo sendo desenvolvidas visando aprofundar e determinar as concentracoes eficientes,
métodos de extracdo e aplicacdo em alimentos tanto para humanos como para animais,
bem como em manipulacdo da populacdo e ambiente ruminal (Calsamiglia et al., 2007;
Benchaar et al., 2008; Baser et al., 2010; Franz et al., 2010; Patra et al., 2015; Besharati
et al., 2021; Sousa et al., 2023).

A maioria dos 6leos essenciais ndo apresenta empecilhos significativos para serem
utilizados como aditivos em silagens. Seus efeitos estdo diretamente correlacionados
com o pH, mostrando maior eficacia em ambientes mais acidos. Ambientes anaerébicos
favorecem sua atuagdo contra os patdgenos, demonstrando sua aplicabilidade no
ambiente especifico das silagens (Juven et al., 1994). Durante o0 processo de preparo da
silagem ocorre a presenca de uma vasta gama de populacdo de microrganismos, podendo
haver seres desejaveis e outros indesejaveis. Ha relatos de que 0s microrganismos

indesejaveis, como as leveduras, bolores e outros que podem trazer grandes prejuizos
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econémicos, como a queda de qualidade da silagem, perdas durante a exposicéo aerobia
e danos sanitarios aos animais (Danner et al., 2003). McDonald et al. (1991) de que
alguns microrganismos, como os Clostridium sp., Bacillus sp. e Listeria sp. podem
promover mais do que perdas de silagem, podendo comprometer a saude dos animais e
até mesmo dos seres humanos. Dessa forma, os OEs tém se mostrado eficientes ao
atuarem inibindo esses microrganismos e reduzindo perdas de silagem e causando riscos
aos animais e, consequentemente, evitando danos econémicos (Danner et al., 2003).
Embora ndo esteja totalmente estudado, acredita-se que cerca de 60% dos Oleos
essenciais tém propriedades antifungicas, e 35% exibem propriedades antibacterianas
(Bhavanani; Ballow, 1992).

2.4.  MECANISMO DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Considerando a grande diversidade de componentes quimicos presentes nos 6leos
essenciais, conciliada com as diferentes concentracdes, € provavel que a atividade
antibacteriana dos 6leos ndo seja determinada por um mecanismo especifico, podendo
ocorrer uma potencializacdo do efeito sinérgico entre os diversos componentes
encontrados (Bakkali et al., 2008; Pateiro et al., 2021). Portanto, os mecanismos de acdo
dos OEs ainda ndo foram bem esclarecidos. Porém, acredita-se ndo haver apenas um
mecanismo especifico na célula-alvo, podendo ocorrer variados efeitos, como observado

na Figura 2, comprometendo as aces dos organismos afetados (Lambert et al., 2001).
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Figura 2. Mecanismo de acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais na célula
bacteriana. Adaptado de Burt (2004).

Diversos autores correlacionam o mecanismo de acdo dos OEs a capacidade de
penetracdo destes nas membranas externas das células bacterianas e nas membranas
citoplasmaticas para o interior da célula, desintegrando as estruturas celulares e tornando-
as mais permedveis aos 6leos essenciais. Dessa forma, dos mecanismos de a¢do dos OEs
nas células bacterianas, os mais aceitaveis sdo a alteracao do acido graxo na membrana
externa, a danificacdo da membrana citoplasmatica, a deplecéo da forca motriz do proton
e 0 vazamento de metabdlitos e ions vitais as células (Rao et al., 2019). Segundo Burt
(2004), os possiveis mecanismos de atuacdo dos Oleos essenciais na célula bacteriana
mais comumente aceitos como responsaveis pela acdo antibacteriana estdo relacionados
com a capacidade de os principios ativos dos OEs promoverem danos a parede celular
bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas. Essa a¢do altera a permeabilidade da
membrana citoplasmatica (Benchaar et al., 2008). Esse processo compromete funcoes
vitais para a sobrevivéncia dos microrganismos (Suzuki et al., 2008).

A membrana externa das bactérias gram-negativas proporciona uma superficie
hidrofilica, ocasionada pela presenca de moléculas de lipopolissacarideos (Nikaido et al.,
1985). Os terpenoides e fenilpropanoides interagem com a membrana celular bacteriana
em virtude da natureza hidrofébica dos hidrocarbonetos ciclicos presentes nos OEs,
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permitindo sua acumulacdo na bicamada lipidica das bactérias (Chao et al., 2000). De
acordo com Calsamiglia et al. (2007), essa interagdo desintegra a membrana bacteriana,
tornando-a mais permeavel. A alteracdo na permeabilidade da membrana gera fuga de
ions e outros componentes citoplasmaticos, o que reduz o gradiente i6nico
transmembranar, conduzindo a deterioracdo dos processos essenciais da célula, como o
transporte de elétrons, translocagdo de proteinas, fosforilacdo e reacGes dependentes de
enzimas (Figura 2) (Burt, 2004), resultando na perda do controle quimico-osmético da
célula, podendo levar a morte bacteriana (Dorman et al., 2000).

Estudos realizados por Lambert et al. (2001) observaram que o OE de orégano
causou extravasamento de ions de fosfato, enquanto Ultee et al. (1999) observaram que
0 composto carvacrol resultou na perda de ions de potéassio. Os microrganismos poderiam
contrabalancar esses efeitos dos OEs por meio do uso de bombas idnicas, evitando a morte
celular (Calsamiglia et al., 2007). No entanto, esse processo consome excesso de energia,
refletindo na reducéo do crescimento do microrganismo e alterando, consequentemente,
a composicdo das populagdes de microrganismos.

Conforme Chao et al. (2000), os componentes terpenoides (principalmente os
compostos fenolicos dos OEs) tém propriedades antibacterianas para bactérias gram-
positivas e gram-negativas. No entanto, as bactérias gram-positivas parecem ser mais
suscetiveis a essas propriedades devido a auséncia da camada externa, rica em
lipopolissacarideos, que atua como barreira, restringindo o acesso de compostos
hidrofobicos, como os OEs (Russel, 2002). Em experimentos com OE de capim-cidreira,
envolvendo ambos 0s grupos bacterianos, Naik et al. (2010) encontraram maior
sensibilidade das bactérias gram-positivas.

De acordo com Calsamiglia et al. (2007), os efeitos dos OEs sobre bactérias gram-
negativas proporcionam uma limitacdo devido as propriedades da membrana celular em
diminuir a seletividade e aumentar a dificuldade de manipulacéo da fermentagdo ruminal,
quando os OEs sdo usados no organismo animal. No entanto, 0s compostos de baixo peso
molecular, como o carvacrol e o timol, podem interagir com a agua via pontes de
hidrogénio e mediante difusdo, cruzando a parede externa até chegar a dupla camada
fosfolipidica da parede interna das bactérias gram-negativas (Griffin et al., 1999). Ao
avaliarem a atividade antibacteriana do OE de orégano, Albado et al. (2001) observaram
o efeito antimicrobiano diante das bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus
e Bacillus cereus e sobre bactérias gram-negativas, justificando, assim, seu uso na

preparacgéo e conservacédo de alimentos.
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